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1. RESUMEN

En este trabajo se analizaron los efectos del tratamiento con el glucocorticoide dexametasona
por via subcutanea y con el antibiético kanamicina por via oral, tanto individualmente como
de forma conjunta, para valorar las posibles interacciones. Los sujetos experimentales fueron
ratas jovenes macho (Rattus norvegicus), estirpe Wistar, divididos en cuatro grupos: control,
dexametasona, kanamicina y doble tratamiento (dexametasona y kanamicina). Se valoro la
progresion del peso corporal; los pesos e indices organosomaticos del higado, bazo, timo y
glandulas suprarrenales; el efecto inmunosupresor sobre la pulpa blanca y la proporcion de
IgGs plasmaticas; el glucogeno hepatico; la glucosa y las proteinas plasmaticas; la presencia
de glucosuria y cetonuria; la microbiota gastrointestinal; y el cariotipo. Los resultados
mostraron que la dexametasona disminuyo el peso corporal, provocé una atrofia del timo y
glandulas suprarrenales, asi como una disminucion del tejido linfoide esplénico. Ademas,
aumento el tamafio del higado y provocé hiperglucemia y glucosuria. La kanamicina sélo
mostré efectos a nivel gastrointestinal, reduciendo las poblaciones de microorganismos
aerobios mesofilos y enterobacterias, mostrando tendencia a reducir los enterococos. Este
antibidtico no mostré ningdn otro efecto ni interaccion significativa con la dexametasona,

probablemente por su casi nula absorcion gastrointestinal. No hubo efectos sobre el cariotipo.

Palabras clave: dexametasona, kanamicina, glucocorticoide, antibiético, aminoglucosido,

interaccidn, Rattus norvegicus, Wistar.
ABSTRACT

In this study, the efects of subcutaneus administration of glucocorticoid dexamethasone and
oraly given antibiotic kanamycin were analyzed, individually and together, due to value
possible interactions between them. The experimental subjects were male young rats (Rattus
norvegicus), Wistar strain, divided in four groups: control, dexamethasone, kanamycin and
double treatment (dexamethasone and kanamycin). The body weight progression in time was
evaluated as well as the weight and organosomatic-index of the liver, spleen, thymus and the
adrenal glands; Also we investigated the immunosuppressive effect on the white pulp of
spleen and on the serum levels of 1gG, the effects on the liver glycogen, serum glucose levels
and plasmatic proteins, the presence of glycosuria and ketonuria, and some possible disorders
in the gastrointestinal microbiota and on the karyotype. The results showed that
dexamethasone decreased body weight, and it caused atrophy of the thymus and adrenal

glands with a decreased of the splenic lymphoid tissue. In addition, it increased liver size and



caused hyperglycemia and glycosuria. Kanamycin showed only gastrointestinal effects with a
decrease of the population of mesophilic aerobic microflora and gastrointestinal enterobacters,
and some tendency to reduce the enterococcus. This antibiotic showed no other effect or
significant interaction with dexamethasone, probably because of its minimal gastrointestinal

absorption. There was no effect on the karyotype.

Key words: dexamethasone, kanamycin, glucocorticoid, antibiotic, aminoglycoside,
interaction, Rattus norvegicus, Wistar.

2. INTRODUCCION.

Los glucocorticoides son una clase de corticosteroides, sintetizados de forma natural en la
zona fascicular de la corteza suprarrenal (Velasco et al., 2003). Estan relacionados con el
control del metabolismo y de la inflamacion, siendo el cortisol el principal representante en el
ser humano vy la corticosterona en la rata (Hill et al., 2004). Su sintesis se produce a partir del
colesterol (Velasco et al., 2003). Este proceso esté regulado por el eje hipotalamo-hipofisis-
suprarrenal, en el que el hipotdlamo libera la hormona liberadora de ACTH (CRH),
estimulando la sintesis y secrecion de corticotropina (ACTH) por parte de las células
corticotropas de la adenohipdfisis. En la zona fasciculada de la corteza suprarrenal, la ACTH
estimula la produccion de cortisol. A su vez, la concentracion plasmatica de cortisol regula,
por retroalimentacion negativa, la secrecion de la ACTH y CRH (Lorenzo et al., 2008). Para
su eliminacion, los corticosteroides se metabolizan fundamentalmente en el higado (Velasco
et al., 2003), eliminandose el 90% por via renal a través de la orina, y el resto por el aparato
gastrointestinal (Lorenzo et al., 2008).

Hablando de sus mecanismos de accién, los glucocorticoides atraviesan libremente la
membrana celular por difusion simple gracias a su naturaleza lipofila, y se unen con gran
afinidad al receptor glucocorticoideo (GR), activandole y provocando un cambio
conformacional que permite al complejo esteroide-receptor unirse a segmentos del ADN,
provocando la represion de determinados genes mediante la inhibicion de diversos factores de
transcripcion, como AP-1 y NF-kB (Rang et al., 2003), los cuales estan implicados en la
regulacién al alza de determinados genes que desempefian un papel central en la inflamacion

y la inmunidad (Velasco et al., 2003).

Es, precisamente esta modulacion de la respuesta inflamatoria e inmunitaria, la aplicacion

clinica y terapéutica mas valiosa de los glucocorticoides (Lorenzo et al., 2008). Asi, actdan



primeramente inhibiendo la vasodilatacion capilar, edema, migracion de leucocitos al foco
inflamatorio, formacion y deposito de fibrina en el &rea inflamada, y mas tarde la
proliferacion inmunitaria celular y los procesos de remodelado y cicatrizacion (Lorenzo et al.,
2008). Estas propiedades les hacen muy utiles, lo que ha dado lugar a la creacion y disefio de
variados glucocorticoides sintéticos, con el objetivo de que sean més potentes y tengan una
mayor semivida, siendo usados en el tratamiento de numerosas enfermedades inflamatorias
cronicas e inmunitarias, tales como el asma, la artritis reumatoide, la enfermedad intestinal
inflamatoria o las enfermedades autoinmunes (Barnes, 2010). Ademas, resultan
fundamentales antes del trasplante de érganos, asi como posterior a este para evitar el rechazo
(Lorenzo et al., 2008). Los corticoides sintéticos se unen en menor proporcion a las proteinas
transportadoras plasmaticas, incluso algunos no se unen careciendo por completo de afinidad
(Lorenzo et al., 2008). Su absorcidn se da practicamente por todas las vias de administracion,
pudiéndose encontrar niveles en sangre tras ser administrada por via oral, intravenosa,

intramuscular, intraarticular, intravitrea, oftalmica, 6tica y topica (Lorenzo et al., 2008).

La Dexametasona, es uno de estos glucocorticoides sintéticos, elaborada a partir del cortisol,
mediante la introduccidén de flGor en C9 y de un grupo metilo en C16, aumentando ain mas la
actividad glucocorticoide e inhibiendo la mineralocorticoide producida por la fluoracién en
C9. Asi, se consigue una actividad glucocorticoide 25 veces mas potente que el cortisol, y una
mineralocorticoide practicamente nula (Lorenzo et al., 2008), con el objetivo de potenciar al

maximo sus propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras con fines terapeuticos.

Sin embargo, el tratamiento con glucocorticodes puede ocasionar una gran cantidad de
efectos secundarios adversos, tales como la supresion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal,
hiperglucemia, hipertension arterial, retencién de liquidos, insuficiencia cardiaca congestiva,
Ulcera géstrica y osteoporosis (Ordufia-Valls et al., 2016), asi como el aumento a la
predisposicion a infecciones (Velasco et al., 2003) e inhibicion del crecimiento (Rang et al.,
2003), por lo que todos estos riesgos deben ser valorados antes de la administracion (Lorenzo
et al., 2008).

El otro farmaco a valorar es la kanamicina, un antibiético elaborado por Streptomyces
kanamyceticus, perteneciente al grupo de los aminoglucdésidos (Hardman et al., 2003). Esta
constituido por un ndcleo aminociclitol central (2-desoxiestreptamina) unido mediante
puentes glucosidicos a dos aminoazucares (Velasco et al., 2003). Estos antibioticos son

cationes fuertemente polares, por lo que su absorcion es muy escasa en las vias



gastrointestinales tras la administracion oral. Para alcanzar niveles terapéuticos en sangre
deben administrarse por via parenteral, intramuscular o intravenosa (Velasco et al., 2003).
Estos, se unen en escasa proporcion a las proteinas plasmaticas, y se distribuyen
fundamentalmente en el liquido extracelular (Lorenzo et al., 2008). Atraviesan con dificultad
la barrera hematopoyética (Anglada, 1997), al igual que en los tejidos oculares, la prostata y
las secreciones bronquiales y biliares, donde solo aparecen en concentraciones bajas. Por el
contrario, pueden alcanzar concentraciones proximas a las plasmaticas en el hueso y los
liquidos sinovial, peritoneal y pleural (Lorenzo et al., 2008). En cuanto a su eliminacion, los
aminoglucosidos no son metabolizados, sino que se excretan sobre todo por via renal a través

del filtrado glomerular, y minimamente por la bilis (Velasco et al., 2003).

Presentan un amplio espectro bactericida, con una accién dependiente de concentracion, y son
activos frente a una amplia variedad de bacilos aerobios gramnegativos, presentando una
buena actividad frente a muchas enterobacterias. Sin embargo, son menos eficaces frente a
bacterias grampositivas, siendo su actividad insuficiente si se usa en monoterapia contra
enterococos (Velasco et al., 2003). Hablando de su mecanismo de accién, los
aminoglucosidos penetran al interior bacteriano atravesando la membrana citoplasmaética por
transporte activo dependiente del potencial de membrana generado en condiciones aerobias
(Anglada, 1997). Tras esto, se unen a los ribosomas en la subunidad 30S y también en la 50S
en el caso de la kanamicina, interfiriendo en la sintesis de proteinas bacterianas al provocar
errores de lectura del ARNm, con el resultado de una inhibicién proteica o sintesis de

proteinas defectuosas (Lorenzo et al., 2008).

Entre los posibles efectos secundarios adversos que presentan los aminoglucésidos destacan
la nefrotoxicidad y la ototoxicidad, aungque también pueden provocar bloqueo neuromuscular.
Cuando es administrado de forma oral, puede provocar nauseas, vomitos o diarreas (Velasco
et al., 2003), ademas de producir sindrome de malabsorcion tras administracion cronica
(Lorenzo et al., 2008).

Como ya se ha mencionado, entre los multiples efectos secundarios de los glucocorticoides
estd la de una mayor predisposicion a las infecciones debido a la accion antiinflamatoria e
inmunosupresora (Velasco et al., 2003), de modo que una infeccién intercurrente podria
Ilegar a ser muy grave si no se trata rapidamente con antibiéticos (Rang et al., 2003), por lo
que no es extrafio que pacientes inmunodeprimidos por un tratamiento prolongado con

glucocorticoides puedan desarrollar algun tipo de infeccion oportunista. Ante esto, seria



interesante valorar el efecto que un antibiético de amplio espectro, como el aminoglucdésido
kanamicina, pudiera provocar en estos pacientes, y observar las posibles interacciones
cruzadas adversas que pudiera haber con el glucocorticoide administrado, como la

dexametasona.

3. OBJETIVOS.

El objetivo principal del trabajo consiste en determinar los efectos individualizados de la
administracion subcutanea de dexametasona y de la administracion oral de kanamicina, asi
como las posibles interacciones que puedan darse cuando se administran conjuntamente,
estudiando si se produce algun tipo de sinergia o inhibicion entre los farmacos. Para ello, se

analizaran sus posibles efectos sobre:

¢+ La progresion del peso corporal durante el tratamiento

¢+ Los pesos e indices organosomaticos del higado, bazo, timo y glandulas suprarrenales.

++ La cantidad de glucdgeno hepatico total y relativo al tamafio del 6rgano.

¢ La superficie ocupada por las vainas linfoides periarteriolares (PALS) de la pulpa
blanca del bazo a través del céalculo del porcentaje de su area ocupada.

% Las células plasmaticas esplénicas productoras de inmunoglobulinas G (1gG").

+ La valoracion de la microbiota intestinal.

¢+ La concentracion de glucosa en sangre.

¢+ La cuantificacion de proteinas plasmaticas totales, asi como la proporcion relativa de
las cadenas pesadas (Cadenas H) de las inmunoglobulinas G plasmaéticas (1gGs).

++ La concentracién de cuerpos cetdnicos y glucosa en orina.

¢ El cariotipo.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. SUJETOS Y DISENO EXPERIMENTAL:

Este disefio experimental se ha planteado de acuerdo con el Real Decreto 53/2013, y ha sido
aprobado por el Comité de Experimentacion Animal local (UCM) y la Comunidad de Madrid.
En él, los sujetos experimentales fueron machos de ratas albinas de laboratorio (Rattus
norvegicus), estirpe Wistar, de aproximadamente 200 g de peso inicial, utilizandose un total
de 28 individuos, distribuidos aleatoriamente entre cuatro grupos experimentales (7 animales

por grupo), administrandose durante 10 dias un tratamiento diferente:



-Grupo 1: Control, se administrd Unicamente el vehiculo en el que van disueltos los

farmacos de los demas grupos.

-Grupo 2: Dexametasona (1mg/Kg de peso corporal) por via subcutanea en un volumen de

administracion de 1mL/Kg.

-Grupo 3: Kanamicina, disuelta en el agua del bebedero de los animales, a una
concentracion de 0,6 g/L. Teniendo en cuenta los pesos intermedios se calcularon las dosis de
0,116 g/Kg/dia para los animales del turno de mafiana y de 0,165 g/Kg/dia para los animales

del turno de tarde.

-Grupo 4: Doble (Dexametasona+ Kanamicina), con una dosis de kanamicina de 0,1365
g/kg/dia para el turno de mafiana y de 0,174 g/Kg/dia para el turno de tarde.

Los animales se mantuvieron con libre acceso al alimento y agua. Se registré el peso de los
sujetos al inicio (peso inicial), a los 5 dias (peso intermedio) y al finalizar el tratamiento (peso
final), con el objetivo de estudiar la variacion del peso del animal durante estos 10 dias de

tratamiento. Al finalizarlo, seguidamente se llevo a cabo la toma de muestras a analizar.

4.2. TOMA DE MUESTRAS:

Se anestesio al animal mediante una dosis intraperitoneal de ketamina-xilacina.
Seguidamente, se inyectd peritonealmente colchicina (1 mL/Kg peso de una soluciéon que
contiene 4 mg/mL), teniendo en cuenta que debe estar en circulacion con el animal vivo
minimo 25-30 minutos para que su accion antimitdtica pueda tener lugar. Se extrajo sangre de
la vena yugular y se midi6 la glucosa sanguinea con un glucosimetro. A continuacion, se aislé
el plasma en otro tubo Eppendorf, guardandose a -20 C hasta su posterior procesado. 30
minutos después de la administracion del antimitético, se sacrifico al animal mediante una
sobredosis de anestésico. Antes de superar 45 min desde la administracion de la colchicina,
se extrajo una muestra de médula 6sea de ambos fémures, almacenandose en un tubo de KCL
calentado a 37 C. Se tom¢ aproximadamente 1g de muestras de heces, almacenandose en un
tubo estéril junto a 9 volumenes de solucion de conservacion (10% glicerol en solucion
salina) y congelandose posteriormente a -80 C. A continuacién, se valord
semicuantitativamente los niveles en orina de cuerpos cetdnicos y glucosa, utilizando una tira
reactiva (Keto-Diastix®, Bayer). Se extrajo y peso el bazo, para posteriormente almacenar un
tercio del 6rgano en un cilindro de papel relleno con Tissue-Tek, que se sumergio en

nitrégeno liquido y se almaceno a -80 C hasta su posterior procesado y estudio histologico. Se



extrajo las glandulas suprarrenales y el timo, pesandose a continuacién. El higado también se
extrajo y se pesd, para posteriormente cortar dos trozos de unos 2 g del I6bulo mayor,

congelarlos y almacenarlos a -80 C hasta su posterior procesamiento.

4.3, INDICES ORGANOSOMATICOS (10):

Se calcularon los indices organosomaéticos del bazo, timo, glandulas suprarrenales e higado.

. P I6
Indice Organosomatico = eso del érgano (me)

Peso del animal (g)

4.4. ANALISIS BIOQUIMICOS:

- VALORACION DE GLUCOGENO HEPATICO.

Se procedio a valorar: la cantidad de glucdgeno total (mg) en el higado entero y la cantidad de
glucégeno (mg) relativa a peso (g) de tejido. Para ello, se utilizaron las dos piezas de 2g de
higado congeladas previamente. Se procedio previamente a la extraccion del glucogeno del
tejido, junto con demas biomoléculas por calentamiento con KOH. A continuacion mediante
precipitacién con Na2SO4 como coprecipitante y etanol 66% se separ6 el glucgeno de otras
proteinas solubles. Posteriormente se utiliz6 acido tricloroacético (TCA) sobre este
precipitado para solubilizar el glucogeno y separarlo de las deméas macromoléculas que habian
precipitado junto a él, como proteinas y acidos nucleicos. Se aislo este glucogeno solubilizado
en un tubo de plastico graduado de peso conocido, y se reprecipité con etanol. Finalmente,
tras centrifugar se elimina el sobrenadante (etanol), se deja secar y se pesa para despejar el
peso del glucogeno precipitado aislado de los 4 g de higado empleados. Con este dato, se
calcula los miligramos de glucogeno en el higado completo y los miligramos de glucdgeno

por gramo de higado.
- VALORACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS EN PLASMA.

Utilizamos el procedimiento colorimétrico del método de Bradford (Bradford, 1976), en el
que el colorante azul de Coomassie, en medio &cido, se une idnica e hidrofobicamente a las
proteinas, desplazando su maximo de absorcion de 465 nm a 595 nm. De esta forma, y segun
la Ley de Lambert-Beer, la absorbancia a 595 nm es proporcional a la concentracion de
proteinas. Utilizamos una curva de calibrado empleando soluciones de concentracion
conocida, para obtener ajustando por minimos cuadrado la ecuacion de la recta, que se utilizé
para calcular la concentracion de proteinas de la muestra a partir del valor de absorbancia de

las diluciones de plasma 1/64 y 1/128 que se utilizaron para valorar la medida.
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- ELECTROFORESIS (PAGE-SDS).

La separacion de proteinas del plasma se realizd mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida a partir de diluciones de la muestra de 2 mg/mL, utilizando SDS para dar carga
negativa y desnaturalizar a las proteinas, de forma que la migracion en el gel sea so6lo en
funcién de su tamafio. Se ha de tener en cuenta que el tampdn de muestras contiene B-
mercaptoetanol, que actla como agente reductor rompiendo los puentes disulfuro de las
estructuras secundarias y terciarias de las proteinas, por lo que tras la electroforesis si hay
alguna proteina dimérica, como el caso de las inmunoglobulinas G, apareceran dos bandas
correspondientes a sus dos subunidades. Se cargaron 2 geles con las cuatro muestras de
plasma por duplicado en cada uno, aplicando también en el primer pocillo una disolucion de
proteinas patron pretefiidas, Tras realizar la electroforesis, se realizd con una parte del gel una

tincién de las bandas con Azul de Coomassie, tras la cual se realiz6 una captura de imagen.
- ELECTROTRANSFERENCIA E INMUNODETECCION DE PROTEINAS.

Tras la separacion por electroforesis, una parte del gel se utiliz6 para realizar una
electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa para su reconocimiento por anticuerpos.
Para comprobar si la transferencia se ha producido correctamente, se tifid reversiblemente la
nitrocelulosa con rojo Ponceau y se realizé una captura de imagen. Finalmente, se realizé una
inmunodeteccion de 1gGs, utilizando anticuerpos policlonales anti-inmunoglobulinas G (anti-
IgGs) de rata que se uniran a sus cadenas pesadas y ligeras, en caso de que estas Gltimas no se
hayan salido del gel. Los resultados iran dirigidos a las cadenas pesadas, que son las
especificas. Tras la eliminacién del anticuerpo no unido, se procedié al revelado de las anti-
IgGs unidos con H202 y diaminobencidina (DAB). Otra vez, se escanearon los resultados.

Tras obtener todas las imagenes digitalizadas, mediante el programa IMAGE J se procedio al
densitometrado de la membrana y al calculo de la proporcion relativa que representan las

cadenas H de las IgGs respecto al total de la proteina.

45 ANALISIS MICROBIOLOGICOS:

- SIEMBRA Y RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS.

Se procedio a realizar un recuento de microorganismos aerobios mesofilos, enterococos y
enterobacterias totales, realizando siembras en profundidad en placas petri, a partir de un
banco diluciones seriadas de 10" a 107, preparadas a partir de la muestra de heces



conservada, correspondiente a una dilucién 10™. El objetivo final seré valorar el efecto de los
diferentes tratamientos sobre la microbiota intestinal. EI recuento se realiz6 tras dos dias de
incubacion, utilizdndose Unicamente como valor fiable aquellas placas que presentaron entre
30-300 colonias. A continuacién el namero de colonias por placa se multiplicé por su factor
de dilucion correspondiente segun el tubo de dilucion usado, obteniéndose asi el recuento
total de unidades formadoras de colonias (u.f.c.) viables/ g de muestra analizada.

-Recuento de microorganismos aerobios mesofilos: Se realiz6 la siembra en agar nutritivo

(TSA), un medio de cultivo general. Para estas siembras se utilizaron desde la dilucién 10 a
la 107, y en este medio se estimé el nimero de microorganismos aerobios cultivables totales

en las condiciones experimentales de cultivo.

-Recuento de enterococos: Para la valoracion de microorganismos del género Eneterococcus

se utilizé el medio Slanetz Bartley (SB), un medio de cultivo selectivo y diferencial, en donde
este grupo de bacterias forman colonias de una coloracion rojo ladrillo. Se realizaron siembras

desde la dilucion 102 a 10,

-Recuento de enterobacterias: Se utiliz6 como medio selectivo y diferencial para estos

microorganismos el agar VRBG (cristal Violeta Rojo neutro Bilis Glucosa). Las siembras se

realizaron a partir de las diluciones de 102 a 107.
- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MOLECULAR BACTERIANA.

A partir de una colonia aislada crecida en medio TSA, se procedié a su identificacion
molecular a partir de la secuenciacion del ADN ribosomico 16S. Para ello, se sembrd la
colonia seleccionada en medio LB en condiciones Optimas de incubacion para su rapida
proliferacion. Posteriormente se llevd a cabo el aislamiento y concentracién del DNA de
dicha colonia presente en el medio, utilizando el Kit de extraccion de DNA (MoBio). A
continuacion, se realizo una PCR en un termociclador utilizando el protocolo “BIOSAN” para
amplificar la seccion del ADN que nos interesa, utilizando los cebadores Y1 (forward) e Y2
(reverse). Se purificd el producto de amplificacion utilizando el “Kit de purificacion producto
PCR” (MoBio). Tras haber purificado el producto de la PCR, este ADN amplificado se envi6
a la Unidad de Genomica y Protedmica del Parque Cientifico de Madrid, que llevé a cabo su
secuenciacion utilizando el método de Sanger (Sanger et al.,, 1997). Por su parte, se
proporcionaron los archivos que contenian los electroferogramas correspondientes a cada una

de las dos secuencias obtenidas con el cebador Y1 y cebador Y2. Con estos datos, se realizo
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un analisis bioinformatico con el programa “BioEdit Sequence Aligment Editor”, con el que
se procedi6 a la correccion de los posibles errores en ambas secuencias, a su alineamiento y a
la creacion de una secuencia consenso a partir estas. Obtenida la secuencia consenso, se
utilizé la herramienta de busqueda “nucleotide blast” del programa online “BLAST” (Basic
Local Alignment Search Tool), para determinar la homologia de nuestra secuencia con otras
de las bases de datos moleculares, e identificar, basandonos en el porcentaje de similitud, la

posible especie a la que pertenece la colonia que aislamos del cultivo de TSA.

4.6. ANALISIS HISTOLOGICOS DEL BAZO:

Se utilizaron los fragmentos del bazo introducidos en Tissue-Tek fijados provisionalmente
por congelacion y conservados a -80 C. Estas muestras fueron seccionadas con un criostato y
adheridas a 8 portaobjetos por 6rgano, para posteriormente realizar su fijacion quimica con
acetona pura. La mitad de ellos se destind a una tincion histoldgica de rutina para un valorar
la superficie ocupada por las vainas linfoides periarteriolares (PALS) de la pulpa blanca a
través del calculo del porcentaje de su area, mientras que con la otra mitad se realiz6 una

tincién inmunohistoquimica para cuantificar el numero relativo de células plasmaticas 1gG+.
- TINCION CONVENCIONAL.

Se realiz6 una tincion con el colorante basico azul de toluidina, que tifie el citoplasma celular
de un color azul claro, mientras que el nicleo adquiere un color azul oscuro o morado. Segln
lo anterior, los linfocitos, al presentar un gran ndcleo, se tefiirdn intensamente. Los
macrofagos se tefiiran de una intensidad intermedia, y finalmente los eritrocitos, al no poseer
nacleo, se tefiiran muy débilmente. Asi, la region del tejido correspondiente a las PALS de la
pulpa blanca, tefiird mas intensamente al presentar una gran cantidad de linfocitos. Le seguira
en intensidad la zona marginal de la pulpa blanca, y finalmente, la zona tefiida mas
débilmente correspondera a la pulpa roja. Con el objetivo x4 del microscopio se seleccionaron
4 campos de la preparacion por animal, y empleando el programa Adobe Photoshop, se
calcul6 el area total de tejido esplénico de los 4 campos seleccionados y el area de las zonas
delimitadas de pulpa blanca, obteniendo el valor medio de las dos areas en pixeles. A partir de

estos dos datos se calculo el porcentaje de pulpa blanca.
- INMUNOTINCION PARA VALORAR CELULAS PLASMATICAS IgG".

Se utilizé anticuerpos policlonales desarrollados en cabra anti-IgG de rata, conjugados con la

peroxidasa HRP. La técnica consiste en, después de haber afiadido el anticuerpo y formado el
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complejo 1gG-Ac-HRP, afiadir el sustrato de la enzima (H202), liberdndose 02. A
continuacion se afiade DAB, que es oxidada por el O2 liberado, produciéndose un precipitado
de color marron justo en las zonas de los complejos 1gG-Ac-HRP, lo que permite localizar los
anticuerpos IgG de los linfocitos B. A fin de evitar falsos positivos, se procedio a inhibir la
actividad peroxidasa enddgena afiadiendo, antes del Ac, H202 como sustrato. Ademas, antes
de afiadir los anticuerpos, se utilizé suero sanguineo de cabra con el fin de bloquear los
receptores Fc. También se realiz6 una incubacion con leche desnatada, para evitar las posibles

uniones especificas que pudiera haber con el anticuerpo utilizado.

Terminada la inmunodeteccion, se realizd un conteo de células plasmaticas positivas con el
objetivo de 40x, en un total de 10 campos elegidos al azar. Con estos datos se hizo una media

aritmética para calcular el valor del nimero de células plasmaticas positivas/campo 40x.

4.7. ANALISIS CITOGENETICOS:

- REALIZACION DE LAS PREPARACIONES.

Se procedié al andlisis del cariotipo y a la elaboracion de un cariograma, partiendo de las
células en metafase mitética de las muestras de médula 6sea, guardadas el dia de extraccién
de muestras en tubos de centrifuga con KCIl. Primeramente, se sometié a las muestras
recogidas de medula 6sea a un choque hipoténico con KCI a 37 °C, y posteriormente se
procedid a su concentracion y fijacion utilizando metanol: acético 3:1. Para la realizacion de
las preparaciones, se utilizé la “técnica de bombardeo”, con el fin de de romper totalmente las
células en metafase mitdtica y que sus cromosomas queden extendidos y fijados en 8 portas
por o6rgano, siendo la mitad de ellos utilizados posteriormente para una tincion diferencial de

bandeo G, y la otra mitad para una tincion no diferencial con Giemsa.

-Tincion no diferencial: Realizamos una tincion no diferencial con Giemsa 2% en tampon

fosfato pH 6.8, lavamos y secamos las preparaciones y posteriormente fueron sumergidas en
Xileno. Finalmente se cubrieron con un cubreobjetos con unas gotas de resina Entellan para

su observacion al microscopio Optico.

-Tincion diferencial-bandeo g: Se realiz6 una tincion de bandeo cromosémico, pues es de

gran utilidad para la realizacion de cariotipos. Para ello, antes de seguir el mismo
procedimiento que el de la tincion no diferencial, se sometié a las preparaciones a un
tratamiento con Tripsina 0,025% a 4 C durante 20 seg, para ser lavada posteriormente con

agua destilada.
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- ELABORACION DEL CARIOGRAMA Y ANALISIS DEL CARIOTIPO.

Se observo las preparaciones al microscopio, para elegir y capturar una imagen de una
metafase Optima. A partir de ella, utilizando el programa Adobe Photoshop, se midi6 la
longitud total y la longitud del brazo corto de cada uno de los cromosomas, calculandose a

partir de ellos la longitud relativa y el indice centromérico.

VALORES CALCULADOS EN CADA CROMOSOMA

LONGITUD RELATIVA LR= Longitud de un cromosoma

Longitud del complemento haploide (LCH)

2 Longitud de todos los cromosomas
2

LCH=

Longitud del brazo corto del cromosoma

INDICE CENTROMERICO | IC= x100

Longitud total del cromosoma

Con los dos valores obtenidos de cada cromosoma, se elabor6 una tabla con la finalidad de
emparejar los homologos e identificar a las parejas dentro del cariotipo. Finalmente, se

compararon y analizaron los cariotipos de cada uno de los tratamientos.

4.8. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS:

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa Statgraphics, version Centurion XVI.
Antes de realizarlos, se comprobd para todos los datos la condicion de normalidad, se
buscaron valores atipicos y se comprob6 la condicion de homocedasticidad. Primeramente, se
obtuvo el promedio y el error estandar para cada variable con los diferentes tratamientos. Fue
necesario transformar los datos del recuento de microorganismos en forma de algoritmo
neperiano. Ademas, se cre6 un nuevo valor (Kn2) con las dosis de kanamicina calculadas a
partir del peso intermedio de los animales, para valorar mejor sus efectos en relacion a la
dosis. Después de calcular los promedios y error estandar, se realizé un andlisis de regresion
maultiple (analisis de la varianza de dos factores), en la que se analiz6 una variable
dependiente y los factores, siendo estos los diferentes tratamientos, ademas del producto de
los dos farmacos (Kn*Dx) para asi comprobar si el efecto combinado es diferente a un efecto
aditivo, es decir, para comprobar si hay algin tipo de interaccion o sinergia entre los
farmacos. Se considero como significativo un p-valor < 0,05 para valorar si realmente existen
diferencias significativas. Ademas, si algun valor no cumplié las condiciones de normalidad y
homocedasticidad se realiz6 un estudio mediante la alternativa no paramétrica al analisis de la

varianza de Kruskal-Wallis.
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5. RESULTADOS

5.1. PROGRESION DEL PESO CORPORAL DURANTE EL TRATAMIENTO:

300
280 e
260 o—
240 \
220 -
— 200 \V
&8 180
O 160
3 . Peso .
a Peso Inicial . Peso Final
Intermedio
=== Co 245,429 258,429 271,286
=== Dx 242,857 218,857 193,629
DxKn 250,429 223,857 197,471
Kn 244,286 252,143 270,971

Fig.1. Progresion del peso corporal a tiempo cero (Peso Inicial), a

los 5 dias (Peso Intermedio) v a los 10 dias (Peso Final).

Atendiendo al estadistico, el efecto de la Dexametasona disminuyo significativamente el peso

Los resultados de la progresion del
peso corporal (Fig.1l) mostraron una
clara disminucion en los tratamientos
con Dexametasona y en el
tratamiento doble. Por el contrario,
los animales del grupo control y a los
que se les administr6 Kanamicina

aumentaron su peso de forma

progresiva durante los 10 dias.

tanto en los primeros 5 dias (Fig.2A), como durante la totalidad de la duracion del tratamiento

(Fig.2B). No se observd interaccion significativa entre los dos tratamientos.

A
40 -
30 o
20 o
10 -

Dx > p-valor < 0,0001
Kn > p-valor > 0,05
Dx*Kn — p-valor > 0,05

I

Peso Final - Peso Inicial (g)

Co

Dx

Kn DxKn

Tratamiento

(v o)

Peso Intermedio - Peso Inicial (g)

Dx > p-valor <0,0001
Kn > p-valor > 0,05
Dx*Kn . p-valor > 0,05
x
Co Dx Kn Dx+Kn

Tratamiento

Fig.2. Diferencia entre el peso final (10 dias) y el

intermedio y el peso inicial (B).

peso inicial (0 dias) (A), y entre el peso

5.2. PESOS E INDICES ORGANOSOMATICOS DE LOS ORGANOS VAL ORADOS:

Los resultados observados indican que la Dexametasona provocé una disminucion

significativa de los pesos del higado, timo, bazo y glandulas suprarrenales (Fig.3), siendo este

descenso mas intenso en el bazo, timo y glandulas suprarrenales. En los valores de indices

organosomaticos, de nuevo la Dexametasona indujo una disminucién significativa en el bazo,

timo y glandulas suprarrenales, pero se vio un aumento significativo en la relacién entre el

peso del higado y el peso corporal final con este tratamiento (Fig.4), sefial de que aumento

con respecto al animal sometido a Dexametasona.

14
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Fig.3. Pesos finales del higado (A), bazo (B), timo (C) y glandulas suprarrenales (D) tras
los diferentes tratamientos. La Dexametasona provocd una disminucion significativa en todos
ellos, ocurriendo este descenso con mayor intensidad en bazo, timo y glandulas suprarrenales.
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Kn DxKn Kn DxKn
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Fig.4. Indices organosomaticos (10) del higado (A), bazo (B), timo (C) y glandulas

suprarrenales (D) tras los diferentes tratamientos.

La Dexametasona provocO una

disminucion significativa en el bazo (B), timo (C) y glandulas suprarrenales (D). En cambio, el
tamafio del higado con respecto al tamafio total del animal es mayor con el tratamiento de
dexametasona (A).
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5.3. CANTIDAD DE GLUCOGENO HEPATICO:

Los valores de glucdgeno hepatico total y respecto al peso del 6rgano completo, no mostraron

diferencias significativas en ningun tratamiento, aunque en aquellos individuos en los que fue

administrada Dexametasona presentaron una pequefia tendencia a aumentar (Fig

A Dx p-valor > 0,05 B
—_ Kn p-valor > 0,05 s
‘é" 700 -~ Dx*Kn p-valor > 0,05 k]
- ] oo
8 600 £
:g 500 - %:
o 400 - £
T =
o 300 - )
@ 200 - o
\o u
S 100 - S
G 0 n 1 1 1 G
Co Dx Kn DxKn
Tratamiento

70

60 -

50
40
30
20
10

.5).
Dx p-valor > 0,05
Kn p-valor > 0,05
- Dx*Kn p-valor > 0,05
Co Dx Kn DxKn
Tratamiento

Fig. 5. (A) Cantidad de glucogeno total (mg) en el higado completo. (B) cantidad de
glucdgeno (mg) relativa al peso (g) del 6rgano. No se apreciaron diferencias significativas
para ningun tratamiento, aunque la Dexametasona mostr6 una tendencia a aumentar los

valores de glucdgeno hepatico.

5.4. VALORACION DEL PORCENTAJE DEL AREA DE LAS PALS DEL BAZO:

Los resultados mostraron, bajo el efecto de la
Dexametasona, una disminucion significativa
de la superficie de pulpa blanca respecto al
total de tejido esplénico (Fig. 6). No se

observo interaccion entre los dos farmacos.

Las tinciones de los cortes histoldgicos
pertenecientes a los grupos tratados con
Dexametasona, mostraron que el area de las
(PALS),

tefiidas de una tonalidad mas oscura e intensa

vainas linfoides periarteriolares

por el azul de Toluidina debido a su riqueza

Dx—— p-valor<0,0001
Kn—— p-valor > 0,05
30 Dx*Kn — p-valor > 0,05
25 A I I
» 20 -
<
a 15 - I
X 10 - I
5 4
0 1 1 1 J
Co Dx | Kn DxKn
Tratamiento
Fig. 6. La Dexametasona provoca una

disminucion significativa del porcentaje del area
de las PALS. La gréafica muestra el porcentaje de
pulpa blanca en relacién al total de tejido esplénico,
bajo la influencia de los diferentes tratamientos.

en linfocitos, habian sufrido una clara reduccion y retroceso, observandose unicamente en las

zonas mas proximas a sus arteriolas centrales (Fig. 7). Por lo tanto, se produjo una clara

reduccion del numero y de la superficie ocupada por los linfocitos del tejido linfoide

esplenico.
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Fig. 7. Cortes histolégicos de bazo
tefiidos con azul de Toluidina.
(A)Dexametasona, (B) Kanamicina,
(C) Doble, (D) Control. Las zonas
oscuras teflidas mas intensamente
corresponden a las superficies
ocupadas por las PALS de la pulpa
blanca del tejido esplénico. Los
tratamientos con administraciéon de
Dexametasona (A, C) provocaron una
disminucion y retroceso del area de
las PALS de la pulpa blanca,
concentrdndose Unicamente en zonas
cercanas a las arteriolas centrales que

rodean.

55 NUMERO RELATIVO DE CELULAS PLASMATICAS lIgG*/ CAMPO 40X:

Los grupos a los que se les administr6 Dexametasona mostraron una disminucion

significativa en el niamero de linfocitos B 1gG*. No se observaron diferencias significativas en

Dx————palor<0,05 | o] conteo de células positivas en el grupo
25 - Kn——— p-valor > 0,05

Dx*Kn — - pvalor>0,05 | control ni con la administracion de

? Kanamicina, mostrando esta Gltima un

2 mayor error estandar que el resto,

° pudiéndose explicar por la subjetividad

o del observador a la hora de seleccionar y
Co D K

DxKn contar células con marcaje positivo.

Células Plasmaticas/Campo 40x

X . n
Tratamiento

Fig. 8. Valoracion del numero de células plasmaticas
1gG™ por campo 40X.

5.6. RECUENTO MICROBIOLOGICO E IDENTIFICACION MOLECULAR:

Los recuentos de u.f.c. de microorganismos aerobios mesofilos cultivados en agar nutritivo
TSA (Fig. 9), mostraron que la Kanamicina inhibid significativamente el crecimiento
bacteriano, siendo esta reduccion algo menor en el tratamiento doble pero sin llegar a ser
significativa la interaccion entre farmacos. El recuento de colonias de enterobacterias totales
en agar VRBG (Fig. 9) mostrd6 que la administracion de Kanamicina redujo
significativamente el nimero de colonias de estos microorganismos, no observandose
tampoco interaccion de los tratamientos ni efecto de la Dexametasona que fueran

significativos. El recuento de enterococos en el agar Slanetz Bartley (SB) fue complicado, ya
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que hubo problemas a la hora de realizar las siembras e incubaciones de las diferentes
diluciones debido a que el medio, por motivos desconocidos, no solidificd correctamente, por
lo que a la hora de voltear las placas para su incubacion muchos medios se perdieron,
realizandose el recuento a partir de las diluciones de las pocas placas que fueron viables,
cuyos resultados (Fig. 9) mostraron que la Kanamicina mostré tendencia a disminuir el
crecimiento con un p-valor muy cercano al significativo (p-valor 0,0596). Tampoco hubo

interaccion entre farmacos ni efecto de la Dexametasona significativos en este medio.

Dx——— p-valor > 0,05 Dx > p-valor > 0,05 Dx——— p-valor>0,05

M TsA Kn—— p-valor<0,005 SByp_ . p-valor = 0,059 M vrBG Kn—— p-valor < 0,05

Dx*Kn — p-valor>0,05 Dx*kn . p-valor > 0,05 Dx*Kn - p-valor>0,05
100000000

10000000
1000000
100000
10000
1000

100

10

1

Unidades formadoras de colonias (ufc/g)

Co Dx DxKn Kn
Tratamiento

Fig. 9. Recuento de unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/g) en escala logaritmica.
La grafica muestra el recuento de ufc/g en cada tratamiento, para los microorganismos aerobios
mesofilos cultivados en medio TSA (barras rojas), los enterococos cultivados en medio SB (barras
verdes) y las enterobacterias totales cultivadas en medio VRBG (barras azules).

Para elaborar la secuencia consenso de la colonia aislada y cultivada en TSA, se utilizaron
las primeras 315 pares de bases obtenidas con del cebador Y1 (forward) y 318 pares de bases
del cebador Y2 (reverse).Tras esto, la identificacion de la secuencia con el programa BLAST

dio como especie cultivable mas probable para esa colonia a Escherichia coli, con un 98% de

coincidencia.
- Seroll L =l
gIDID §on Eﬁ .ﬁ II Hi!zﬁi BB @“HE spcggd slow oy o fast
;IYYYY|T'TY|YYYTITYYY|YT'TlYYYY|'TYY|YYY'lYYYY|YTTY|YYYY|'YYY|YYT'lYYYY|T'TY|YYYTITYYY|J
= 10 20 30 40 50 60 70 80

Fig. 10. Primeras 85 pares de bases de la secuencia consenso, elaborada a partir de las secuencias
obtenidas con los cebadores Y1 (forward) e Y2 (reverse).
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5.7. CONCENTRACION SANGUINEA DE GLUCOSA:

Dx— - pwalor<005 | Los  resultados mostraron que la
350 - Kn——— p-valor > 0,05
300 - Dx*Kn — p-valor > 0,05

250 - la concentracion de glucosa (mg/dL), no

200 - observandose alteraciones significativas

150 - - . . .
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50 - interaccion entre los dos farmacos (Fig.
0 -

DxKn 11)'

Tratamlento

Dexametasona aumento significativamente

Concentracion de glucosa (mg/dL)

Fi

g. 11. Concentracion de glucosa en sangre

5.8. CUANTIFICACION DE PROTEINAS PLASMATICAS TOTALES:

o spalor>005 | ge ghservg que la interaccion entre los dos
_ > p-valor > 0,05
E 80 1 ot sk o farmacos provocd un aumento  casi
oo
g 70 e
% 60 - significativo (p-valor 0,0645) en la
©
2 50 - concentracion de proteinas plasmaticas
S 40 -
T o totales. Tanto la Dexametasona como la
3 20 - Kanamicina por separado no produjeron
2 18 cambios  significativos  en  dicha
g o

DxKn concentracion (Fig. 12).

Tratamlento

Fig. 12. Proteinas plasméticas totales (mg/dL) en
cada tratamiento.

5.9. CUANTIFICACION Y PROPORCION RELATIVA DE 1gGs PLASMATICAS:

El procedimiento para valorar este pardmetro no pudo realizarse correctamente, debido a que
los geles de poliacrilamida preparados no se formaron correctamente, creandose burbujas
entre las dos fases y no formandose todos los pocillos de carga de forma correcta. Ademas,
algunas bandas de ciertos grupos no corrieron correctamente durante la electroforesis,
apareciendo cortadas alguna de las calles. Por todo esto, aunque se realizd densitometrado y
cuantificacion de 1gGs con los geles que estaban correctos (Fig. 13), el nimero de datos fue
insuficiente para realizar la comparacion de promedios y el analisis estadistico por falta de

significacion.
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Figura 13. Electroforesis SDS-PAGE tefiida con Azul de Coomassie (A), membrana de nitrocelulosa
tras la electrotransferencia tefiida con rojo Ponceau (B), Inmunodeteccion de 1gGs (C). Puede observarse
en cada una de ellas, de izquierda a derecha, las bandas correspondientes al patrdn, el tratamiento control, el
grupo Dexametasona, el grupo Kanamicina y el grupo doble. La flecha roja indica las bandas correspondientes
a las dos cadenas pesadas de las 1gGs a las cuales se han unido los anticuerpos.

5.10. CONCENTRACION DE CUERPOS CETONICOS Y GLUCOSA EN ORINA:

Los resultados del analisis de cuerpos cetdnicos con las tiras reactivas dieron un resultado

negativo (0) en todos los grupos excepto en tres de ellos, siendo dos los correspondientes al

tratamiento doble y uno al control. Ante esto, asumimos que los datos distintos a cero no se

acercaban a la realidad del estudio y que habrian dado esos valores por diferentes motivos,

siendo uno de ellos el posible fallo de las tiras reactivas o su incorrecto uso, ya que ademas se

trata de un método semicuantitativo. Se dio valor cero a estos tres resultados y se aplico la

regresion mdaltiple. Los resultados estadisticos mostraron que ninguno de los farmacos

producia diferencias significativas en los valores de cuerpos cetdnicos en orina y que tampoco

existe interaccion entre los farmacos.

En el andlisis estadistico de la concentracion
de glucosa en orina, debido a la gran cantidad
de ceros en los resultados de los grupos en los
que no se administrO Dexametasona, no se
de

normalidad y homocedasticidad para esta

podian alcanzar las  condiciones
variable, por lo que se realiz6 la prueba
alternativa no paramétrica de Kruskal-Wallis,
dando un P-valor de 0,044, por lo que se

rechazo la hipdtesis de igualdad de las medias
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entre tratamientos. Sabiendo que habia diferencia de medias entre los grupos, se procedié a
realizar la prueba de comparacion de dos muestras independientes de Mann-whitney (Fig.15),
en la que se compararon los diferentes tratamientos dos a dos para determinar entre cuales
habia diferencias significativas. Segun los resultados, los grupos Dx y DxKn mostraron
diferencias significativas con los grupos Co y Kn, por lo que se concluyé que la
Dexametasona aumentd significativamente la concentracion de glucosa en orina, y no hubo
interaccion de farmacos ya que no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos Dx
y DxKn.

Co X Fig.15. Prueba de Mann-whitney. Los grupos Co y Kn no
Kn X presentan diferencias significativas entre si, al igual que los

grupos Dx y DxKn entre ellos. Se deduce que la dexametasona
Dx X ha provocado este aumento significativo en los valores de
DxKn X glucosa en orina.

5.11. ANALISIS DEL CARIOTIPO:

1 24,52 170,24 | 10,709 | 0,144 12 16,142 42 2,642 | 0,384
24,05 159,15 | 10011 | 0,15 16,92 40,78 2565 | 0414
5 0 155,44 9,77 0 13 21 59 3,711 | 0,355
0 156 9,813 0 29,7 60,022 3,77 0,494
3 0 97,12 6,109 0 14 29 59 3,711 | 0491
0 100 6,291 0 3131 58 3,648 | 0,539
4 0 94,44 5,941 0 15 22,98 60,14 3,783 | 0,382
0 95 5,976 0 28,99 59,02 3,716 0,49
5 0 92,76 5,835 0 16 27,06 60,08 3,779 0,45
0 92,39 5,812 0 29,5 63,789 4012 | 0462
6 0 84,61 5,32 0 17 28 53,28 3,351 | 0,525
0 80 5,284 0 26 53,9 3,39 0,482
7 0 82,3 5,177 0 18 30,45 60,11 3,781 | 0,506
0 81 5,095 0 27,02 56,54 3,55 0477
3 0 75,33 4,738 0 19 15,03 46,85 2,947 0,32
0 76,53 4,814 0 22,77 47,61 2,99 0,47
9 0 68,94 4,33 0 20 19,91 38,16 24 0,52
0 71,77 4,514 0 22,3 45 2,83 0,495
10 0 67,2 4,22 0 X 0 70,26 4,419 0
0 59,845 3,764 0 Y 0 46,6 2,931 0
11 16 73 4592 | 0,219
15,89 61,72 3,882 | 0,257

Fig.16. Tabla de la posicion de cada pareja cromosdmica (PAR), realizada a partir de las medidas obtenidas
y de los indices calculados. Longitud brazo corto (BC), Longitud total del cromosoma (LT), Longitud relativa

(LR) e indice centromérico (IC).
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El cariotipado se realiz6 a partir de la tinciéon no diferencial, y mostr6 un nimero normal de
cromosomas (21 parejas) para una rata macho de la especie Rattus norvergicus, con sus
respectivos cromosomas X e Y. Ademas, su morfologia, tamafio e indices centroméricos estan

dentro de lo normal. El cariotipo completo se encuentra adjuntado en el Anexo 1.

Los resultados individuales de cada uno de los animales de los grupos de cada laboratorio se

adjuntan en el Anexo 2.

6. DISCUSION

Analizando la progresion de los pesos corporales durante el tratamiento (Fig.1), el grupo
control lo incrementd de forma progresiva durante los 10 dias hasta ganar 25,8g (Fig. 2A).
Esto se acerca a lo esperado, ya que se trata de ejemplares jovenes que, a juzgar por su peso
inicial aproximado de 200 g, rondaban la edad de 7-8 semanas (Cossio-Bolafios et al., 2013),
por lo que progresaron con su crecimiento y aumento de peso normal, ajustandose este
incremento dentro de las curvas de referencia elaboradas por otros trabajos para valorar el
crecimiento fisico de ratas macho Wistar en condiciones no invasivas (Cossio-Bolafios et al.,
2013). El efecto de la Kanamicina no ha provocado diferencias apreciables en este valor,
siendo la progresion del peso muy similar al tratamiento control (Fig.1). Se sabe que este
antibidtico, administrado de forma oral, puede provocar reacciones adversas como nauseas,
vomitos o diarreas (Velasco et al., 2003), ademas de producir sindrome de malabsorcién tras
administracion crénica (Lorenzo et al., 2008), con la consiguiente pérdida de peso que
conlleva. Sin embargo, nuestros resultados nos muestran que el crecimiento y ganancia de
peso de los animales no ha sido afectado por la Kanamicina, quiza debido a que los animales
no consumieron la cantidad de liquido esperada, o bien porque la concentracién del
antibidtico en el agua de los bebederos fuera inferior a la correcta 0 a la necesaria para
provocar un efecto visible en 10 dias. En el caso de la Dexametasona, si provocO una
significativa disminucion del peso corporal (Fig. 1), efecto posiblemente debido a las
propiedades catabolicas de los glucocorticoides, como el aumento del nivel de aminoacidos
en plasma a expensas de una mayor desintegracion de proteinas en el musculo, con la
consiguiente disminucion de la masa muscular (Brunton et al., 2009), la activacién de la
lipolisis y liberacion de acidos grasos y glicerol del tejido adiposo, o la disminucién de la
formacion 6sea con aumento de la actividad osteoclastica (Lorenzo et al., 2008). Ademas, la
administracion de glucocorticoides en altas dosis durante la nifiez y la adolescencia bloquea la

accion de algunos estimulos sobre la hormona del crecimiento (GH) (Lorenzo et al., 2004),
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por lo que las ratas Wistar de nuestro experimento, al ser jovenes, podrian haber sufrido en
este sentido una inhibicion de su crecimiento normal. Este resultado se asemeja a los
obtenidos en otros trabajos, donde las ratas Wistar tratadas con Dexametasona mostraron un
peso corporal asi como un consumo de alimentos inferior al grupo control (Cruz et al., 2011),
aunque en nuestro caso no pudimos comprobar la cantidad de alimento ingerido durante el
tratamiento. No se observaron interacciones entre los tratamientos, comportandose el grupo

doble de una forma muy similar al del grupo Dexametasona (Fig. 1).

En el higado, la administracion de Dexametasona ha provocado una disminucion significativa
del peso del 6rgano (Fig. 3A) y un aumento significativo de su indice organosomatico (I10)
(Fig. 4A). Es decir, su tamafio con respecto al tamafo total del animal tratado con
Dexametasona es mayor. Esto queda reflejado en las gréficas, donde por un lado es el 6rgano
cuyo peso ha disminuido en menor medida por el efecto de la Dexametasona (Fig. 3A,B,C,D),
y por otro es el unico que ha aumentado significativamente su 10 en relacion al resto de
organos y tratamientos (Fig. 4A,B,C,D). Se debe al efecto del glucocorticoide administrado:
la Dexametasona provoca la estimulacién de la gluconeogénesis mediante la sintesis y
activacion de las enzimas implicadas, el aumento de la glucogenogénesis por activacion de la
glucdgeno-sintetasa hepatica y la movilizacion de los aminoacidos obtenidos del catabolismo
proteico, que servirdn como sustrato para la formacion de glucosa en el tejido hepatico
(Velasco et al., 2003). De esta forma, se produce un incremento de glucosa y almacenamiento
de glucdgeno en el higado, asi como una entrada de los sustratos necesarios para su sintesis,

con el consiguiente aumento de peso.

Esto anteriormente descrito esta relacionado con otros parametros analizados, tal como la
cantidad de glucogeno hepético total y en relacién al peso del 6rgano. Como se ha
mencionado, esta activacion de las enzimas que participan en la glucogenogénesis trae
consigo el incremento de la sintesis hepatica de glucogeno (Lorenzo et al., 2008). En los
resultados de glucdgeno total (Fig. 5A) se observa que, a pesar de que la Dexametasona
provocd un pequefio incremento, no hubo diferencias significativas de ningan farmaco ni
interaccion entre ellos. Esto podria tener su explicacion en que el higado tratado con
Dexametasona ha disminuido su tamafio con respecto a los de los demas tratamientos. Sin
embargo, analizando la cantidad de glucdgeno en relacion al peso del higado (Fig. 5B), donde
cabria esperar el aumento de su almacenamiento por efecto del glucocorticoide, observamos
que, aunque la Dexametasona tiene tendencia a producir un aumento, no llega a ser

significativo, por lo que no podemos afirmar que el farmaco este provocando este aumento.
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Una posible explicacion de que este incremento del almacenaje no llegue a ser significativo,
es que los glucocorticoides producen también una accién permisiva de otras hormonas, como
el glucagon (Lorenzo et al., 2008), por lo que podria contribuir de esta forma en el

catabolismo del glucogeno hepatico acumulado.

En la periferia, los glucocorticoides disminuyen la utilizacion de glucosa, aumentan la
desintegracion de proteinas y activan la lip6lisis, proporcionando aminoéacidos vy glicerol para
la gluconeogénesis (Hardman et al., 2003). Ademés, aumentan la resistencia a la insulina
hepatica y periférica (McMahon et al., 1988; Midvedt et al., 2004), reduciendo aun mas la
captacion de glucosa. Todo esto trae como resultado una hiperglucemia, que concuerda con
nuestros resultados (Fig. 11), en los que la administracion de Dexametasona ha producido un
aumento significativo de la concentracion en glucosa en sangre. Sin embargo, los valores
promedios del grupo control y del grupo tratado sélo con Kanamicina son anormalmente
altos, llegando a 200 mg/dL en las ratas a las que no se les ha suministrado tratamiento
alguno. En la rata, la glucemia en ayunas tiende a ser méas alta que en el hombre, con una
variacion considerable en el valor medio (98-152 mg/dL), debiéndose gran parte de esta
variacion a factores ambientales, el muestreo empleado y las diferencias analiticas existentes
entre laboratorios (Bolani et al., 1990). Ademas. Los métodos de recogida de la sangre en la
rata pueden ejercer un efecto significativo sobre los niveles de glucosa, variando su
concentracion segun la duracion de la manipulacion del animal, el método de anestesia, el
procedimiento, la duracion de la inmovilizacion y el ayuno de 24 h, asi como el método de
extraccion de sangre (Bolani et al., 1990). Aln asi, los valores de glucosa en el control siguen
siendo demasiado elevados, sobretodo en el laboratorio 1 de tarde (T1) (Anexo 2), pudiendo
ser en parte debido a que las ratas tomaran alimento momentos antes de la toma de muestras,

afiadiendole el factor estresante que pudieran sufrir, o bien a un fallo en los glucosimetros.

Las glandulas suprarrenales han sufrido un significativo descenso de peso tras la
administracion de Dexametasona (Fig.3.D), que también ha provocado una reduccion
significativa de su 10 (Fig.4.D). Interpretamos que se ha producido una disminucién de su
tamanio relacionado con el efecto lipolitico que ha afectado también a todo el individuo, y a la
vez, ha disminuido su peso relativo respecto al del animal por un proceso de atrofia, ya que el
glucocorticoide ha provocado la supresion del estimulo que la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y la hormona corticotropina (ACTH) producen sobre la glandula
adrenal (Ordufia-Valls et al., 2016). Es decir, la Dexametasona produce una supresion del eje

hipofisocorticosuprarrenal, en el que frena la sintesis y liberacion de ACTH por
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retroalimentacion negativa, disminuyendo secundariamente la produccién de corticoides
enddgenos por las propias glandulas suprarrenales, provocando su atrofia (Velasco et al.,

2003), tal como muestran nuestros resultados.

Entre sus acciones inmunosupresoras, los glucocorticoides producen la muerte de los
timocitos inmaduros en concentraciones bajas, asi como la apoptosis de ciertos subtipos de
células T maduras en concentraciones mas elevadas (Velasco et al., 2003), mostrandose estas
células més sensibles a la accion de los glucocorticoides que los linfocitos B (Ansar &
Sriranganathan, 1994). Asi, los organos linfoides primarios, como el timo, parecen ser
altamente sensibles a la glucocorticoides, que a dosis elevadas provoca su involucion y
disminucion de tamafio (Tresguerres, 1989). Esto se ha comprobado en numerosos estudios,
donde la dexametasona provocd la atrofia del 6rgano (Ansar & Sriranganathan, 1994).
Nuestros resultados reflejan lo anteriormente expuesto, donde la Dexametasona también ha
provocado significativamente la disminucion del peso y del 10 del timo, no observandose

efecto de la Kanamicina ni interaccion entre farmacos (Fig.3.C y Fig.4.C).

Esta accidén inmunosupresora de los glucocorticoides también afecta al tejido linfoide del
bazo. Se ha comprobado que la Dexametasona induce la inmunosupresion de las células T en
los 6rganos linfoides periféricos, entre los que se encuentra el bazo, mediante la inhibicién de
la transcripcion y secrecion de citoquinas, como la interleuquina-1 (IL-1) y la interleuguina
IL-2(Cohn, 1991; Boumpas et al., 1991). Aunque el efecto sobre los linfocitos B es menor,
estos también poseen receptores para los glucocorticoides, provocando en dosis
farmacoldgicas una disminucion de su multiplicacion asi como su muerte (Tresguerres, 1989).
Esto concuerda con nuestros resultados, donde el bazo ha disminuido significativamente tanto
su peso como su 10 (Fig.3.B y Fig.4.B) bajo el efecto de este farmaco esteroideo. Ademas,
tambien se explica la notable reduccion de la superficie ocupada por las PALS (Fig. 6 y Fig.
7) consecuencia directa del efecto inmunosupresor. La valoracion del nidmero de células
plasmaticas 1gG™, a su vez, también ha mostrado una disminucion significativa en su nimero
(Fig. 8). Esto puede explicarse tanto por la disminucion de linfocitos B, como por la
reduccion de la sintesis de inmunoglobulinas G en su superficie. En dosis fisioldgicas, el
cortisol aumenta la sintesis de inmunoglobulinas, pero si las dosis pasan a ser farmacologicas,
disminuye su sintesis (Tresguerres, 1989). Asi, la elevada accion glucocorticoide provocada
por la administracién de dexametasona explica la reduccién observada en el nimero de
linfocitos b 1gG+ positivos en el bazo. Por otro lado, no parece haber interaccion de la

Kanamicina en los pardmetros medidos en este drgano ni interaccion con la Dexametasona.
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En la cuantificacion de proteinas plasmaéticas totales (Fig.12), no parece haber efecto de
ninguno de los dos farmacos por separado. Sin embargo, los resultados muestran un aumento
de proteinas casi significativo causado por la interaccion conjunta. Esto no se ajusta del todo a
lo esperado, ya que los glucocorticoides producen, en ratas, un aumento de la sintesis de
proteinas hepaticas (Tresguerres, 1989), tales como la albimina (Cruz et al., 2011); (Savary et
al., 2001), la a-1 glicoproteinas acida o la a-2 macroglobulina, y una disminucion en el
fibrindgeno sélo significativo en ratas longevas (Savary et al., 2001). Ademas, también se
cuantifico en este Gltimo trabajo mencionado un aumento de proteinas plasmaticas totales en
ratas no longevas tras la administracion de dexametasona respecto al control, alcanzando unos
valores de 69,2 mg/ml (Savary et al., 2001). Nuestras ratas control, al ser individuos jovenes,
deberian haber tenido una respuesta al glucocorticoide administrado y haber aumentado la
expresion de proteinas con el consecuente aumento de su concentracion sanguinea, pero sin
embargo, los resultados muestran que incluso el grupo Dx ha descendido la concentracion. En
principio, nada lleva a pensar que la interaccion entre los farmacos haya sido el responsable
del aumento de concentracion en el grupo doble, por lo que nos guiamos por los resultados no

significativos del estadistico para descartar un posible efecto sinérgico.

No se pudo calcular la proporcion relativa de 1gGs plasmaticas. La administracion de dosis
farmacoldgicas de glucocorticoides disminuyen la sintesis de inmunoglobulinas, asi como la
multiplicacién de linfocitos B, pudiendo llegar a su apoptosis (Tresguerres, 1989). Segln lo
anterior, los resultados podrian haber mostrado una disminucion de la proporcion relativa de
IgGs respecto al total. Esto quedaria reflejado en el gel de poliacrilamida y en la nitrocelulosa
de inmunodeteccion (Fig. 13), como una menor densidad de las bandas correspondientes a las

cadenas H de las 1gGs en los carriles de los grupos Dx y DxKn.

Ningun farmaco ha provocado la aparicion de cetonuria. La aparicion de cuerpos cetonicos
en orina implica que estan también presentes en la sangre (Montero & Jiménez, 2015), por lo
que parece que estos farmacos no afectan en el metabolismo de estos compuestos. En cuanto a
la posible presencia de glucosa en orina, los resultados muestran que la presencia de
dexametasona provoca claramente un estado de glucosuria en los animales (Fig. 14). Cuando
los niveles de glucemia son normales, el tubulo renal es capaz de reabsorber toda la glucosa
que se filtra en los glomérulos, por lo que no aparece en orina, pero si se produce un estado de
hiperglucemia, se produce una saturacion de los mecanismos de reabsorcion tubular y la
glucosa comienza a aparecer en orina (Montero & Jiménez, 2015). Esto concuerda con

nuestros resultados, ya que la hiperglucemia provocada a causa de la administracion de
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dexametasona (Fig. 11) es causa directa de la glucosuria producida en los grupos Dx y DxKn
(Fig. 14), por saturacion de la reabsorcion tubular. Otro dato mas que ayuda a contrastar esto,
es que los grupos del laboratorio T1, donde se obtuvieron los valores mas elevados de glucosa
en sangre, también poseen los valores mas elevados de glucosuria (Anexo 2). Los valores de
glucosuria en el grupo DxKn han sido mas elevados (Fig.14), y se podria pensar en un primer
momento en que la kanamicina estuviera provocando cierto grado de nefrotoxicidad, debido
al acumulamiento del antibidtico en las células de la corteza renal, que provocaria dafios en
las células del tubulo renal (Velasco et al., 2003) y que podria reducir la eficacia de la
absorcion de glucosa, principalmente en un estado de hiperglucemia debido a la
dexametasona. Sin embargo, los resultados de la interaccion no llegan a ser significativos, por
lo que no podemos afirmar que haya efecto sinérgico, hecho que se consolidad con la
practicamente nula absorcion por via oral que tiene la kanamicina (Velasco et al., 2003), por

lo que los efectos en este sentido, en caso de tenerlos, serian poco perceptibles.

Precisamente esta escasa absorcion por via oral es lo que permite a la kanamicina actuar a lo
largo del tracto intestinal. Se trata de un antibi6tico aminoglucésido con un amplio espectro
bactericida (Velasco et al., 2003), estando su accién principalmente dirigida contra los bacilos
Gram-negativos (Anglada, 1997) y presentando una buena actividad frente a las
enterobacterias (Velasco et al., 2003), razén por la cual nuestros resultados han mostrado un
descenso significativo del numero de unidades formadoras de colonias de enterobacterias
(Fig. 9). Este tipo de antibidticos penetran al interior bacteriano a través de un sistema de
transporte activo dependiente del potencial de membrana generado en condiciones aerobias
(Anglada, 1997), lo que junto a su amplio espectro bactericida explican el descenso que el
antibidtico ha provocado en los microorganismos aerobios mesofilos totales. Es precisamente
esta necesidad de condiciones aerobias para poder penetrar en la bacteria, lo que puede
explicar, en parte, que el descenso en el nimero de unidades formadoras de colonias de
enterococos no hay llegado a ser significativo, ya se trata de bacterias grampositivas
anaerobias facultativas (Mandell et al., 2016). Ademas, algunos enterococos son capaces de
sintetizar enzimas inactivadoras de aminoglucosidos, destacando un porcentaje elevado de
cepas clinicas de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, lo que les confiere una gran
resistencia a todos los aminoglucoésidos (Bennett et al., 2003). La inmunosupresion causada
por el uso de dexametasona no parece tener ningun efecto significativo en la cantidad de
microbiota intestinal de los microorganismos valorados (Fig. 9), ni tampoco ha provocado

ninguna interaccion significativa por su administracion conjunta con el antibidtico que
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provocara un descenso de su actividad bactericida. Sin embargo, debido a la accion
antiinflamatoria e inmunosupresora de los glucocorticoides, se incrementa la predisposicion a
las infecciones (Velasco et al., 2003), por lo que no se puede descartar que microorganismos
como E. faecalis y E., faecium, habitantes comunes del tracto gastrointestinal de humanos y
animales y responsables de la mayoria de infecciones enterococicas (Kliegman et al., 2016),
puedan provocar una invasion intestinal agresiva ante la alteracion de la respuesta inmunitaria

y la poca eficacia que la kanamicina ejerce sobre ellos.

Como se ha comprobado, la administracion de kanamicina por via oral sélo provoca un efecto
a nivel de tracto intestinal, ejerciendo una accion bactericida y suprimiendo el crecimiento de
la microbiota, lo que demuestra que el farmaco no es inactivado durante su paso por el aparato
digestivo (Hardman et al., 2003). Quizas, esta escasa absorcion en las vias gastrointestinales
ha sido el motivo por el cual el antibiotico no ha provocado ningun efecto significativo en los
demas niveles estudiados ni interaccion valorable con la dexametasona, por lo que se deduce
que por esta via de administracion aparentemente no produce efectos a nivel sistémico que

pudieran provocar, en relacién con el glucocorticoide, un efecto sinérgico o inhibitorio.

Finalmente, analizando el cariotipo y dentro de la valoracion que la tincion no diferencial ha
permitido, no se observa efecto alguno de los tratamientos a nivel cromosémico, presentando
un numero normal de cromosomas, y un tamafio e indice centromérico dentro de los valores

correctos para la especie Rattus norvergicus (Hamta et al., 2006).

7. CONCLUSION.

1. La dexametasona provoca una disminucion del peso corporal, debido al aumento de la
protedlisis y lipolisis.

2. La dexametasona provoca un aumento del tamafio relativo del higado respecto al
tamano del animal, debido a la estimulacion de la gluconeogeénesis, glucogenogénesis
y sintesis proteica, mostrando tendencia a aumentar el almacenamiento de glucégeno.

3. La dexametasona provoca un efecto hiperglucemiante, debido al aumento de la
gluconeogénesis y la disminucion de la captacion de glucosa, asi como una glucosuria
ligada a este aumento plasmatico.

4. La dexametasona provoca una reduccién de tamafio y atrofia de las glandulas
suprarrenales.

5. El efecto inmunosupresor de la dexametasona disminuye considerablemente el tamafio

del timo, asi como del bazo y su proporcion de tejido linfoide y nimero de células
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plasmaticas IgG" esplénicas.

6. Ninguno de los farmacos tiene efecto a nivel cromosomico.

7. La kanamicina disminuye los organismos aerobios mesofilos y enterobacterias de la
microbiota gastrointestinal, mostrando tendencia a la reduccion poblacional de
enterococos.

8. No se observan efectos significativos de la kanamicina mas alla del tracto
gastrointestinal ni interaccion aparente con la dexametasona, probablemente debido a
la casi nula absorcion del antibidtico por via oral, que impide que el efecto a nivel

sistémico sea aparente.

8. BIBLIOGRAFIA.

Anglada, R.R. 1997. Microbiologia sanitaria y clinica. 751 pags. Editorial Sintesis. Madrid.

Ansar, S., & Sriranganathan, N. 1994. Differential efects of dexamethasone on the thymus
and spleen: alterations in programmed cell death, lymphocyte subsets and activation of T
cells. Inmunopharmacology, 28: 55-66

Barnes, P.J. 2010. Mechanisms and resistance in glucocorticoid control of inflammation.
Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 120: 76-85.

Bennet, J.E., Dolin, R., & Blaster, M.J. 2016. Mandell, Douglas y Bennett. Enfermedades
Infecciosas. 3960 pags. ELSEVIER. Barcelona.

Bolani, B., Calvo, M.A., Cejalvo, D., Gimeno, O., Gimeno, L., & Lloris, J.M. 1990.
Hematologia y Bioquimica Clinica de la Rata. Parte 2. Research in Surgery, suplemento 4,
abril 1990.

Bradford, M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 72: 248-254.

Brunton, L.; Lazo, J. & Parker, K. 2009. Las bases farmacoldgicas de la Terapéutica. 11°
Edicion. McGraw-Hill. México.

Cossio-Bolafios, M., Gomez, R., Vargas, R., Tadeu, R., & de Arruda, M. 2013. Curvas de
referencia para valorar el crecimiento fisico de ratas machos Wistar. Nutricion Hospitalaria,
2013, 28(6): 2151-2156.

Cruz, J.M., Narvaez, W.V., Urrea, M.1., Florez, M., & Mesa, H. 2011. Efecto de la aplicacion
de dexametasona en la evolucion de la enfermedad hepética crénica, en un modelo de
experimentacién murino. Revista Lasallista de Investigacion, 2011, Vol.8 No.2.

Guion experimental y de Analisis de Datos. TFG especifico, mencion Biosanitaria. Curso
2015-2016. Universida Complutense de Madrid (UCM).

29



Hamta, A., Adamovic, T., Samuelson, E., Helou, K., Behboudi, A., & LEvan, G. 2006.
Chromosome ideograms of the laboratory rat (Rattus norvergicus) based on high-resolution
banding, and anchoring of the cytogenetic map to the DNA sequence by FISH in sample
chromosomes. Cytogenetic and Genome Research, 115: 158-168.

Hardman, J.G., Limbird, L.E., & Gilman, A.G. 2003. Las Bases Farmacoldgicas de la
Terapéutica Vol.ll. 2149 pags. 10* Edicion. McGrawHill. Mexico.

Hill, RW., Wyse, G.A. & Anderson, M. 2004. Fisiologia animal. Editorial Médica
Panamericana. Madrid.

Kliegman, R.M., Stanton, B., & St Geme I, JW., & Schor, N.F. 2016. Nelson. Tratado de
pediatria. 17% Edicion. ELSEVIER. Barcelona

Lorenzo, P., Moreno, A., Lizasoain, I., Leza, J.C., Moro, M.A., & Portolés, A. 2008.
Farmacologia Bésica y Clinica. Velazquez. 1369 pags. 18 Edicion. Editorial Médica
Panamericana. Madrid

McMahon, M., Gerich, J., & Rizza, R. 1988. Effects of glucocorticoids on carbohydrate
metabolism. Diabetes Metab Rev. 1988, 4:17-30.

Midvedt, K., Hjelmesaeth, J., Hartman, A., Lund, K., Paulsen, D., & Egeland, T. 2004.
Insulin resistance after renal transplantation: the effect of steroid dose reduction and
withdrawal. J Am Soc Nephrol, 2004, 15.

Montero, F.J., & Jiménez, M. 2016. Analisis elemental de orina. En: Jiménez, L., Montero,
F.J. Medicina de Urgencias y emergencias. Capitulo 7. 51-56. ELSEVIER. Barcelona.

Ordufas-Valls, J.M., Nebreda-Clavo, C.L., Lopez-Pais, P., Torres-Rodriguez, D., Quintans-
Rodriguez, M., & Alvarez-Escudero, J. 2016. Caracteristicas de los corticoides particulados y
no particulados. Condicionantes para su uso en el tratamiento del dolor crénico. Revista
Espafiola de Anestesiologia y Reanimacion, 2016.

Rang, H.P., Dale, M.M., Ritter, J.M., & Moore, P.K. 2003. Farmacologia. 797 péags. 5%
Edicion. ELSEVIER. Madrid.

Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A.R. 1977. DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proc Natl Sci USA, 74: 5463-7

Savary, |., Debras, E., Dardevet, D., Rambourdin, F., Vason, M.P., Obled, C., & Grizard, J.
2001. Evidence for an alteration of plasma and liver proteins response to Dexametashone in
aging rats. Mechanisms of Aging and Development, 122: 105-120.

Tresguerres, J.A.F. 1989. Fisiologia Endocrina. EUDEMA, S. A. Madrid

Velasco, A., San Roman, L., Serrano, J., Martinez-Sierra, R. & Cadavid, |. 2003.
Farmacologia fundamental. 1019 pags. McGraw-Hill Interamericana. Madrid.

30






ANEXO 2 RESUMEN RESULTADOS GRUPQOS
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Peso Peso Peso Final P Int-Ini PHigad Higad(l0) PBazo Bazo(l0) PTimo Timo(lO) PAdren Adren (I0)

Tratam. P Fin-Ini (g)

Inicial (g) Interm (g) (g) (g) (g) (mg/g) (g) (mg/g) (g) (mg/g) (g) (mg/g)
M1-1 [Dx 234,0 202,0 177,0 -32,0 57,0 9,56 54,02 0,25 1,42 0,19 1,07 0,021 0,120
M1-2 [Kn 246,0 255,0 2705 9,0 24,5 11,68 43,17 0,61 2,25 0,54 1,99 0,063 0,230
M1-3 [DxKn 245,0 220,0 199,4 -25,0 -45,5 8,31 41,68 0,33 1,65 0,22 1,20 0,024 0,119
M1-4 |Co 260,0 275,0 288,6 15,0 28,6 11,80 40,91 0,55 1,89 0,45 1,57 0,060 0,210
M2-1 |Dx 248,0 233,0 200,0 -25,0 -48,0 8,69 43,45 0,28 1,38 0,26 1,30 0,027 0,135
M2-2 [Kn 253,0 260,0 288,0 7,0 35,0 11,03 38,29 0,66 2,29 0,52 1,82 0,060 0,200
M2-3 [DxKn 260,0 223,0 193,0 -37,0 -67,0 9,54 49,43 0,27 1,40 0,21 1,09 0,040 0,210
M2-4 |Co 227,0 238,0 246,0 11,0 19,0 9,99 40,60 0,56 2,27 0,27 1,10 0,057 0,230
M3-1 |Dx 252,0 225,0 208,0 -27,0 -44,0 10,25 49,00 0,32 1,54 0,040 0,192
M3-2 [Kn 249,0 258,0 2718 9,0 228 10,90 40,10 0,65 2,39 0,64 2,35 0,080 0,290
M3-3 [DxKn 256,0 223,0 192,5 -33,0 63,5 9,70 50,39 0,20 1,04 0,60 3,11 0,010 0,052
M3-4 |Co 218,0 225,0 236,9 7,0 18,9 10,90 46,02 0,64 2,70 0,59 2,49
M4-1 |Dx 230,0 210,0 184,0 -20,0 -46,0 8,95 49,76 0,36 1,95 0,12 0,65 0,030 0,160
M4-2 [Kn 253,0 262,0 281,0 9,0 28,0 11,24 39,97 0,62 2,20 0,53 1,88 0,044 0,160
M4-3 [DxKn 235,0 213,0 192,0 22,0 -43,0 8,43 43,86 0,31 1,61 0,09 0,47 0,032 0,170
M4-4 |Co 245,0 253,0 261,0 8,0 16,0 10,68 40,92 0,82 3,14 0,71 2,72 0,051 0,200
T1-5 [Dx 266,0 242,0 208,8 -24,0 57,2 12,66 60,63 0,33 1,58 0,33 1,58 0,022 0,110
T1-6 |Kn 235,0 243,0 263,7 8,0 20,7 12,01 45,54 0,76 2,88 0,41 1,55 0,062 0,233
T1-7 [DxKn 250,0 235,0 216,2 -15,0 -33,8 11,50 53,19 0,30 1,39 0,20 0,93 0,026 0,122
T1-8 [Co 280,0 303,0 321,5 23,0 41,5 15,62 48,60 0,80 2,49 0,62 1,93 0,078 0,240
T2-5 |Dx 250,0 220,0 195,6 -30,0 54,5 10,40 53,10 0,20 1,02 0,23 1,17 0,024 0,123
T2-6 [Kn 254,0 260,0 279,0 6,0 25,0 10,69 38,32 0,62 2,22 0,52 1,86 0,058 0,210
T2-7 [DxKn 248,0 220,0 193,0 -28,0 -55,0 10,05 52,07 0,33 1,71 0,12 0,62 0,023 0,110
T2-8 [Co 249,0 265,0 285,0 16,0 36,0 10,21 35,82 0,59 2,07 0,48 1,68 0,090 0,315
T3-5 [Dx 220,0 200,0 182,0 -20,0 -38,0 9,26 50,88 0,29 1,59 0,53 2,01 0,038 0,210
T3-6 |Kn 220,0 227,0 2428 7,0 22,8 11,16 45,97 0,50 2,05 0,75 3,09 0,110 0,450
T3-7_[DxKn 259,0 233,0 196,2 -26,0 -63,0 9,84 50,15 0,25 1,27 0,60 3,05 0,030 0,150
13-8 [Co 239,0 250,0 260,0 11,0 21,0 11,05 42,50 0,40 1,54 0,96 3,69 0,062 0,238

ANEXO 3 RESULTADOS ESTADISTICOS

Variable dependiente variable indep. Modelo final P-valor
en el modelo final
Peso Intermedio-Inicial (g) Dx P Int- Ini (g) = 10,428 - 36, 428*Dx <0,0001 | 92,75%
Peso Final-Inicial (g) Dx P Fin-Ini (g) = 25,7 - 76,807*DX <0,0001 | 95, 36%
Peso Higado (g) Dx P Higad (g) = 11,354 -1,558*Dx 0,0032 | 28,90%
indice Organosomatico Higado (mg/g) Dx 10 Higado (mg/g) =41,909 + 8,205*Dx <0,0001 | 49,95%
Peso Bazo (g) Dx P Bazo (g) = 0,627 - 0,34*Dx <0,0001 | 80,39%
indice Organosomatico Bazo (mg/g) Dx 10 Bazo (mg/g) = 2,312 - 0,845*Dx <0,0001 | 62,92%
Peso Timo Dx P Timo (g) = 0,57 -0,286*Dx 0,0002 | 42,70%
indice Organosomatico Timo (mg/g) Dx 10 Timo (mg/g) = 2,122 - 0,649*Dx 0,0485 | 14,68%
Peso Glandulas Adrenales (g) Dx P Adren (g) =0,067 - 0,0396*Dx <0,0001 | 69,39%
indice Organosomatico Adren (mg/g) Dx 10 Adren (g) = 0,246 - 0,104*Dx 0,0001 |45,71%
Dx 0,859
Prots. plasm. (mg/mL) Kn Prots. Plasm. (mg/mL) = 49,105 - 1,712*Dx - 49,023*Kn + 180,727*Dx+Kn 0,484 |24,52%
Dx*Kn 0,064
Glucosa sangre (mg/dL) Dx Glucosa sangre (mg/ml) = 192,857 + 72,604*Dx 0,0072 | 25,51%
Dx 0,377
Cuerpos Cetonicos orina (mg/dL) Kn C. Ceton. orina (mg/dL) =0,693-0,662*Dx - 4,931*Kn + 12,048*Dx*Kn 0,361 | 11,80%
Dx*Kn 0,105
Dx 0,815
Glucégeno hepatico (mg) Kn Glucdg. hepa. (mg) = 496,068 + 25,261*Dx - 254,202*Kn + 309, 771*Dx*Kn | 0,744 | 1,99%
Dx*Kn 0,768
Dx 0,277
Glucégeno (mg/g Hig) Kn Glucdg. (mg/g Hig) = 43,134 + 10,324*Dx - 16, 056*Kn + 8,191*Dx*Kn 0,812 | 10,20%
Dx*Kn 0,928
Células plasmaticas IgG+/ campo40x Dx Cls Plas/ campo40x = 18,207 - 8,657*Dx 0,0056 | 25,93%
% PALS Dx % PALS = 23,995 - 11,882*Dx <0,0001 | 64,35%
Log (Aerobios mesoéfilo (ugf/g) +1) Kn Log (Aerobios mesofilos (ugf/g) +1) = 16,484 - 26,138*Kn 0,0004 | 41,78%
Log (Enterobac (ufc/g) +1) Kn Log (Enterobac (ufc/g) +1) = 11,242 - 22,73*Kn 0,0307 | 17,34%
Log (Enterococ (ufc/g)+1) Kn Log (Enterococ (ufc/g)+1) = 13,885 - 24, 781*Kn 0,0596 | 15,88%
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