
Subcitrato de bismuto coloidal en la actividad
antitumoral y la nefrotoxicidad inducida por -Cisplatino
en ratones transplantados con leucemia P-388

Odette Beiro, Dinorah Hernóndez, Laura Arús, Nelson Merino,* Xiomara Alvarez, Gypsy Quin-
tero, Yamilet Vega, David Garcéa,** Josñ Luis Bello,** Erlinda Handal,*** Sylvia Prieto, Juan
Castillo y Renñ Delgado .

Laboratorio de Farmacologéa, Centro de Quémica Farmacñutica, Apartado Postal 16042, Playa, Ciudad de La Habana .
*Centro Nacional de Investigaciones Cientéficas, Apartado Postal 6414, Ciudad de La Habana. **Laboratorio de Farmacologéa,
Instituto Nacional de Oncologéa y Radiobiologéa, Ciudad de La Habana, Cuba . ***Universidad de San Salvador, El Salvador .

Recibido : 2 de febrero del 2000 .

	

Aceptado : 20 de octubre del 2000.

Palabras clave : Cisplatino, subcitrato de bismuto coloidal, nefrotoxicidad, leucemia P388, antitumoral .
Keywords : Cisplatin, colloidal bismuth subcitrate, nefrotoxicity, P-388 leukemia, antitumoral .

RESUMEN. El Cisplatino (CDDP) constituye un fórmaco ampliamente utiliza-
do en Oncologéa, que presenta elevados signos de toxicidad, sobre todo a nivel
renal, aspecto que limita su efectividad . Diversas estrategias farmacolígicas se
han utilizado para disminuir su toxicidad, en tal sentido, el empleo de algunas
sales de bismuto se reporta como una posibilidad para la reducciín de los sig-
nos nefrotíxicos y diversos estudios han sido orientados al esclarecimiento de
los mecanismos a travñs de los que tiene lugar esa acciín del bismuto. Este
trabajo evaluí la eficacia del subcitrato de bismuto coloidal (SBC) en ratones
B6D2F 1 a los que se les administraron durante 5 d por véa oral dosis de SBC
entre 0 y 1000 mg/kg . Al tercer déa de tratamiento, a los grupos predeterminados se
les trasplantí la lénea celular leucemia P-338 y 32 h despuñs, se les inyectí el CDDP,
ambos por véa i .p . La actividad antitumoral se evaluí a partir del comportamiento de
la sobrevida promedio y el éndice de aumento de la sobrevida (IAS), mientras que la
nefrotoxicidad fue determinada a partir del anólisis de las concentraciones plasmóti-
cas de urea y creatinina, en los distintos grupos experimentales. En los grupos trata-
dos con CDDP el IAS fue superior al 25 %, lo cual indicí efectividad en su acciín
antitumoral. El daáo renal en los grupos pre-tratados con SBC fue menor, detectóndo-
se concentraciones normales de urea y creatinina en plasma, significativamente di-
ferentes a las de los grupos que no lo recibieron, hecho este que permite conside-
rar la utilizaciín de dicha sal de bismuto en el esquema de tratamiento del CDDP
con el objetivo de reducirla nefrotoxicidad que ese fórmaco antitumoral produce .
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ABSTRACT. Cisplatin (CDDP) is awidely used citostatic in oncology, which presents
high toxicity levels, especially kidney related, this limits its use in more effective doses.
Different pharmacological strategies have been used to reduce its toxicity, which is a
limiting factor in its therapeutic efficacy. In this sense, the use of some bismuth salts
have been reported as a possibility for reducing its nephrotoxic signs, and various
studies have been directed at clearing the mechanisms by which bismuth action oc-
curs . This work evaluates the efficacy of the use ofcoloidal bismuth subcitrate (SBC)
in B6D2F 1 mice to which were administered orally for 5 d doses of SBC between 0
and 1 000 mg/kg . On the third day of treatment a line of leukemia P-338 cells was
transplanted to predetermined groups, and 32 h later Cisplatin was injected, both
intraperitoneally. Antitumoral activity was evaluated by the mean survival', and by
the increment survival ratio (IAS), and nephrotoxicity: by the plasmatic concentra-
tions of urea and creati nine between the different experimental groups. In the groups
treated with Cisplatin, the IAS was superior to :25 %, which indicates no alteration of
antitumoral activity. The renal damage in the groups pretreated with SBC was re-
duced, being detected normal concentrations in serum of urea and creatinine, signifi-
cantly different to those that did not receive $BC . ee results summarized in these
works permits to consider the use of SBC on the treatment schedule of CDDP with
the aim to reduce the nephrotoxicity_associated with this antitumoral drugs .

INTRODUCCION
El Cisplatino (CDDP) constituye

un potente fórmaco antitumoral
ampliamente utilizado en Oncologéa .
Ha demostrado su eficacia en el tra-
tamiento de tumores del testéculo,
melanomas, sarcoma osteogñnico,
carcinoma de la vejiga, pulmín, cue-
llo uterino, ovario y escamoso de ca-
beza y cuello . 1' 2

Los efectos tíxicos del fórmaco
en humanos estón relacionados con
lesiones renales, en mñdula ísea,
nervios perifñricos y véas digestivas .
Las lesiones observadas en riáín
mediante biopsias muestran necro-
sis tubular aguda reversible, y en la
orina se detecta aminoaciduria,
proteinuria selectiva, y pñrdida de
magnesio . 3 El CDDP actualmente se
administra con una sobrecarga de lé-
quido y en ocasiones tambiñn con
manitol, con el objetivo de reducir
los niveles de toxicidad renal que
produce . 4

En ensayos experimentales, la
dosis ménima tíxica de CDDP por
véa endovenosa en perros fue de
2,5 mg/kg.mediante administraciín
única y 0,75 mg/kg en cinco conse-
cutivas. La mortalidad en estos ca-
sos se ha asociado con una acentua-
da necrosis tubular.

Los estudios farmacocinñticos
con el CDDP realizados en ratas, ra-
tones y perros, han mostrado una
amplia distribuciín del producto en
todos los írganos . Tambiñn se ha
encontrado acumulaciín del fórma-
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co en riáín, hégado, músculos y piel
a la primera hora despuñs de la ad-
ministraciín, efecto acumulativo
que permanece detectable hasta
4 semanas despuñs de su adminés-
traciín . 8 Ó"

El CDDP se reporta ademós con
capacidad inhibidora de un conjun-
to de enzimas que contienen grupos
sulfidrilos en sus centros activos . 8
Imura y col . han planteado que las
metalotioneénas pueden modificar la
toxicidad del CDDP, mediante su
uniín a las molñculas del fórmaco,
sin modificaciín de su actividad an-
titumoral.l

Algunos reportes seáalan la po-
sibilidad de que dichas enzimas pre-
senten funciín metalorreguladora
en los procesos de reparaciín, creci-
miento y diferenciaciín celular, por
tanto, resulta de interñs la inducciín
de las metalotioneénas como estra-
tegia para modificar la toxicidad cau-
sada por algunos citostóticos . 11,11

En 1992, Kondo y col. evaluaron
el efecto del pre-tratamiento con ni-
trato de bismuto (NB) sobre la acti-
vidad antitumoral y la toxicidad del
CDDP Los resultados demostraron
que la primera no se vií alterada por
el empleo del NB y ademós que se
logra disminuir su toxicidad. En re-
laciín con esta, se observí menor in-
cremento en la urea, en los anima-
les sometidos a pre-tratamiento con
sales de bismuto . Ademós, se com-
probí que el contenido de este me-
tal y las metalotioneénas experimen-
taron un incremento en los riáones
en correspondencia con la frecuen-
cia de administraciín del NB, a di-
ferencia de las lesiones tumorales
donde las concentraciones de ambos
no alcanzaron valores tan significa-
tivos . 12 Este último aspecto resulta
de gran interñs, ya que la inducciín
de metalotioneénas en el tumor ha
estado asociada con la resistencia al
CDDP9,11

En el Centro de Quémica Farma-
cñutica (Ciudad de La Habana) ha
sido obtenido por véa sintñtica un
antiulceroso, el subcitrato de bis-
muto coloidal (SBC)14, 15 cuya admi-
nistraciín oral ha permitido compro-
bar una elevada concentraciín de
dicho metal en el riáín, tamo en ra-
tas como en perros tratados, asé
como su posterior excreciín en ellos
por la orina.","

Los antecedentes expuestos en
relaciín con la posible inducciín de
metalotioneénas por la presencia del
bismuto en el riáín, asé como de pro-
teénas con efectos protectores sobre
la toxicidad renal que provoca ,el
CDDP, son aspectos importantes a

considerar siempre que el SBC no
afecte la conocida actividad antitu-
moral de ese fórmaco .

El objetivo del presente estudio
estuvo precisamente orientado a es-
clarecer si el tratamiento con SBC
producéa alguna interferencia en la
actividad antitumoral del CDDP en
el tratamiento de la leucemia P-388
en ratones, y si de alguna forma con-
tribuéa a la disminuciín de la nefro-
toxicidad asociada con este conoci-
do antitumoral.

MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron ratones B6D2F 1

(Centro Nacional Para la Producciín
de Animales de Laboratorio, Cuba),
distribuidos aleatoriamente en gru-
pos experimentales (15 animales por
grupo), a los cuales se les adminis-
trí por véa oral, empleando cónulas
apropiadas, estñriles y apirogñnicas,
durante 5 d, las dosis respectivas de
SBC (0, 100, 500 y 1 000 mg/kg) (ma-
teria prima del Q-Ulcer, Centro de
Quémica Farmacñutica, Cuba) . 14,15 Al
tercer déa del tratamiento, cada ani-
mal recibií por inyecciín intraperi-
toneal el transplante de 106 cñlulas
de la lénea de leucemia P-388 . A las
32 h del transplante, se les inyectí
el CDDP (10 mg/kg) (Bristol Carib-
bean Inc., Mñxico) por véa intraperi-
toneal. Se incluyí un grupo tratado
con nitrato de bismuto (NB) (Merck,
Alemania) (dosis 40 mg/kg) como
control positivo en relaciín con los
efectos protectores reportados para
dicha sal respecto a la toxicidad del
CDDP (Tabla 1) . 12

Evaluaciín de la actividad antitu-
moral

La actividad antitumoral se eva-
luí mediante el control de la sobre-
vida de 10 animales por grupo, con
respecto al grupo control, y el éndi-
ce de aumento de la sobrevida (IAS),
calculado a travñs de la expresiín
siguiente :

IAS = SPtratado - SP control 100
SP control

donde:,
SP sobrevida promedio para cada

grupo experimental .

Evaluaciín de la nefrotoxicidad
causada por el CDDP

Para evaluar la nefrotoxicidad se
emplearon cinco animales . por gru-
po, a los cuales, en el sñptimo déa
posterior al transplante, se les extra-
jo sangre del plexo retro-orbital y se
determinaron algunos marcadores
bioquémicos plósmóticos de daáo
renal tales como : la concentraciín de

urea (empleando el mñtodo del
desdoblamiento de la urea) 18 y de
creatinina (mñtodo cinñtico de Ja-
ffñ) . 19,20

De cada uno de los cinco anima-
les sacrificados por grupo, se tomí
una muestra de riáín, que fue con-
servada en disoluciín de formol al
10 %. Los cortes histolígicos se co-
lorearon con hematoxilina-eosina
para su posterior anólisis histopato-
lígico. El daáo se evaluí por la apa-
riciín o no de las alteraciones si-
guientes :

Tumefacciín granular de las cñ-
lulas del epitelio, depísitos amorfos
hialinos en la luz tubular y cilindrios
hialinos en la luz tubular. En relaciín
con las dos últimas alteraciones se
consideraron tres gradaciones (depí-
sitos amorfos o ciléndros aislados,
presencia moderada y existencia
abundante de ellos) . Estas alteracio-
nes fueron registradas tras hacerse
observaciones en tres campos por
cada corte histolígico correspon-
diente a cada animal . Posteriormen-
te, se calculí el porcentaje (%) de
daáo observado, a partir de la deter-
minaciín del número alteraciones
detectadas en cada animal en que
aparecií algún marcador de daáo
renal, respecto al total de observa-
ciones realizadas en los animales
estudiados en cada grupo experi-
mental .

Anólisis estadéstico

La actividad antitumoral se ana-
lizí mediante la prueba no paramñ-
trica de Mann-Whitney a travñs de
la comparaciín de la sobr evida pro-
medio correspondiente a cada gru-`
po experimental .

El anólisis de varianza de una véa
de clasificaciín (ANOVA), se utilizí
para comprobar la existencia de di-
ferencias significativas en las con-

Tabla 1 . Dosificaciín correspondien-
te a SBC, NB y CDDP para cada grupo
experimental .

1 04	

Grupos
experimentales

Dosis
(mg/kg)

SBC NB CDDP

2 - 10

3 100

4 500

5 1 000

6 100 - 10

7 500 10

8 1 000 - 10
40 10



centraciones plasmóticas de urea y
creatinina entre los distintos grupos
experimentales, con la correspon-
diente prueba a posteriori de Dun-
can . 21

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluaciín de la actividad antitu-
moral

Se aprecií que en los grupos tra-
tados con CDDP aumentaron de for-
ma significativa los éndices de sobre-
vida promedio respecto al grupo con-
trol (efecto antitumoral del CDDP),
lo que demostrí la no interferencia
del SBC sobre la actividad antitumo-
ral de ese fórmaco (Tabla 2).

En el grupo tratado solamente
con CDDP, asé como en aquellos en
los que se combiní dicho tratamien-
to con las distintas dosis de SBC, el
IAS, fue superior al 25 %, para am-
bos experimentos, por lo que se con-
sidera que en ellos hubo efecto anti-
tumoral .

Evaluaciín de algunos marcadores
bioquémicos e histolígicos de los
éndices de nefrotoxicidad renal

El contenido de urea se eleví sig-
nificativamente respecto al control
en el grupo tratado con CDDP, lo que
indica la nefrotoxicidad inherente al
tratamiento. Dicha toxicidad experi-
mentí una disminuciín hasta un 57 %
en los animales pretratados con
SBC.

Igualmente, en los animales tra-
tados con CDDP, se observaron in-
crementos considerables de creati-
nina plasmótica, hasta un 164 % res-
pecto al grupo control . Sin embargo,
en los animales que recibieron SBC
previo al tratamiento con CDDP se
pudieron apreciar concentraciones
normales de creatinina (Tabla 3) .

El daáo renal inducido por el
CDDP se caracteriza por dilataciín
tubular, degeneraciín epitelial, pre-
sencia de cilindros hialinos intratu-
bulares 22 y una extensa necrosis tu-
bular en la franja superior de la mñ-
dula. 23

Por otro lado, Basinger observí
una degeneraciín tubular acompa-
áada de necrosis en la uniín círtico
medular, tras la administraciín i .p .
de 12,2 mg/kg de CDDP en ratas 24,25

Los resultados demuestran que
los animales tratados con CDDP ex-
perimentan lesiones caracterésticas
de daáo renal, las cuales disminuyen
con un efecto dependiente de la do-
sis empleada, cuando estos son
pre-tratados con SBC (100, 500 y
1 000 mg/kg). Con respecto al grupo
donde los animales se pre-trataron
con NB, sílo se observí en un ani-

Tabla 2. Actividad antitumoral del CDDP en los distintos grupos experimenta-
les, expresada como sobrevida promedio e éndice .de aumento de sobrevida (lAS) .
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a Diferencias respecto al grupo control p < 0,05 .

Tabla 3 . Concentraciones plasmóticas de urea y creatinina .

mal una discreta dilataciín tubu-
lar.

La tabla 4 muestra los aspectos
mós notables observados en el anó-
lisis histolígico realizado a cada gru-
po experimental .

Los cambios observados a partir
del pre-tratamiento con SBC o NB
podréan estar relacionados con la
inducciín por el bismuto de metalo-
tioneénas en el riáín, atendiendo a
reportes previos existentes que re-
lacionan a estas proteénas con la re-
ducciín de la toxicidad renal del
CDDP Tambiñn podréan estar parti-
cipando véas metabílicas especéficas
o determinados mecanismos enzi-
móticos u otros mediadores endíge-
nos de naturaleza anti-oxidante,
como lo son las concentraciones de
glutatiín reducido, con efectos pro-
tectores todos sobre la toxicidad re-
nal que provoca el CDDP 10-13.26 aspec-
tos que serón objeto de posteriores
estudios .

Diferencias significativas (p :I 0,05) : arespecto al grupo control y µrespecto al grupo
10 mg/kg de CDDP

CONCLUSIONES
El estudio realizado permitií de-

mostrar que el pre-tratamiento con
SBC en ratones transplantados con
leucemia P-388 contribuye a dismi-
nuir de forma significativa la nefro-
toxicidad que produce el cisplatino
(CDDP) sin afectar su correspon-
diente actividad antitumoral .
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Grupo Dosis
(mg/kg)

Urea
(mmol/L)

Creatinina
(Ámol/L)

SBC CDDP NB (X Œ DE)

1 7,16 Œ 2,13 36,92 Œ 8,10

2 - 10 - 18,87 t 2,80a 97,57 Œ 4,80a

3 100 9,02 -t 2,28 35,80 Œ 7,10

4 500 10,38 i- 2,09 37,01 Œ 9,31

5 1 000 8,63 -t 1,01 34,80 Œ 5,34

6 100 10 10,25 Œ 3,lc 45,67 Œ 9,19c

7 500 10 14,60 Œ 3,23a,c 38,30 Œ 4,76c

8 1 000 10 11,73 Œ 5,07a,c 34,40 Œ 14,53c

9 10 40 10,30 Œ 2,50 c 45,90 Œ 15,48c

Grupo Dosis
(mg/kg)

Sobrevida promedio
_ (d)
(X Œ DE)

IAS

SBC CDDP

1 17,0 Œ 4,0 0

2 100 18,3--5,0 0

3 500 15,4 Œ 0,5 0

4 1 000 17,6 Œ 4,8 0

5 - 10 - 42,1 Œ 8,5a 147,21

6 100 10 43,0 Œ 10,1a 152,49

7 500 10 46,1 i- 8,9a 170,70

8 1 000 10 38,2 Œ 12,Oa 124,31

9 10 40 36,2 Œ 13,4a 112,57




