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INTRODUCCION

Doxorubicina (Adriamicina) es un antibidtico antraci-
clino citotoxico utilizado en la regresién de enfermedades
neoplasicas diseminadas. Se une a los acidos nucleicos,

presumiblemente por una intercalacién especifica del
nucleo antraciclino planar con el ADN de doble hélice y se
caracteriza por inhibir el repliegue y la accién de las ADN
polimerasas. Esta droga altera también la funcionalidad de
las membranas celulares asi como de las proteinas plasmati-
cas. Posee efecto citotdxico sobre células malignas, asi como
efectos toxicos colaterales sobre diferentes 6rganos entre los
que se destaca mielosupresion, cardio y nefrotoxicidad!?

Se han desarrollado varios estudios de injuria renal
inducida por Doxorubicina en modelos experimentales con
el fin de elucidar su fisiopatologia'?. En general, muestran
un periodo de estabilidad y luego desarrollan proteinuria,
hipertensién arterial, elevacién de la creatininemia. La
biopsia renal evidencia glomérulos esclerosados y acumu-
lacién de material amorfo®*. Estas alteraciones llevan auna
disminucién progresiva de la funcién renal®¢. La evolucién
hacia la fibrosis renal y la atrofia tubular son componentes
inevitables de la patogénesis tubulointersticial que acom-
pafa a la toxicidad renal por Doxorubicina, como en la
mayoria de las enfermedades renales progresivas®.

OBJETIVOS

El propdsito de este trabajo fue evaluar los cambios mor-
fologicos a nivel renal provocados por una tinica dosis de
Doxorubicina (11ug/g) durante 28 dias de experienciay corre-
lacionarlos conlas modificaciones de pruebas funcionalesen
plasma. Esto tiene por finalidad dilucidar los mecanismos
etiopatogénicos in vivo de esta droga a nivel renal.
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MATERIALES Y METODOS

Animalesyadministracién delas drogas.Seutilizaronrato-
nes adultos isogénicos de la cepa Swiss CF1 (peso aproximado
26 a 28 g) provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina
de la UNNE. Estos animales han sido fuente de muestras de
sangre periféricay rifién. Los mismos fueron mantenidos con
dieta estandar y dispusieron de agua libremente.

La Doxorubicina (Adriamicina) se disolvié en solucién
salina estéril a una concentracién de 11ug/g. Los ratones
(n=6/lote) recibieron una sola inyeccién intra-peritoneal de
la droga. El grupo control recibié Solucién Salina (n=6).

Hematocrito, creatininemia y uremia. De cada lote, se
anestesiaronlos animales con pentobarbital 3%, y se obtuvie-
ron muestras de sangre periférica por puncién cardiaca con
EDTA. El hematocrito se determiné por método standard
(microhematocrito). La eutanasia se produjo por dislocacién
cervical a los 0, 7, 14 y 28 dias posteriores al tratamiento.
Niveles de creatinina sérica y de uremia se determinaron
con métodos colorimétricos (Wiener Lab).

Determinacion de la celularidad renal. A cada tiempo
experimental se obtuvieron muestras de rifién, las que fueron
pasadas por una malla estéril para obtener células renales uti-
lizando buffer fosfato salino (PBS). El recuento de celularidad
sedetermindencamarade Neubauer, utilizandodilucionesen
solucién Turk (1/20). Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado. Los resultados se expresaron como promedio
de células nucleadas por rifién x 10° (+ SD).

Examenhistolégico demuestrasrenales. Luegodelaobten-
cién del material, su fijacion y deshidratacién conalcoholes (702,
809 96° y 1009), se realizé la aclaracién con liquido interme-
diario durante 1 a 3 horas para luego realizar la impregnacion
en parafina. Se confecciond el taco (en barras de Leuckart) y
se realizaron cortes con micrétomo. Las muestras montadas
fueron coloreadas con Hematoxilina/Eosina y PAS.

MicroscopiaElectronica de Barrido (MEB). Lasmuestras
se fijaron en paraformaldehido al 8% en buffer PBSy se ana-
lizaron en el Centro de Microscopia de Barrido Electrénico
de la Facultad de Ciencias Agrarias UNNE.
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Fluorescencia. Un rifién de cada
animal fue homogenizado con 1.5 mi de
PBSy centrifugado a 1000 gdurante 7 min.
El sobrenadante se descarté y se resus-
pendio el pelletcon 750 pl de PBS. Luego
seincubd por5min a37Q@ con 1 midela
mezcla diacetato de fluoresceina (DAF) y
ioduro de propidio (IP). Posteriormente se
centrifugéa700gdurante 7minutos para
luego descartarel sobrenadantey lavarel
pellet con 3 mi de PBS. Se dispens6 una
gota de suero fetal bovino (15pl) en por-
taobjetos y los preparados se fijaron con
metanol a4@ durante 20 min. EI montaje
se realizé con solucién de glicerol y PBS
en partes iguales (pH 8).

RESULTADOS

Lacelularidad en losrifiones tratados
con Doxorubicina (llug/g) muestra a
partir del séptimo dia post tratamiento,
unadisminucion estadisticamente signi-
ficativa del 30.59% (p<0.01). Hallandose
un descenso progresivo hasta el final
del estudio (p<0.01); con una caida
del nimero total de células del 35.91%
(Fig.lA). Inversamente, la apoptosis
renal cuantificada por método de fluo-
rescencia muestra un ascenso estadisti-
camente significativo en todos los dias
experimentales (Fig.IB).

Al evaluar la relacién porcentual de
glébulos rojosy plasma se observo a los
7 dias post quimioterapia un aumento
del 8% por encima del valor control
(p<0.01), descendiendo posteriormente y
conservando valores similares al control
durante todo el estudio (Fig. 2A). Estos
datos se relacionan con las imagenes
obtenidas por Microscopia Electrénica
de Barrido (MEB) a partir de muestras
de rifion que evidencian un importante
aumento en lacantidad de glébulosrojos
en el intersticio renal observados en el
dia 7 de la experiencia (Fig. 2B).

La tincion de cortes de rifiébn con
hematoxilinaZeosina (H/E) permite

Figura 1: Celularidad y apoptosis en rifidn luego de la administraciéon de Doxorubicina
(llug/g). (A) Celularidad renal expresada como la media + SD de tres experiencias diferentes
(6 animales por lote). Los resultados muestran descenso progresivo de la celularidad en todos
los tiempos estudiados. **: p<0.01. (B) Figuras representativas del dia 0 (control) y del dia 14
muestran apoptosis de células renales por Microscopia de Fluorescencia utilizando DAF-IP.
Las células apoptdticas se observan con citoplasma verde y con nucleos intensamente tefiidos
con ioduro de propidio (rojo), consideradas células IP positivas.
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Figura 3: Hematocrito y glébulos rojos renales luego de la administracion de Doxorubicina (lluglg).
(A) Hematocrito expresado como la media = SD de tres experiencias diferentes (6 animales por
lote). Se observd un ascenso significativo al dia 7 post tratamiento. **: p<0.01. (B) Imagen obtenida
por MEB (1500x) de una muestra de rifién a los 7 dias luego de la injuria con doxorubicina donde
se encontraron abundantes glébulos rojos ocupando el espacio intersticial periglomerular.

evidenciar los cambios ocasionados por Doxorubicina al material eosin6filo amorfo hialino a nivel mesangial. Se
compararlos con la histologia normal (Fig. 4A y B). Las observa presencia de corplsculos renales remanentes. Por
muestras obtenidas a los 28 dias luego del tratamiento con  otro lado, los tubulos muestran diferentes anomalias entre
Doxorubicina muestran severa injuria glomerular mani- las que se destaca tumefaccion y atenuacién del citoplasma
festada por oclusién de la luz capilar y acumulacion de celular. A nivel vascular se observa importante congestion
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Figura 4: Imagenes de corteza renal observadas por microscopia 6ptica
(H/E). Ay B tejido renal normal Cy D tejido renal a 28 dias luego
del tratamiento con Doxorubicina (llpg/g). En A, visién panoré-
mica del preparado (I0x) observandose corpusculos renales rodeados
por tabulos y en el margen inferior derecho la presencia de un vaso
sanguineo. En imagen B (40x) glomérulo renal rodeado por capsula
de Bowman evidencidndose el espacio urinario. Se observa el epitelio
clbico con luz de aspecto regular en tdbulos contorneados proximales
(TCP). En las imagenes C y D (IOx y 40x respectivamente), se aprecia
injuria glomerular con oclusién de la luz capilar y acumulacién de
material eosinéfilo amorfo hialino a nivel mesangial (A—. Los TCP
muestran tumefaccion y atenuacion del citoplasma celular (A). Se
observa la presencia de abundantes hematies intraluminales (T).

evidenciada por la presencia de abundantes hematies intra-
luminales (Fig. 4C y D).

Por medio de la técnica de PAS se agrega a las caracte-
risticas anteriormente mencionadas con H/E en tejido renal
normal la presencia del ribete en cepillo muy desarrollado
en la superficie luminal y el claro limite exterior del ovillo
capilar (Fig 5A y B). Por su parte, luego de aplicar la téc-
nica de PAS a muestras de rifion de animales tratados (Fig.
5C y D), puede evidenciarse a los 28 dias post-injuria una
importante involucion, atrofia, tumefacciéony degeneracién
a nivel glomerular provocado por Doxorubicina. A esto se
agrega la presencia de depo6sitos de sustancia PAS-positiva
y una capsula de Bowman engrosada mostrando un anor-
mal epitelio cabico. A nivel tubular, se observa importante
tumefaccion y degeneracion, con disminucién evidente del
ribete en cepillo. EIPAS confirmaelinfiltrado intersticialy la
congestion capilar observada en los preparados con H/E.

Alobservarlahistoarquitectura del rifnén mediante MEB
luego del tratamiento con Doxorubicina pueden eviden-
ciarse en forma tridimensional los cambios morfolégicos
que ocurren en los diferentes segmentos del nefrén. Los
tubulos renales muestran importante desorganizacion de
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Figura 5: Iméagenes de corteza renal observadas por microscopia dptica
(PAS). Ay B tejido renal normal, Cy D tejido renal a 28 dias luego
del tratamiento con Doxorubicina (llpg/g). La imagen A muestra
una panoramica a lOx de la corteza renal normal. En B, un glomérulo
renal rodeado de tubulos contorneados (40x) evidenciando un ribete
en cepillo muy desarrollado y el claro limite exterior del ovillo capilar.
Las imagenes C y D (IOx y 40x respectivamente) evidencian invo-
lucion, atrofia y degeneracion glomerular, con depésitos de sustancia
PAS-positiva (A—) y capsula de Bowman engrosada mostrando un
epitelio cubico (A). Los tabulos contorneados se muestran tumefactos
con disminucién de su ribete en cepillo (>).

Figura 6: Tabulos contorneados renales obtenidos por Microsco-pia
Electrénica de Barrido (1400x). En A, tabulos renal normales; en B
y Calos 14y 28 dias, respectivamente, luego de la administracion
de Doxorubici-na (llug/g), donde puede observarse distorsion de la
histoarquitectura normal de los tablos

su estructura normal a partir del dia 14 post-Doxorubicina
(Fig. 6). Esta desorganizacion se ve acentuada hacia el dia
28 de la experiencia.

A nivelglomerular, laaccién nefrotoxicade Doxorubicina
se manifiesta a partir de los 7 dias post injuria, evolucio-
nando de forma que determina hacia el dia 28 una intensa
distorsion acompafiada de depdésitos de material, disminu-
cion pronunciada del espacio de Bowman y pérdida de la
estructura de la capsula de Bowman (Fig. 7).

Hacia el final de la experiencia las pruebas funcionales
bioquimicasevidencianun ascenso estadisticamente signifi-



cativo (p<0.01) en sus valores. En el dia 28, la creatininemia
seincrement6un 91,5% porencimadel control, evidenciando
una disminucion del filtrado glomerular.

En tanto, la uremia experimentd un ascenso continuo y
progresivo a partir de los 7 dias post Doxorubicina, regis-
trandose a este tiempo, una media de 42,5 mg/dl (p<0.01). El
incremento registré su maximo ascenso hacia el final de la
experiencia, en un 64,83% por encima del control (p<0.01)

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran una correlacion
directa entre la disminucion de la celularidad renal y el
aumento de la apoptosis, proponiendo que este proceso de
muerte celular se halla implicado en la nefrotoxicidad de
Doxorubicina. La visualizacién estructural con microscopia
Optica (tincion con H/Ey PAS), en concordancia con previos
estudios25 demuestra claramente la injuria glomerular y
tubulointersticial como causa importante de pérdida en
la funcién renal que eventualmente progresaria hacia una
insuficiencia renal crénica, inducida por una Gnica dosis de
Doxorubicina. Esta disfunciéon renal se pone de manifiesto
por medio de la observacién del aumento progresivo de la
uremia amedida que avanzan las alteraciones estructurales.
Ademas, los valores hallados de creatininemia indican una
importante disminucion del filtrado glomerular, reforzando
de esta manera los hallazgos anatomopatolégicos.

Por otro lado, el aumento significativo del hematocrito al
séptimo dia, podria revelar tanto una
respuestaalahipoxiatisularl3como aalte-
raciones hemodinamicas, en relaciéon con
las alteraciones observadas por MEB.

En conclusién, este estudio basico
aportanuevos conocimientos aplicables
en el &rea clinica, acerca de los mecanis-
mos de injuria renal por Doxorubicina,
gue se encontrarian implicados en los
procesos de nefrosis en los pacientes
bajo tratamiento con esta droga.
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