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Antecedentes

La doxorrubicina, antibiotico del grupo de las antra-
ciclinas producido por el Streptococo peucetis variedad
caesius, posee efecto antineoplasico. Por sus propiedades
antineoplasicas es empleado en protocolos terapéuticos
en pacientes con carcinoma gastrico® y de mama®, entre
otros. Como otras drogas antineoplasicas, la doxorrubicina
posee efectos adversos sobre varios tejidos, que limitan la
dosis y duracién de los ciclos de su aplicacién. Si bien un
efecto adverso sefialado como muy importante consiste en
latoxicidad cardiaca que puede manifestarse en formaaguda,
subaguda o crénica® %, la mielosupresién es otro efecto
colateral no deseado descrito en los pacientes que reciben
esta droga® ©. En el presente trabajo hemos investigado el
efecto de-una tnica dosis de 7 mg/kg de peso (21 mg/m?)
de doxorrubicina sobre la granulopoyesis de murinos en
un ciclo de estudio de 20 dias. Se evaluaron: el nimero de
neutrdfilos periféricos, la poblaciéon granulociticamedulary
esplénicay el contenido de unidades formadoras de colonias
de granulocitos — macréfagos (GM-CFU) de fémur y bazo.
El factor estimulante de colonias de granulocitos recombi-
nante humano, (rhG-CSF), fue administrado para estudiar
la capacidad funcional de los tejidos granulopoyéticos de
los animales pretratados con doxorrubicina, dado el potente
efecto estimulante de la granulopoyesis de este factor de
crecimiento hemopoyético?”.

Material y Métodos

Animales: se usaron ratones hembras adultos CF1 de 3
meses de edad con 25 a 30 g de peso corporal.

Doxorrubicina: (Dox; Doxorrubicina de laboratorios
Filaxis). La droga fue disuelta en 30 pl de agua destilada y
administradaatodoslosanimalesendosisde7 mg/kg/raton
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(21 mg/m?), en la vena de la cola el dia 0 de un ciclo de 20
dias de estudio.

Factor estimulante de colonias de granulocitos recombinante
humano (rhG—CSF): Laboratorios Roche: 5 viales conteniendo
cada uno: 30 millones de unidades = 300 ug de rhG-CSF.
Antesdelasinyecciones, la solucion que contiene el rhG-CSF
fue diluida conbuffersalino de fosfato (pH 7.4) conteniendo
0,1% de albumina bovina sérica. Animales pretratados con
7 mg/kg de doxorrubicina el dia 0, fueron inyectados con
30ug/kg/dia de rhG-CSF, via sc, en un volumen de 100 pl/
ratén desde el dia 1 (24 horas después de la administraciéon
de la droga antineopldsica) hasta dia 20. Animales control
recibieron una dosis equivalente de solucién diluyente. Lotes
de 12 animales (6 animales problema y 6 animales control)
se sacrificaron a los 0, 4, 8, 12, 16 y 20 dias.

Hematocrito: se determind mediante capilares heparini-
zados

Contajes celulares: los leucocitos periféricos/mm? se conta-
ronenhemocitémetro de Neubauer, mediante extraccion de
200 plde sangre por puncion cardiaca. Las células de médula
6sea /mg fueron obtenidas del fémur izquierdo, homogena-
das, y contadas en hemocitometro standard. El valor de las
células se expresa por médula dsea total asumiendo que el
fémur contiene el 6% del tejido medular®. Las células del
fémur derecho fueron empleadas para realizar un frotis
para el estudio del medulograma. Las células de bazo/mg
se obtuvieron mediante el procesamiento de un trozo de
bazo (previamente pesado en balanza de precision), con
homogenador de vidrio y contadas con igual método que
las células de médula 6sea. El remanente de tejido esplénico
fue empleado para realizar un frotis para el estudio de las
poblaciones de células linfocitica, granulocitica y eritroide
del bazo.

Morfologia celular: fue evaluada en sangre periférica,
médula ésea y bazo mediante frotis tenidos con May
Griinwald-Giemsa.

Determinacion de células progenitoras: el nimero de células
progenitoras GM—CFU (unidad formadora de colonias de
granulocitos — macroéfagos) fue determinado por el método
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de cultivo en medio semisélido de metilcelulosa de Iscove
y Sieber®- El cultivo de GM-CFU fue suplementado con
20% de medio condicionante de bazo de rata estimulado
con mitégeno de fitolaca. El cultivo se incubé en estufa a
37 °C en ambiente humificado con 5% de CO, y 5% de O,
en nitrégeno por 8 dias. El nimero de colonias se cont6 en
microscopio invertido Olympus y el numero de progenito-
res se estimo por numero de células nucleadas por mg de
médula 6seafemoral obazo, respectivamente. Los resultados
se expresan como porcentaje de cambio con relacion a los
valores hallados en el animal normal

Andlisis estadistico: se realizo en el Software Instat (Graph
Pad). Los datos se analizaron mediante ANOVA vy el Test
de comparaciones multiples de Student - Neuman — Keuls.
Los datos son expresados como valor promedio + un error
standard y se consider6 significativa una p <.05.

Resultados

* Efectodelaadministracion de doxorrubicinasobre los neutrdfilos
periféricos en murinos

Llamativamente, en los animales a los cuales se adminis-
tré doxorrubicina sola, no se observd disminucién de los
neutrofilos circulantes con respecto a los valores normales
hallandose en cambio un aumento, aunque no significativo
de estas células el dia 12 del experimento. En los lotes de

animales que fueron tratados con rhG-CSF el namero de
polimorfonucleares neutréfilos aumenté en forma signifi-
cativa durante los dias 12 a 16 comparado tanto con el lote
control deratones pretratados con doxorrubicinainyectados
con diluyente, como con los valores hallado en animales
normales (Fig. 1).

e Efecto de la administracion de doxorrubicina sobre el compar-
timento granulocitico de médula ésea en murinos.

Como puede observarse en la Fig. 2, la administracién
de doxorrubicina no produjo cambios sobre el contenido
de células precursoras granulociticas medulares salvo en el
dia 16 en que se observé un aumento significativo, compa-
rado con el valor hallado en animales normales. En tanto
que, a diferencia de lo que sucede en ratones normales que
aumentan su compartimento granulopoyético medular, no
se observaron cambios significativos en los lotes de ratones
pretratados con doxorrubicina, que recibieron inyecciones
de rhG-CSF en dosis de 30ug/kg/dia desde el dia 1 hasta
el fin del experimento,

e Efecto de la administracion de doxorrubicina sobre el compar-
timento granulocitico esplénico en murinos

El compartimento de células granulociticas esplénicas
(Fig. 3) no mostré cambios por efecto de la administracién
de la droga antineoplasica doxorrubicina. Sin embargo, a
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Fig. 1: Efecto de la administracion de 7 mg/kg/raton de doxorru-
bicina. el dia 0 (Dox — columnas blancas) y de 30 ug/kg/raton de
rhG—CSF inyectados diariamente durante los dias 1 a 20 a los
ratones pretratados con 7 mgl/kg/ratén de doxorrubicina (Dox +
G—CSF- columnas de lineas cortadas), sobre el niimero de neutré-
filos periféricos x mm?>. Los puntos expresan el valor promedio + 1
error standard. (***). Estadisticamente significativo con respecto

al valor control del mismo dia p<:.001; (*) p<:.05. (a) Estadistica-
mente significativo con respecto al valor normal: p<:.001; (c): p<.05
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Fig. 2: Efecto de la administracion de 7 mg/kg/ratén de doxorru-
bicina. el dia 0 (Dox — columnas blancas) y de 30 ug/kg/raton de
rhG—CSF inyectados diariamente durante los dias 1 a 20 a los
ratones pretratados con 7 mg/kg/ratén de doxorrubicina (Dox +
G—-CSF- columnas de lineas cortadas), sobre el niimero de célu-

las precursoras granulociticas de médula dsea x 10°. Los puntos
expresan el valor promedio + 1 error standard. (a): estadisticamente
significativo comparado con el valor normal (0 horas) p<:.001.
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diferencia delo observadoen médula ésea, laadministracién
de rhG-CSF estimulé la proliferaciéon de células granulo-
citicas en los animales que previamente habian recibido
doxorrubicina, observandose un incremento significativo
de las mismas el dia 16 comparado tanto con los valores del
lote control del mismo dia como con los valores normales,
en tanto que en el dia 20 si bien hubo un aumento de las
células precursoras granulociticas comparado conlos valores
hallados en animales normales, este valor no fue significa-
tivamente diferente del lote control del mismo dia.

® Efecto de la administracion de doxorrubicina sobre la poblacion
de células progenitoras GM—CFU a nivel medular femoral
Como puede observarse en Fig. 4 la administracién de
doxorrubicina tuvo un efecto bifasico sobre la poblacién de
GM-CFUs femorales. Enlos ratones que recibieron 7 mg/kg/
ratén de doxorrubicina el dia 0 del experimento, unaumento
significativo del nimero de GM-CFUs femorales durante
los dias 4 a 8 fue seguido por un descenso del nimero de
estas células progenitoras el dia 12 (aunque nosignificativo),
y luego un nuevo aumento fue observado entre los dias 16
a 20. En cambio los animales pretratados con doxorrubicina
que recibieron diariamente 30 pg/kg de G-CSF muestran
valores normales del nimero de GM—-CFUs hasta el dia 12,
y luego un aumento significativo entre los dias 16 a 20, com-

parado tanto con el lote control del mismo dia como con los
valores normales. El dia 4 del experimento, el contenido de
GM-CFUs femorales fué estadisticamente menor en estos
animales que en el lote control del mismo dia

e Efecto de la administracion de doxorrubicina sobre el compar-
timento de GM—-CFUs esplénicas.

LaFig.5nos muestra quelaadministracion de7 mg/kg de
doxorrubicinaaumentd en formaimportante pero transitoria
el nimero de GM-CFUs de bazo el dia 16 del experimento,
siendo su valor similar a los hallados en animales normales
en el resto de dias estudiados.

En los animales pretratados con doxorrubicina que
recibieron 30 ug/kg /dia de G-CSF, en tanto, se observé un
aumento sostenido del nimero de GM-CFUs desde el dia
12 a 20, comparado tanto con el lote control del mismo dia
como con los valores normales

Discusion

Una de las formas de aplicacién de la doxorrubicina
comodroga terapéutica antineoplasica es su administracion
mediante dosis acumulativas. Hay descriptos protocolos® 1%
donde su aplicacion se realiza en dosis que varian entre
16,8 mg/m? por semana a 25 mg/m? los dias 1 y 8 del ciclo
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Fig. 3: Efecto de la administracion de 7 mg/kg/ratén de doxorru-
bicina. el dia 0 (Dox — columnas blancas) y de 30 ug/kg/raton de
rhG—CSF inyectados diariamente durante los dias 1 a 20 a los
ratones pretratados con 7 mg/kg/ratén de doxorrubicina (Dox +
G—CSF- columnas de lineas cortadas), sobre el niimero de células
granulociticas de bazo x 10°. Los puntos expresan el valor promedio
+ 1 error standard. (a): estadisticamente significativo comparado
con el valor normal (0 horas) p<:.001. (**). Estadisticamente signi-
ficativo con respecto al valor control del mismo dia p<:.01; (*) p<:
.05. (b) Estadisticamente significativo con respecto al valor normal:
p<:.01; (c): p<.05
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Fig. 4: Porcentaje de cambio (comparado con los valores normales)
de GM—-CFUs medulares femorales tras la administracion de 7
mg/kg/raton de doxorrubicina (Dox — Columnas blancas) y de 30
ug/kg/ratén de rhG-CSF inyectados diariamente durante los dias 1
a 20 a los ratones pretratados con 7 mg/kg/ratén de doxorrubicina
(Dox + G-CSF- columnas de lineas cortadas). (***). Estadisti-
camente significativo con respecto al valor control del mismo dia
p<:.001. (a) Estadisticamente significativo con respecto al valor
normal: p<:.001; (c): p<.05
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cada 3 semanas, entre otros. En el presente trabajo hemos
investigado los efectos adversos sobre la granulopoyesis
producidos por una tnica dosis de 7mg/kg (21 mg/m?) de
doxorrubicina en murinos. Si bien se describe a la mielode-
presiony neutropenia como posibles efectos adversos de esta
droga quimioterapica® !, su preciso mecanismo de acciéon
sobre la hematopoyesis no esta claro, ya que habitualmente
ladoxorrubicinaesadministrada como parte de un protocolo
terapéutico con uno o mas drogas antineoplasicas y no en
forma individual. Nuestros resultados indican que, atn a
dosis bajas como las que inicialmente se aplican al iniciar un
esquema acumulativo, esta droga produce efecto sobre la
granulopoyesis. Si bien estas dosis no producen leucopenia,
si afectan la capacidad de proliferacién y maduracién del
compartimento de células precursoras granulociticas femo-
rales, yaquelos animales pretratados con doxorrubicina son
incapaces de aumentar la granulopoyesis en médula 6sea
cuando son tratados diariamente con rhG-CSF, factor de
crecimiento hematopoyético que incrementa significativa-
mente este compartimento celular en la médula femoral de
animalesnormales®. Este efecto podria determinar que, ante
la entrada de agentes bacterianos al organismo, el sistema
hematopoyético tuviera una menor capacidad derespuesta
para desencadenar los mecanismos de defensa pertinentes.
La administracién de doxorrubicina, por otro lado, afecta a
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Fig. 5: Porcentaje de cambio (comparado con los valores normales)
de GM~CFUs esplénicas tras la administracion de 7 mglkg/raton
de doxorrubicina (Dox — Columnas blancas) y de 30 ug/kg/raton
de rhG—CSF inyectados diariamente durante los dias 1 a 20 a los
ratones pretratados con 7 mg/kg/ratén de doxorrubicina (Dox +
G—CSF- columnas de lineas cortadas). (***). Estadisticamente
significativo con respecto al valor control del mismo dia p<:.001.
(a) Estadisticamente significativo con respecto al valor normal: p<:
.001; (c): p<.05

la poblacién de GM-CFUs de médula femoral produciendo
un aumento inicial de su nimero seguido por una dismi-
nucion, lo cual seria compatible con la migracién de estas
células progenitoras medulares al bazo, efecto coincidente
con el producido por otros agentes quimioterapéuticos 1.
El mantenimiento de la capacidad de proliferacion de las
GM-CFUs observado tanto a nivel de médula 6sea como
del bazo en los animales pretratados con doxorrubicina,
estaria indicando que el efecto granulopoyético adverso
de doxorrubicina podria producirse a nivel de la capacidad
de maduracién y diferenciacién de estas células para dar
lugar a células precursoras mas maduras (mieloblastos a
metamielocitos neutrofilos), lo que explicaria la falta de
efecto estimulante del tratamiento con rhG—CSF sobre el
compartimento de células granulociticas femorales. Podria
sugerirse también que esta droga quimioterapica podria
ejercer un efecto inhibitorio sobre el microambiente medular
ya que el bazo es capaz de responder a la administracion
de rhG-CSF aumentando el nimero de células precursoras
granulociticas. Finalmente es de sefialar que si bien en el
animal tratado con una tinica dosis de 7 mg/kg de doxorru-
bicina ya no se observan efectos (salvo un aumento de las
GM-CFUs femorales) luego de 20 dias de su aplicacion, si
se hacen evidentes efectos residuales de la droga sobre la
granulopoyesis de los animales cuando estos son tratados
conun factor estimulante hematopoyético como el rhG-CSF.
Adicionalmente, se hacen necesarios estudios con aplicacién
de mayor niimero de dosis de esta droga para averiguar si
se suman efectos de dichas aplicaciones sobre el proceso
de granulopoyesis.
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