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INTRODUCCION

Doxorubicína (Adriamicina) es un antibiótico antraci- 
clino citotóxico utilizado en la regresión de enfermedades 
neoplásicas diseminadas. Se une a los ácidos nucleicos, 
presumiblemente por una intercalación específica del 
núcleo antraciclino planar con el ADN de doble hélice y se 
caracteriza por inhibir el repliegue y la acción de las ADN 
polimerasas. Esta droga altera también la funcionalidad de 
las membranas celulares así como de las proteínas plasmáti
cas. Posee efecto citotóxico sobre células malignas, así como 
efectos tóxicos colaterales sobre diferentes órganos entre los 
que se destaca mielosupresión, cardio y nefrotoxicidad1,2.

Se han desarrollado varios estudios de injuria renal 
inducida por Doxorubicína en modelos experimentales con 
el fin de elucidar su fisiopatología1,2. En general, muestran 
un periodo de estabilidad y luego desarrollan proteinuria, 
hipertensión arterial, elevación de la creatininemia. La 
biopsia renal evidencia glomérulos esclerosados y acumu
lación de material amorfo3,4. Estas alteraciones llevan a una 
disminución progresiva de la función renal5,6. La evolución 
hacia la fibrosis renal y la atrofia tubular son componentes 
inevitables de la patogénesis tubulointersticial que acom
paña a la toxicidad renal por Doxorubicína, como en la 
mayoría de las enfermedades renales progresivas4.

OBJETIVOS

El propósito de este trabajo fue evaluar los cambios mor
fológicos a nivel renal provocados por una única dosis de 
Doxorubicína (llug/g) durante 28 días de experiencia y corre
lacionarlos con las modificaciones de pruebas funcionales en 
plasma. Esto tiene por finalidad dilucidar los mecanismos 
etiopatogénicos in vivo de esta droga a nivel renal.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y administración de las drogas. Se utilizaron rato
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 periférica y riñón. Los mismos fueron mantenidos con 
dieta estándar y dispusieron de agua libremente.

La Doxorubicína (Adriamicina) se disolvió en solución 
salina estéril a una concentración de llpg/g. Los ratones 
(n=6/lote) recibieron una sola inyección intra-peritoneal de 
la droga. El grupo control recibió Solución Salina (n=6).

Hematocrito, creatininemia y uremia. De cada lote, se 
anestesiaron los animales con pentobarbital 3%, y se obtuvie
ron muestras de sangre periférica por punción cardíaca con 
EDTA. El hematocrito se determinó por método standard 
(microhematocrito). La eutanasia se produjo por dislocación 
cervical a los 0, 7, 14 y 28 días posteriores al tratamiento. 
Niveles de creatinina sérica y de uremia se determinaron 
con métodos colorimétricos (Wiener Lab).

Determinación de la celularidad renal. A cada tiempo 
experimental se obtuvieron muestras de riñón, las que fueron 
pasadas por una malla estéril para obtener células renales uti
lizando buffer fosfato salino (PBS). El recuento de celularidad 
se determinó en cámara de Neubauer, utilizando diluciones en 
solución Turk (1/20). Todas las determinaciones se realizaron 
por triplicado. Los resultados se expresaron como promedio 
de células nucleadas por riñón x 106 (± SD).

Examen histológico de muestras renales. Luego de la obten
ción del material, su fijacióny deshidratación con alcoholes (70Q, 
80Q, 96Q y 100Q), se realizó la aclaración con líquido interme
diario durante 1 a 3 horas para luego realizar la impregnación 
en parafina. Se confeccionó el taco (en barras de Leuckart) y 
se realizaron cortes con micrótomo. Las muestras montadas 
fueron coloreadas con Hematoxilina/Eosina y PAS.

Microscopía Electrónica de Barrido (MEB). Las muestras 
se fijaron en paraformaldehido al 8% en buffer PBS y se ana
lizaron en el Centro de Microscopía de Barrido Electrónico 
de la Facultad de Ciencias Agrarias UNNE.
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Fluorescencia. Un riñón  de cada 
anim al fue hom ogenizado con 1.5 mi de 
PBS y centrifugado a 1000 g durante 7 min. 
El sobrenadante se descartó y se resus
pendió el pellet con 750 pl de PBS. Luego 
se incubó por 5 m in a 37QC con 1 mi de la 
mezcla diacetato de fluoresceína (DAF) y 
ioduro de propidio (IP). Posteriormente se 
centrifugó a 700 g durante 7 minutos para 
luego descartar el sobrenadante y lavar el 
pellet con 3 mi de PBS. Se dispensó una 
gota de suero fetal bovino (15pl) en por
taobjetos y los preparados se fijaron con 
m etanol a 4QC durante 20 min. El montaje 
se realizó con solución de glicerol y PBS 
en partes iguales (pH 8).

RESULTADOS

Figura 1: C elularidad y apoptosis en riñón luego de la adm inistración  de D oxorubicina  
(llu g/g). (A) C elu laridad renal expresada com o la m edia ± SD de tres experiencias diferentes 
(6 anim ales por lote). Los resultados m uestran descenso progresivo de la celu laridad en todos 
los tiem pos estudiados. **: p<0.01. (B) Figuras representativas del día 0 (control) y  del día 14 
m uestran apoptosis de células renales por M icroscopía de F luorescencia utilizando DAF-IP. 
Las células apoptóticas se observan con citoplasm a verde y  con núcleos intensam ente teñidos 
con ioduro de propidio (rojo), consideradas células IP  positivas.
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Figura 3: Hematocrito y  glóbulos rojos renales luego de la administración de Doxorubicina (lluglg). 
(A) Hematocrito expresado como la media ± SD de tres experiencias diferentes (6 animales por 
lote). Se observó un ascenso significativo al día 7 post tratamiento. **: p<0.01. (B) Imagen obtenida 
por M EB (1500x) de una muestra de riñón a los 7 días luego de la injuria con doxorubicina donde 
se encontraron abundantes glóbulos rojos ocupando el espacio intersticial periglomerular.

La celularidad en los riñones tratados 
con D oxorubicina (llug/g) m uestra a 
partir del séptim o día post tratam iento, 
una dism inución estadísticam ente signi
ficativa del 30.59% (p<0.01). H allándose 
un descenso progresivo hasta el final 
del estu d io  (p<0.01); con una caída 
del núm ero total de células del 35.91%
(Fig.lA ). Inversam ente, la apoptosis 
renal cuantificada por m étodo de fluo
rescencia m uestra un ascenso estad ísti
cam ente significativo en todos los días 
experim entales (Fig.lB).

Al evaluar la relación porcentual de 
glóbulos rojos y plasm a se observó a los 
7 días post quim ioterapia un aum ento 
del 8% por encim a del valor control 
(p<0.01), descendiendo posteriorm ente y 
conservando valores sim ilares al control 
durante todo el estudio (Fig. 2A). Estos 
datos se relacionan con las im ágenes 
obtenidas por M icroscopía Electrónica 
de Barrido (M E B )  a p artir de m uestras 
de riñón que evidencian un im portante 
aumento en la cantidad de glóbulos rojos 
en el intersticio renal observados en el 
día 7 de la experiencia (Fig. 2B).

La tinción de cortes de riñón con 
h em ato xilin a/ eo sin a  (H/E) p erm ite  
evidenciar los cam bios ocasionados por D oxorubicina al 
com pararlos con la histología norm al (Fig. 4A y B). Las 
m uestras obtenidas a los 28 días luego del tratam iento con 
D oxorubicina m uestran severa in juria glom erular m ani
festada por oclusión de la luz capilar y acum ulación de

m aterial eosinófilo am orfo hialino a nivel m esangial. Se 
observa presencia de corpúsculos renales rem anentes. Por 
otro lado, los túbulos m uestran diferentes anom alías entre 
las que se destaca tum efacción y atenuación del citoplasm a 
celular. A nivel vascular se observa im portante congestión
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Figura 4: Im ágenes de corteza renal observadas por m icroscopía óptica  
(H/E). A y  B tejido renal n orm al C y  D tejido renal a 28 días luego 
del tratam iento con D oxorubicina ( l lp g /g ). En A, visión panorá
m ica del preparado (lOx) observándose corpúsculos renales rodeados 
por túbulos y  en el margen inferior derecho la presencia de un vaso  
sanguíneo. En imagen B (40x) glom érulo renal rodeado por cápsula  
de Bowm an evidenciándose el espacio urinario. Se observa el epitelio  
cúbico con luz de aspecto regular en túbulos contorneados proxim ales 
(TCP). En las im ágenes C y  D (lOx y  40x respectivam ente), se aprecia  
injuria g lom eru lar con oclusión de la luz capilar y acum ulación de 
m aterial eosinófilo am orfo hialino a nivel m esangial (A —). Los TCP  
muestran tum efacción y atenuación del citoplasm a celular (A). Se 
observa la presencia de abundantes hem atíes intralum inales (T).

evidenciada por la presencia de abundantes hematíes intra
lum inales (Fig. 4C y D).

Por m edio de la técnica de PAS se agrega a las caracte
rísticas anteriorm ente m encionadas con H/E en tejido renal 
norm al la presencia del ribete en cepillo muy desarrollado 
en la superficie lum inal y el claro lím ite exterior del ovillo 
capilar (Fig 5A y B). Por su parte, luego de aplicar la téc
nica de PAS a m uestras de riñón de anim ales tratados (Fig. 
5C y D), puede evidenciarse a los 28 días post-injuria una 
im portante involución, atrofia, tum efacción y degeneración 
a nivel glom erular provocado por Doxorubicina. A esto se 
agrega la presencia de depósitos de sustancia PAS-positiva 
y una cápsula de Bow m an engrosada m ostrando un anor
m al epitelio cúbico. A nivel tubular, se observa im portante 
tum efacción y degeneración, con dism inución evidente del 
ribete en cepillo. El PAS confirm a el infiltrado intersticial y la 
congestión capilar observada en los preparados con H/E.

Al observar la histoarquitectura del riñón m ediante MEB 
luego del tratam iento con Doxorubicina pueden eviden
ciarse en form a tridim ensional los cam bios m orfológicos 
que ocurren en los diferentes segm entos del nefrón. Los 
túbulos renales m uestran im portante desorganización de

Figura 5: Im ágenes de corteza renal observadas por m icroscopía óptica  
(PAS). A y  B tejido renal norm al, C y  D tejido renal a 28 días luego 
del tratam iento con D oxorubicina ( llp g /g ). La im agen A muestra 
una panorám ica a lOx de la corteza renal norm al. En B, un glom érulo  
renal rodeado de túbulos contorneados (40x) ev idenciando un ribete 
en cepillo muy desarrollado y  el claro lím ite exterior del ovillo capilar. 
Las im ágenes C y D (lOx y  40x respectivam ente) evidencian  invo
lución, atrofia y degeneración glom erular, con depósitos de sustancia  
PAS-positiva (A —) y cápsula de Bow m an engrosada m ostrando un 
epitelio cúbico (A ). Los túbulos contorneados se m uestran tum efactos 
con dism inución de su ribete en cepillo (>).

Figura 6: Túbulos contorneados renales obtenidos por M icrosco-pia  
Electrónica de Barrido (1400x). En A, túbulos renal norm ales; en B 
y C a los 14 y 28 días, respectivam ente, luego de la adm inistración  
de D oxorubici-na (llu g/g), donde puede observarse distorsión de la 
histoarquitectura norm al de los túblos

su estructura norm al a partir del día 14 post-D oxorubicina 
(Fig. 6). Esta desorganización se ve acentuada hacia el día 
28 de la experiencia.

A nivel glomerular, la acción nef rotóxica de Doxorubicina 
se m anifiesta a partir de los 7 días post in juria, evolucio
nando de form a que determ ina hacia el día 28 u na intensa 
distorsión acom pañada de depósitos de m aterial, dism inu
ción pronunciada del espacio de Bow m an y pérdida de la 
estructura de la cápsula de Bow m an (Fig. 7).

Hacia el final de la experiencia las pruebas funcionales 
bioquím icas evidencian un ascenso estadísticam ente signifi-



cativo (p< 0.01) en sus valores. En el día 28, la creatininem ia 
se increm entó un 91,5 % por encim a del control, evidenciando 
una dism inución del filtrado glom erular.

En tanto, la urem ia experim entó un ascenso continuo y 
progresivo a partir de los 7 días post D oxorubicina, regis
trándose a este tiem po, una m edia de 42,5 mg/dl (p<0.01). El 
increm ento registró su m áxim o ascenso hacia el final de la 
experiencia, en un 64,83%  por encim a del control (p<0.01)

DISCUSION

Los resultados obtenidos m uestran una correlación 
directa entre la dism inución de la celularidad renal y el 
aumento de la apoptosis, proponiendo que este proceso de 
m uerte celular se halla im plicado en la nefrotoxicidad de 
Doxorubicina. La visualización estructural con m icroscopía 
óptica (tinción con H/E y PAS), en concordancia con previos 
estudios2'5, demuestra claram ente la injuria glom erular y 
tubulointersticial como causa im portante de pérdida en 
la función renal que eventualm ente progresaría hacia una 
insuficiencia renal crónica, inducida por una única dosis de 
Doxorubicina. Esta disfunción renal se pone de m anifiesto 
por m edio de la observación del aum ento progresivo de la 
urem ia a medida que avanzan las alteraciones estructurales. 
Además, los valores hallados de creatininem ia indican una 
im portante dism inución del filtrado glomerular, reforzando 
de esta m anera los hallazgos anatomopatológicos.

Por otro lado, el aumento significativo del hematocrito al 
séptimo día, podría revelar tanto una 
respuesta a la hipoxia tisu lar13 como a alte
raciones hemodinámicas, en relación con 
las alteraciones observadas por MEB.

En conclusión, este estudio básico 
aporta nuevos conocim ientos aplicables 
en el área clínica, acerca de los m ecanis
mos de in juria renal por D oxorubicina, 
que se encontrarían im plicados en los 
procesos de nefrosis en los pacientes 
bajo tratam iento con esta droga.
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