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Ocena nefrotoksycznosci daunorubicyny oraz wplywu tokoferolu i kwasu
askorbinowego na zmiany powstale w nerkach szczuréw. Czesé 1. vBadania
histologiczne, histochemiczne i biochemiczne

Assessment of Daunorubicin Nephrotoxicity and Effect of Tocopherol and Ascorbic Acid
on Lesions Induced in Rat’s Kidneys. Part 1. Histological, Histochemical and Biochemical
Studies

Daunorubicyna jest antybiotykiem antracyklinowym stosowanym w leczeniu nowotwordw.
Podobnie jak inne leki z tej grupy, wykazuje szereg toksycznych objawow ubocznych. Moze
uszkadza¢ komorki ukiadu krwiotworczego, blony §luzowej przewodu pokarmowego, watroby,
cebulek wloséw i komorki rozrodeze (3, 5, 11, 17). Najpowazniejszym powiklaniem zwigzanym ze
stosowaniem antracyklin jest uszkodzenie migsnia sercowego (2, 4). W wielu pracach opisano
rowniez nefrotoksyczne dzialanie antracyklin (1, 11-—13, 14). Leki te u zwierzat doswiadczalnych pro-
wadza do pojawienia si¢ zespolu nerczycowego, ktory nie wykazuje tendencji do ustgpowania (11, 13).

Wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, ze jedna z glownych przyczyn nefrotoksycznosci antracyklin
Jest dzialanie wolnych rodnikéw powstajacych w procesie biotransformacji tych lekéw (10). Wolne
rodniki, jako wysoce reaktywne zwiazki, gtéwnie wplywaja na lipidy blonowe, grupy sulfhydrylowe
bialek i nukleotydy w DNA. W obecnosci tlenu moga powodowac peroksydacje lipidow w obrgbie
blony komorkowej i blon organelli komérkowych, doprowadzajac do ich uszkodzenia. Poprzez
utlenianie grup sulfhydrylowych bialek moga prowadzi¢ do powstawania mostkow dwusiarcz-
kowych w obregbie czasteczki lub pomiedzy czasteczkami bialek, co powoduje zmiany ich struktury
przestrzennej. A to, jako przyczyna inaktywacji enzymow, prowadzi¢ moze do zaburzen budowy
i czynnosci komorki.

Istnieje szereg systemow chroniacych ustroj przed dziataniem wolnych rodnikéw. Naleza do nich
enzymy degradujace wolne rodniki, np. dysmutaza nadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationo-
wa oraz duza grupa endogennych i egzogennych antyoksydantéw, migdzy innymi tokoferol i kwas
askorbinowy. Istnieja doniesienia o korzystnym wplywie zarowno tokoferolu, jak i kwasu
askorbinowego na obniZenie toksycznego dzialania antracyklin (2, 7, 9). Dotyczy to jednak gléwnie
poprawy tolerancji leku oraz zmniejszenia efektu kardiotoksycznego. Brakuje natomiast danych
odnoszacych si¢ do wplywu antyoksydantéw na poantracyklinowe zmiany w nerkach.

Celem niniejszej pracy byla ocena zmian histologicznych i histochemicznych
powstajacych w nerkach szczuréw otrzymujacych niskie, wielokrotnie po-
wtarzane, dawki daunorubicyny oraz analiza wplywu tokoferolu i kwasu
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askorbinowego na obraz tych zmian, a takZe ocena parametréw biochemicznych
krwi 1 moczu tych zwierzat,

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na 40 szczurach samcach szczepu Wistar w wieku 2,53 miesigcy
o wyjsciowej masie ciata 200—240 g. Zwierzeta zostaly podzielone na 4 grupy doswiadczalne i 8 grup
kontrolnych. Grup¢ I doswiadczalna (A 1) stanowilo 6 szczuréw otrzymujacych daunorubicyne
(Cerubidine Lab. Roger Bellon) rozpuszczona w 0,9% NaCl, dootrzewnowo, 3 razy w tygodniu
w okresie 5 tygodni, w dawce 1,65 mg/kg do osiagnigcia dawki kumulacyjnej 25 mg/kg. Zwierzeta
zabito po zakonczeniu podawania leku. Grupa IT doswiadczalna (A TI) zlozona byla z 6 zwierzat
otrzymujacych daunorubicyng w taki sam sposob i w takich samych dawkach jak szczury z grupy A 1.
Zabito je po 3 tygodniach od podania ostatniej dawki leku. Grupa Il doswiadczalna (B I) skladala
si¢ z 6 szczurow, ktore przed kazdorazowym podaniem daunorubicyny w dawkach i rytmie jak
szczury z grup A 11 A Il otrzymywaly tokoferol dozotadkowo przez sond¢ w dawce 40 mg/kg oraz
kwas askorbinowy domigsniowo w dawce 35 mg/kg. Zostaly usmiercone po zakonczeniu podawania
lekow. Grupa IV doswiadczalna (B II) zlozona byla z 6 zwierzat, ktére otrzymywaly daunorubicyne
oraz kwas askorbinowy i tokoferol jak szczury z grupy B 1. Zwierzeta zostaly zabite po 3 tygodniach
od podania ostatniej dawki leku.

Grupy kontrolne skiadaly si¢ ze zwierzat otrzymujacych: tokoferol dozoladkowo w dawce
40 mg/kg 3 razy w tygodniu w ciagu 5 tygodni i zabite po podaniu ostatniej dawki leku (2 sztuki)
lub po 3 tygodniach od podania ostatniej dawki leku (2 sztuki); otrzymujace dozotadkowo tokoferol
w dawce 40 mg/kg oraz kwas askorbinowy domig$niowo w dawce 35 mg/kg 3 razy w tygodniu
w ciagu 5 tygodni i zabijane po podaniu ostatniej dawki leku (2 sztuki) lub po 3 tygodniach od
podania ostatniej dawki (2 sztuki). Kolejne grupy zwierzat kontrolnych otrzymywaty domigsniowo
kwas askorbinowy w dawce 35 mg/kg 3 razy w tygodniu w ciagu 5 tygodni i byly zabijane po podaniu
ostatniej dawki leku (2 sztuki) lub przezywaly 3 tygodnie dtuzej (2 sztuki). Pozostale zwierzgta
otrzymywaly dootrzewnowo 0,9% NaCl w objetosci odpowiadajacej dawce podawanej daunorubi-
cyny 3 razy w tygodniu w ciagu 5 tygodni i byly zabijane po podaniu ostatniej dawki NaCl (2 sztuki)
lub po 3 tygodniach od podania ostatniej dawki (2 sztuki).

Na 24 h przed zabiciem umieszczano zwierzeta w klatkach metabolicznych i zbierano mocz, a po
zabiciu pobierano krew do badan biochemicznych. W moczu oceniano stgzenie biatka metoda
Robertsa-Stolnikowa, a w surowicy krwi oznaczano stezenie kreatyniny, mocznika i biatka
calkowitego. Wycinki do badan histologicznych utrwalano w 10% formalinie i zatapiano w parafi-
nie. Barwiono je H+E, metoda p.a.S., van Gieson oraz Movata. Wycinki do badan histoen-
zymatycznych utrwalano w plynie Backera o temp. 0—4°C. Po 24 h utrwalania krojono je na
mikrotomie mrozeniowym i wykonywano odczyny na obecnos¢ fosfatazy kwasnej i zasadowe)
wedhug metody Gomoriego w modyfikacji Vorbrodta.

WYNIKI

1. OBRAZ NEREK W MIKROSKOPIE SWIETLNYM

Grupy kontrolne

Obraz mikroskopowy nerek u wszystkich zwierzat grup kontrolnych od-
powiadal opisom normy (ryc. 1).
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Grupy doswiadczalne

Obraz mikroskopowy nerek szczuréw z grup doswiadczalnych wykazywat
zmiany, ktére byly podobne we wszystkich grupach. Wigkszos§é kigbuszkow
nerkowych posiadala poszerzone i znieksztaicone petle naczyniowe (ryc. 2).
Przestrzenie Bowmana wykazywaly nieznaczne poszerzenie w stosunku do
przestrzeni obserwowanych w grupach kontrolnych. Czasami stwierdzano
miernego stopnia pogrubienie torebki Bowmana. Barwienie metodami p.a.S.
i Movata wykazywalo delikatne, ogniskowe pogrubienie blon podstawnych
pojedynczych klebuszkow. W $wietle kanalikéw nerkowych pojawialy sig
waleczki biatkowe (ryc. 3). Nabtonek kanalikow czesto ulegal splaszczeniu,
a ich swiatlo poszerzeniu (ryc. 3).

11. WYNIKI BADAN HISTOCHEMICZNYCH
Fosfataza zasadowa

W nerkach zwierzat z grup kontrolnych odczyn wykazujacy aktywnosé
fosfatazy zasadowej byl wyraznie widoczny w rabku szczoteczkowym kanalikéw
proksymalnych (ryc. 4).

W wiekszosdci kanalikow proksymalnych nerek szczuréow wszystkich grup
doswiadczalnych wystepowalo ostabienie odczynu enzymatycznego wykazuja-
cego aktywnosé fosfatazy zasadowej (ryc. 5).

Fosfataza kwasna

Odczyny histochemiczne na aktywnosé¢ fosfatazy kwasnej w cytoplazmie
nablonka kanalikéw nerkowych byly podobne we wszystkich grupach kontrol-
nych i doswiadczalnych (ryc. 6).

1II. WYNIKI BADAN LABORATORYINYCH

W celu przeprowadzenia analizy statystycznej otrzymanych wynikéw badan
laboratoryjnych postuzono si¢ 2 grupami kontrolnymi. Grupe I kontrolna, do
ktorej odnoszono wyniki badan grup doswiadczalnych I (A I) i III (B I) sta-
nowily zwierz¢ta kontrolne przezywajace taki sam okresjak zwierzeta z obu grup
doswiadczalnych, a wigc 5 tygodni od rozpoczecia doswiadczenia. W odniesieniu
do grup doswiadczalnych II (A II) i IV (B II) grupe II kontrolna stanowily
zwierzgta kontrolne zabite po uplywie tego samego czasu jak zwierzeta
doswiadczalne , a wigc zyjace o 3 tygodnie dluzej niz szczury z grup poprzednich.
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Dobowa utrata biatka z moczem

Sredni biatkomocz w grupie I doswiadczalnej (A I) wynosit 113,3 mg/dobe,
a w grupie II (A II) — 136,9 mg/dobg; w grupie III (B 1) — 99,5 mg/dobe,
aw grupie IV (B IT) — 110,0 mg/dobe. We wszystkich grupach doswiadczalnych
byl on znamiennie wyzszy od $redniego biatkomoczu w grupach kontrolnych,
w ktorych wynosit odpowiednio 7,2 mg/dobg (grupa I kontrolna) i 8,2 mg/dobe
(grupa II koftrolna). Réznice w $rednim dobowym biatkomoczu pomigdzy
grupami doswiadczalnymi nie byly statystycznie istotne.

Stezenie biatka catkowitego w surowicy krwi

W grupie I kontrolnej srednie stezenie biatka calkowitego w surowicy krwi
wynosito 6,39 g% . Zblizony poziom biatka — 6,28 g% stwierdzono w surowicy
krwi zwierzat z grupy II kontrolnej. Natomiast w grupach doswiadczalnych
stezenie biatka w surowicy krwi uleglo statystycznie istotnemu obnizeniu
w poréwnaniu z grupami kontrolnymi.

W grupie I doswiadczalnej (A 1) wynosito 5,25 g%, w grupie II (A II) —
5,22 g%, w grupie III (B 1) — 5,60 g%, a w grupie IV (B I1) — 5,43 g%. Rdznice
pomig¢dzy grupami doswiadczalnymi nie byly statystycznie istotne.

Stezenie kreatyniny i mocznika w surowicy krwi

Nie obserwowano istotnych réznic w stezeniu kreatyniny i mocznika zaréwno
w grupach zwierzat doswiadczalnych, jak i kontrolnych.

DYSKUSJA

Istnieje szereg doniesien opisujacych poantracyklinowe uszkodzenia nerek u zwie-
rzat doswiadczalnych. Podanie nawet jednorazowej dawki antybiotyku antracy-
klinowego moze prowadzié¢ do wystapienia zespotu nerczycowego (1, 11, 13, 14, 17).
Opisuje si¢ pojawienie biatkomoczu (12—135, 17), ktory osiaga wyrazne nasilenie ok.
5. tygodnia po podaniu leku (1, 8). W badaniach wiasnych stwierdzono réwniez
wystapienie znamiennego biatkomoczu u zwierzat wszystkich grup doswiadczal-
nych. Utrata biatka z moczem wplyngta tez na poziom biatka catkowitego
w surowicy krwi badanych szczuréw. We wszystkich grupach doswiadczalnych
sredni poziom biatka w surowicy krwi obnizyl si¢ znamiennie w poréwnaniu
z grupami kontrolnymi. Rezultaty badan dotyczacych poziomu biatka w surowicy
krwi sa podobne do wynikdw uzyskanych przez innych badaczy (1, 13, 15).

Kolejnymi parametrami biochemicznymi ocenianymi u badanych zwierzat
byly stezenia mocznika i kreatyniny w surowicy krwi. W materiale wlasnym
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poziom mocznika i kreatyniny w grupach doswiadczalnych nie odbiegal od
wartosci stwierdzanych w grupach kontrolnych. W dostepnym piSmiennictwie
istnieja sprzeczne dane co do zachowania si¢ stgzenia kreatyniny i mocznika
w surowicy krwi u zwierzat z poantracyklinowa nefropatia. Giroux i wsp. (8)
oraz Young (17) obserwowali wzrost poziomu kreatyniny i mocznika w su-
rowicy krwi u zwierzat doswiadczalnych. Nalezy jednak podkreslié, ze Giroux
i wsp. (8) badali wpltyw adriamycyny na szczury poddane wczesniej jednostron-
nej nefrektomii. Stad tez, by¢ moze, w ich doswiadczeniu lek wywieral bardziej
toksyczny wplyw na jedyna nerke zwierzgcia, co wiazaé si¢ moglo ze wzrostem
ilosci przeptywajacej krwi, a wigc i leku przez t¢ nerke. Inni autorzy,jak Bertani
i wsp. (1), van Hoesel i wsp. (15) oraz Rossman i wsp. (12) nie stwierdzali
zmian stgZzenia kreatyniny w pordwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi.

Oceniajac stgzenie mocznika u zwierzat po podaniu antracyklin Bertani
i wsp. (1) oraz van Hoesel i wsp. (15) nie stwierdzali odchyled od normy.
Natomiast wzrost jego poziomu obserwowal u czesci swoich zwierzat doswiad-
czalnych Young (17). Podwyzszenie st¢zenia mocznika stwierdzal on jednak
wylacznie w grupie zwierzat, u ktérych doszto do powstania poantracyklinowej
kardiomopatii. Prawdopodobnie decydujacy wptyw na obserwowane zaburze-
nia miala niewydolnos¢ serca, rozwijajaca si¢ wskutek uszkodzenia mie$nia
sercowego badanych zwierzat.

Badania biochemiczne krwi i moczu szczurow w doswiadczeniu wlasnym
wykazuja, ze zastosowanie daunorubicyny powoduje uszkodzenie nerek prowa-
dzace do pojawienia si¢ bialkomoczu i hipoproteinemii. Jednak stopien uszko-
dzenia nerek jest nieznaczny i nie prowadzi do ich niewydolnosci.

Podawanie antyoksydantdéw nie wplywa znaczaco na parametry biochemiczne
krwi i moczu u zwierzat otrzymujacych daunorubicyng, gdyz nie stwierdzono
istotnych réznic pomiedzy grupami zwierzat otrzymujacych oraz nie otrzymuja-
cych antyoksydantow.

Morfologicznymi wykladnikami nefrotoksycznosci antracyklin sa zmiany
dotyczace kiebuszkow i kanalikow nerkowych. W grupie I doswiadczainej (A 1),
u zwierzat otrzymujacych daunorubicyng w ciagu 5 tygodni, widoczne byly
poszerzone i znieksztalcone pe¢tle naczyniowe oraz nieznacznie w stosunku do
grupy kontrolnej poszerzone przestrzenie moczowe kigbuszkow. W pojedyn-
czych kiebuszkach dochodzilo do delikatnego, ogniskowego pogrubienia blony
podstawnej. Podobne zmiany obserwowat Sternberg (13) w nerkach szczurow
po uplywie 4 tygodni od podania daunorubicyny w jednorazowej dawce
20 mg/kg. Natomiast Bertaniiwsp. (1), oceniajacy nerki szczuréw po uptywie
podobnego czasu od podania adriamycyny, nie stwierdzali Zadnych nieprawi-
dtowosci poza sporadycznie wystgpujaca wakuolizacja niektérych komorek
blaszki trzewnej. Stosowali oni jednak nizsza, bo wynoszaca tylko 7,5 mg/kg,
jednorazowa dawke leku. Jednak Girouxiwsp. (8), badajacy wplyw wielokrot-
nego podawania adriamycyny na szczury, juz po osiagnieciu dawki kumulacyj-
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nej 7,0 mg/kg obserwowali w nerkach tych zwierzat pojawienie si¢ wyraznych
wakuoli w obrebie podocytow. Do swoich badan uzyli oni jednak szczuréw
poddanych wczesniej jednostronnej nefrektomii.

Obraz mikroskopowy kanalikéw nerkowych w grupie szczuréw otrzymu-
jacych daunorubicyn¢ w ciagu 5 tygodni i usmierconych bezposrednio po
zaprzestaniu podawania leku byl podobny jak opisywany przez innych. W
$wietle kanalikow pojawily si¢ waleczki bialkowe, a nablonek kanalikéw ulegl
splaszczeniu. Analogiczne zmiany w kanalikach nerkowych byly obserwowa-
ne przez Bertaniego 1 wsp. (1), Giroux i wsp. (8) oraz van Hoesela
1 wsp. (15).

Zmianom morfologicznym w nablonku kanalikéw nerkowych towarzyszylo
obnizenie aktywnosci fosfatazy zasadowej w obrebie kanalikéw proksymalnych
nerek zwierzat doswiadczalnych. Enzym ten, odgrywajacy istotng role w trans-
porcie réznych substancji przez blony komorkowe, zlokalizowany jest wilasnie
w rabku szczoteczkowym kanalikow proksymalnych. Stad tez spadek jego
aktywnodci moze by¢ dos$¢ czulym wskaznikiem uszkodzenia tego odcinka
nefronu. :

U zwierzat badanych po 3 tygodniach od zaprzestania podawania leku, a wiec
w grupie 1l doswiadczalnej (A II), stwierdzono obecnos$¢ zmian morfologicznych
w klgbuszkach i kanalikach nerkowych o podobnym charakterze i nasileniu jak
w grupie | doswiadczalnej (A I). Zmiany te przypominaty obserwacje Philipsa
iwsp. (11), ktorzy po uplywie 6—12 miesigcy od podania leku stwierdzili jedynie
ogniskowe pogrubienie blon podstawnych oraz torebki kigbuszka. Inni obser-
wowali znacznie bardziej zaawansowane zmiany. Fajardo 1 wsp. (6) juz
po uplywie 3 miesigcy od rozpoczecia doswiadczenia stwierdzili ogniskowe
stwardnienie kiebuszkdw, polegajace na ucisnigciu i przemieszczeniu wlosniczek
przez kwasochlonny material zawierajacy macierz i komodrki mezangium.
W innych klgbuszkach pojawiaty si¢ wakuole zlokalizowane w przestrzeniach
moczowych. Natomiast Sternberg (13), oceniajac nerki szczuréw po 6—12
miesigcach od podania antracykliny, obserwowatl ogniskowe i segmentowe szkliwie-
nie i stwardnienie pojawiajace si¢ w wickszosci kiebuszkow. Réwniez Sternberg
i wsp. (14) podaja, ze pomigdzy 6 a 12 miesigcem u szczurow otrzymujacych
daunorubicyne rozwinglo sie przewlekie kigbuszkowe zapalenie nerek, w ktorym
w wiekszosci klebuszkoéw stwierdzano rozleglte widknienie, w pojedynczych
klebuszkach wystepowala martwica wloknikowata, inne zas ulegly obliteracji.

Badania wlasne potwierdzity doniesienia innych, ze wywolane przez antracyk-
liny zmiany w nerkach nie wykazuja tendencji do cofania si¢ w miar¢ uplywu
czasu od zaprzestania podawania leku.

Nie wydaje sie, aby antyoksydanty wplywaly na obraz zmian w nerkach
obserwowanych w mikroskopie $wietlnym. Przemawia za tym fakt, ze w obu
grupach doswiadczalnych, w ktorych obok daunorubicyny stosowano réwniez
tokoferol i kwas askorbinowy, nie stwierdzono réznic w obrazie mikrosko-
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powym klebuszkdw i kanalikdw nerkowych w pordwnaniu z grupami otrzymu-
jacymi jedynie antracykling.

Wnioski

1. Powstalym pod wplywem daunorubicyny zmianom morfologicznym
w nerkach, takim jak: poszerzenie petli naczyniowych i przestrzeni moczowych
klebuszkow, delikatne, ogniskowe pogrubienie bton podstawnych petli naczy-
niowych i torebki klgbuszkdw, obecnos¢ wateczkdw biatkowych w kanalikach
nerkowych i poszerzenie $wiatla kanalikow, towarzyszy zwigkszona dobowa

utrata biatka z moczem oraz obnizenie stgzenia biatka catkowitego w surowicy
krwi.

2. Odczyny histochemiczne w nerkach szczuréw pod wplywem daunorubicy-

ny wykazuja zmniejszenie aktywnosci fosfatazy zasadowej w kanalikach pro-
ksymalnych.

3. Zmiany w nerkach nie wykazuja tendencji do ustgpowania po 3 tygodniach
od zakonczenia podawania daunorubicyny.

4. Nie stwierdza si¢ istotnego wplywu antyoksydantow na powstate w wyniku
dziatania daunorubicyny zmiany morfologiczne w nerkach szczurow oraz na
wielko§¢ dobowej utraty bialka z moczem i jego stezenia w surowicy krwi
badanych zwierzat, co pozwala przypuszczaé, ze mechanizm peroksydacji

lipidow nie odgrywa zasadniczej roli w nefrotoksycznosci daunorubicyny
u szczuréw.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Nerka szczura grupy kontrolnej. H+E. Pow. ok. 400 x.

Ryc. 2. Nerka szczura grupy I doswiadczalnej (A 1). H+E. Pow. ok. 400 x.

Ryc. 3. Nerka szczura grupy II doswiadczalnej (A II). H+E. Pow. ok. 400 x.

Ryc. 4. Aktywno$é fosfatazy zasadowej w nerce szczura grupy kontrolnej. Metoda Gomoriego.
Pow. ok. 400 x . :

Ryc. 5. Aktywno$¢ fosfatazy zasadowej w nerce szczura grupy I doswiadczalnej (A I). Metoda
Gomoriego. Pow. ok. 400 x.

Ryc. 6. Aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej w nerce szczura grupy I do$wiadczalnej (A I). Metoda
Gomoriego. Pow. ok. 400 x ..

SUMMARY

Nephrotoxicity of daunorubicin in rats and effect of tocopherol and ascorbic acid on lesions
induced in kidneys by daunorubicin were examined. Daunorubicin induced nephrotic syndrome with
proteinuria and hypoproteinemia. Histological changes in the glomeruli appeared as a dilatation of
capillary loops and enlargement of the urinary space. The glomerular basement membrane showed
minimal thickening. In tubuli protein casts were noticed. No beneficial influence of tocopherol and
ascorbic acid on daunorubicin related nephrotoxicity was observed.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Rat’s kidney of control group. H+E. Magn. ca 400 x .

Fig. 2. Rat’s kidney of experimental group I (A I). H+E. Magn. ca 400 x .

Fig. 3. Rat’s kidney of experimental group II (A I1). H+E. Magn. ca 400 x.

Fig. 4. Alkaline phosphatase activity in rat’s kidney of control group. Gomori’s method. Magn.
ca 400 x .

Fig. 5. Alkaline phosphatase activity in rat’s kidney of experimental group I (A I). Gomori’s
method. Magn. ca 400 x .

Fig. 6. Acid phosphatase activity in rat’s kidney of experimental group I (A I). Gomori’s method.
Magn. ca 400 x .









