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1. Resumen

El cancer ocupa el tercer lugar de causas de defuncién en la poblacion
mexicana segun el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica,
(INEGI, 2006). Conforme se incrementa el nuevo panorama de la vida
cotidiana se incrementan los factores de riesgo, siendo esta enfermedad un
problema de salud nacional. Los avances tanto tecnolégicos como cientificos
aportan una gran esperanza en el tratamiento de pacientes que presentan
cancer, pero la deteccion temprana aumenta la probabilidad de cura con lo
cual la prevencidon resulta el método mas adecuado para enfrentar la
enfermedad; sin embargo, el porcentaje de defunciones generales causadas
por tumores malignos en el afio de 1997 fue de 11.6% y en el afio de 2006
fue de 12.9%, (INEGI Estadisticas Vitales, 1997-2006). Estas estadisticas
nos permiten sugerir que aun no son suficientes los avances en investigacion
y en tratamiento contra esta enfermedad. La quimioterapia es una alternativa
para el combate de esta patologia basandose en el uso de farmacos
conocidos como antineoplasicos que se administran a pacientes con cancer.
Sin embargo, la poca especificidad y la alta toxicidad de los antineoplasicos

que se emplean representan un obstaculo de esta terapia (Rang, 2004).

El efecto terapéutico de un farmaco esta relacionado con la disposicion
de éste en el sitio de accién (Michinton, 2006). En el caso del cancer, el sitio
de accion son las células tumorales. Los tumores se dividen en tumores
liquidos (leucemias) y tumores solidos (cancer de mama, de pulmoén, de
préstata, de estbmago, cérvico uterino; Pimentel, 2000). El microambiente de
un tumor solido se caracteriza por una vascularizacion heterogénea,
incremento de factores de crecimiento, hipoxia, presion intersticial elevada,
grandes distancias intercapilares etc., condiciones que reducen una
biodistribucidn del farmaco en el centro de un tumor sélido (Jang et al., 2003,
Michinton et al., 2006, Tannock et al., 2002). Asi que es importante

determinar directamente la cantidad de farmaco que esta presente en un



tumor sodlido. Un procedimiento que se ha utilizado para cuantificar la
cantidad del farmaco en el interior del tumor sdlido, es la microdialisis (MD;
Zhou, 2005). Esta técnica es un proceso en el cual a través de una
membrana semipermeable se recolectan sustancias por una transferencia
pasiva que cruzan la membrana en virtud de un gradiente de concentracion
establecido entre un liquido de perfusion y el medio extracelular (Robinson,
1991).

En este trabajo se establecié la caracterizacion del sistema de
microdialisis para la recuperacion del antineoplasico Doxorrubicina (DOXO)
empleando una membrana de poliacrilonitrilo (AN 69) de 5 mm, y empleando
diferentes velocidades de perfusion de 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 pl/min., con
periodos de recuperacion de 20, 30 y 60 min. Ademas se evalud la
estabilidad de la recuperacion de la muestra por un periodo de 36 horas. La
cuantificacion se llevé a cabo por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(“High-performance liquid chromatography, HPLC”) con un método

previamente validado.



2. Introduccion

2.1 Breve historia e incidencia del cancer

La historia del cancer es tan antigua como la historia de la propia humanidad. Los
primeros escritos que hacen referencia de esta enfermedad datan de antes de 1500
a.C. en culturas como la hindu y persa (Estapé, 1991). Sin embargo, la primera
referencia escrita sobre el cancer, fue realizada por Herodoto hacia el afno 520 a.C.
Para el siglo XIV se comenzd con los tratamientos contra el cancer, por ejemplo,
Fabricio (1537-1619) abogo a favor de la extirpacion completa de los tipos de cancer
y describiéo el riesgo de las intervenciones incompletas. Paré (1509-1590) dejé
referencias escritas acerca del tratamiento del cancer de mama. Con respecto a la
metastasis que pueden presentar las células cancerosas, Ledran (1685-1770) estudio
dicho comportamiento en el cancer cutaneo y expresoé la idea de la diseminacion
linfatica a partir del tumor primitivo. La sintesis de sus doctrinas permitieron describir
al cancer como una lesién localizada inicialmente (curable quirdrgicamente), que se
extendia a través de la glandulas linfaticas y tendia a recidivar (Estapé, 1991). Con el
descubrimiento del microscopio acromatico en 1824 en Paris, da inicio a la era
histolégica y Raspail en 1826 demuestra que el crecimiento de los tejidos es
consecuencia de la multiplicaciéon celular, con lo cual comienza las bases para poder
entender el mecanismo de la enfermedad. En ese siglo se crea en Londres la primera
Sociedad para la Investigacion del Cancer (Society for Investigation the Nature and
Cure of Cancer). Aunque esta sociedad tuvo un lapso de vida corto (de 1802 a 1806)
fue el primer intento para el ataque multidisciplinario al problema del cancer (Estapé,
1991).

En 1902, Bowen establece que la prevencion en esta enfermedad puede evitar
el desarrollo de mayores complicaciones y demostré que la extirpacion de la lesion
benigna anula la lesion de la enfermedad. Papanicolau (1943) asienta esta idea con
su trabajo, en el cual introduce la técnica que lleva su nombre y que por simple
examinacion del moco cervical permite el diagnostico del carcinoma del cérvico-

uterino (CaCU) in situ en mujeres asintomaticas (Estapé, 1991).



Actualmente, el cancer es una de las principales causas de muerte en los paises
desarrollados, y se espera que al menos una persona de cada cinco en Europa y
Estados Unidos muera de cancer. Los datos de los ultimos 100 afios sugieren que la

incidencia de la enfermedad va en aumento en estos paises (Abeloff, 2005).

En México en el aio del 2006, el cancer fue la tercera causa de muerte (INEGI.
Estadisticas Vitales, 1997-2006). Cada afio se registran 61 mil decesos y se
diagnostican 100 mil nuevos casos. Entre los hombres los tumores malignos mas
comunes son los de traquea, bronquios, pulmoén, prostata y estomago. En tanto, las
mujeres mueren principalmente por cancer mamario y CaCU (Cruz, 2006). El Instituto
Nacional de Estadistica Geografia e Informatica (INEGI) resalté que de acuerdo con
el volumen de su poblacion, cuatro entidades concentran 37 de cada 100
fallecimientos por cancer, el Distrito Federal 11.1%; Estado de México 10.5%;
Veracruz 8.1% y Jalisco 7.2 % (INEGI, 2006).

El cancer de mama, representa un desafio en materia de salud publica en
nuestro pais, ya que constituye la segunda causa de defuncion por enfermedad
neoplasica en la poblacién femenina mayor de 25 anos, después del CaCU (INEGI,
2006). La mortandad por cancer mamario en México, mantiene una tendencia
ascendente con algunas variaciones en los ultimos registros (INEGI, 2006). En 2002
se notificaron 3,822 muertes por esta causa, lo que corresponde a una tasa de
mortalidad de 15.18 defunciones por 100 mil mujeres mayores de 25 anos. Esta tasa
representa la cifra mas alta jamas alcanzada por el pais y significa que diariamente
mueren un poco mas de 10 mexicanas por cancer mamario. Las perspectivas no son
nada alentadoras, asi lo demuestran las estadisticas. En el afio 2002 datos
preliminares del registro histopatoldgico, indican 11, 242 nuevos casos de cancer de
mama, que se presentaron, una cantidad excepcional si se compara con afios
anteriores en los que la cifra de 10 mil nuevos casos anuales, no se sobrepasaba.
Esto significd que en las instituciones del Sistema Nacional de Salud del pais, en ese
afo, fueron diagnosticados mas de 50 casos de cancer mamario en cada dia
laborable y, lo mas dramatico fue que la gran mayoria de estos casos se

diagnosticaron en etapas avanzadas de la enfermedad (Cruz, 2006).



2.2 Definicion de cancer

El cancer es una enfermedad debida a una proliferacion excesiva de las células que
puede llegar a una diseminacion incontrolada en todo el organismo, que invaden,
desplazan y destruyen localmente y a distancia otros tejidos sanos del organismo
(Pimentel, 2000). El primer sintoma producido por esta poblacion de células en
crecimiento depende de su localizacion. Si surge en la piel, por ejemplo, produciran
un crecimiento de rapida deteccion; en el pulmon puede causar una tos persistente o
un inexplicable ataque de neumonia; en la mama, puede ser detectado simplemente

como un bulto o tumor (Cairns, 1981).

Un tumor es el resultado final del proceso del desarrollo neoplasico, los cuales
usualmente aparecen en un periodo largo en el organismo. El tumor es diagnosticado
clinicamente cuando adquiere un tamafio detectable a la vista o al tacto. De acuerdo
al comportamiento bioldgico y clinico con el organismo que presente el tumor se
pueden tener dos grandes categorias. Tumores benignos y malignos. Por su
expresion en el organismo los tumores pueden ser tumores liquidos o solidos. Un
tumor sdlido no contiene areas con quistes o liquido. Los tumores solidos pueden ser
benignos (no cancerosos) o malignos (cancerosos). Los diferentes tipos de tumores
solidos reciben su nombre por el tipo de células que los forman. Los sarcomas, los
carcinomas y los linfomas son ejemplos de tumores sélidos. Las leucemias (cancer de
la sangre), por lo general no forman tumores so6lidos y son ejemplos de tumores
liquidos (Pimentel, 2000).

Algunos tumores benignos causan serios dafos al organismo por su largo
tamafno o por el lugar donde se encuentre, los cuales pueden producir disturbios en
los organos y tejidos vecinos. Por ejemplo, algunos tumores benignos pueden
producir obstrucciones en vias de circulacion de fluidos corporales, los cuales pueden
tener serios dafos como el tejido del sistema nervioso central. Otros tumores
benignos pueden presentarse en las glandulas endocrinas, como son las adenomas
en las células-B de los islotes de Langerhans del pancreas que pueden producir

dafnos metabolicos en la vida del paciente (Pimentel, 2000).



En la siguiente tabla se muestran las caracteristicas mas importantes de

tumores benignos y malignos.

Tabla 1. Caracteristicas importantes de los tumores benignos y malignos. (Pimentel,

2000).

Benigno

Maligno

Estan bien definidos en relacion con el entorno
del tejido y estan delimitados por una envoltura de

tejido conectivo.

Su crecimiento es lento y su expansion es de
acuerdo a su origen, sin invasion o destruccion del

tejido circundante normal.

No se presenta diseminacién y tampoco da origen

a metastasis.

Normalmente son curables y se pueden remover

por cirugia.

No contribuyen a la reduccion del tiempo

promedio de vida del paciente.

No presentan un contorno definido en relacion
con las demas células normales de alrededor
y no estan delimitadas por una envoltura de

tejido conectivo.

En las etapas avanzadas de su desarrollo, su
crecimiento es aparentemente rapido y es
acompafiado con invasion y destruccion del

tejido normal circundante.

Presentan una tendencia a diseminacion en
forma de metastasis, lo cual da como
resultado la formacién de tumores

secundarios.

La erradicacion total es dificil, lo cual da como
resultado una serie de procedimientos

terapéuticos agresivos.

Su reduccidn, algunas veces, queda limitada

dependiendo de la sobrevida del paciente.




2.3 Quimioterapia en el tratamiento del cancer

La intervencion quirargica, la radioterapia, terapia hormonal y quimioterapia son las
terapias frecuentemente usadas en el tratamiento del cancer y dependen del estadio
en el cual se encuentre la enfermedad y pueden emplearse en combinacion (Myers,
1990).

El termino Quimioterapia fue acufiado por Ehrlich a comienzos del siglo XX con
el fin de describir la utilizacién de sustancias quimicas sintéticas para destruir
microorganismos infecciosos. En los ultimos anos, la definiciéon del término se ha
ampliado e incluye a los antibidticos (que matan o inhiben el crecimiento de otros
microorganismos). También se puede ampliar el término para englobar la
quimioterapia frente al cancer (Rang, 2004). Existen tres métodos para tratar el
cancer ya establecidos, la reseccion quirdrgica, la radioterapia y la quimioterapia. La
importancia de cada una de ellas depende del tipo del tumor y del estadio de su
desarrollo (Rang, 2004). La quimioterapia aislada se puede utilizar como
complemento de otras formas de tratamiento. La quimioterapia adyuvante constituye
la prolongacion ldgica del uso de la quimioterapia en los pacientes que conservan un
riesgo elevado de recidiva una vez que se ha erradicado toda la enfermedad
clinicamente detectable y ha demostrado disminuir el riesgo a recurrencia por lo que
se considera un estandar de tratamiento (Arce, 2006). En algunos canceres
especificos, la aplicacion de quimioterapia antes, de cualquier otro tratamiento
neoadyuvante, puede mejorar la supervivencia o conservacion del érgano y el

mantenimiento de la funcion (Perry, 2005).

El empleo mas frecuente de la quimioterapia contra el cancer tiene lugar en el
tratamiento de las enfermedades avanzadas matastasicas. Aunque sea curativa en
varios canceres avanzados, su caracter es basicamente paliativo para la enfermedad
metastasica. Practicamente todas las pautas de quimioterapia curativa ideadas contra
los tumores malignos recurren a combinaciones de sustancias activas. La
poliquimioterapia también aventaja al empleo de productos por separado en el

tratamiento adyuvante posquirurgico y en el tratamiento neoadyuvante (Perry, 2005).



2.3.1 Objetivo de la quimioterapia

La quimioterapia del cancer tiene como finalidad causar una lesién citotoxica letal que
detenga el progreso del tumor en tratamiento. El ataque suele dirigirse contra los
sitios metabdlicos esenciales para la multiplicacion celular, por ejemplo, los
precursores de purina y pirimidina disponibles para la sintesis de ADN o ARN. Lo
ideal es que estos farmacos solo interfieran con los procesos celulares unicos de las
células malignas. Sin embargo, los farmacos antineoplasicos usados en la
quimioterapia carecen de una accién especifica contra las células cancerosas con lo
cual afectan a las células que proliferan, tanto normales como cancerosas. Por este
motivo casi todos los agentes antitumorales tienen una curva de dosis-respuesta
cercana tanto como para los efectos téxicos como para los terapéuticos; en
consecuencia es importante ajustar las dosis de los farmacos al estado fisico del
paciente (Mycek, 2004).

2.3.2 Desventajas de la quimioterapia

Una de las principales dificultades de la utilizacion de la quimioterapia antineoplasica
es que un tumor habitualmente se encuentra en un estado avanzado antes de que se
diagnostique. Un tumor surge de una sola célula y crece exponencialmente (primeras
fases). Este crecimiento es diferente dependiendo de los tiempos de duplicacion de
cada tumor y son de manera aproximada de 24 horas en el linfoma de Burrkit, dos
semanas en algunas leucemias y tres meses en los canceres de mama (Rang, 2004).
Hacen falta unas treinta duplicaciones para generar una masa celular tumoral con un
diametro de 2 cm, que contiene 10° células. Un tumor de este tamario esta dentro de
los limites de los procedimientos de diagnodsticos, aunque podria pasar por
desapercibido en muchos 6rganos, como el higado. Otras diez duplicaciones darian
lugar a 10" células, una masa tumoral que probablemente sea mortal y que mediria
alrededor de 20 cm de diametro si todas las células estuvieran en un mismo conjunto.
Por tanto, la neoplasia podria ser silente las tres primeras cuartas partes o mas de su
existencia y el problema de detener su desarrollo después del diagnédstico, cuando

existen cifras muy elevadas de células neoplasicas, es considerable (Rang, 2004).



El crecimiento exponencial continuo de este tipo no ocurre de manera habitual.
En la mayoria de los tumores sélidos (pulmon, estbmago, mama, utero, etc.), la
velocidad de crecimiento disminuye al aumentar el tamafio del tumor. Esto se debe en
parte a que el tumor tiende a sobrepasar su capacidad de mantener su aporte
sanguineo, con una necrosis secundaria de su masa, ademas, no todas las células
proliferan de manera continua. Se puede considerar que las células de un tumor
sélido se dividen en tres compartimientos:

« ElI compartimiento A esta formado por células en division, que
probablemente se encuentran continuamente en el ciclo celular

* El compartimiento B lo forman células en reposo (fase Gp): células que
aunque no se estan dividiendo, si pueden hacerlo

» El compartimiento C esta constituido por células que no se pueden dividir,

pero que contribuyen al volumen tumoral (Rang, 2004).

En esencia solo las células del compartimiento A que pueden suponer tan poco
como el 5% de algunos tumores solidos, son sensibles a los principales farmacos
citotéxicos de los que se dispone en la actualidad. Las células del compartimiento C
no representan un problema; es la existencia de las células del compartimiento B la
que hace que la quimioterapia antineoplasica sea dificil, ya que estas células no son
sensibles a los farmacos citotdxicos, aunque pueden pasar al compartimiento A

después de un ciclo de quimioterapia (Rang, 2004).

La mayoria de los farmacos antineoplasicos que se utilizan en la actualidad,
especialmente los que son citotdxicos, afectan sélo a la primera de las caracteristicas
de las células cancerosas que se han sefialado con anterioridad: el proceso de
division celular, es decir, son antiproliferativos; carecen de efectos inhibidores
especificos sobre la invasibilidad, la pérdida de la diferenciaciéon o la tendencia a
producir metastasis. Por ejemplo, su accion antiproliferativa se debe principalmente a
su accion sobre la fase S del ciclo celular y la lesién secundaria del ADN inicia la
apoptosis. Ademas, debido a su efecto principal sobre la division celular, todos
afectan a las células de tejidos normales que se dividen y de esta manera es probable

que originen en mayor o menor medida los siguientes efectos toxicos generales:
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Toxicidad sobre la médula 6sea (mielodepresion), alteracion de la cicatrizacion de
las heridas, pérdida de cabello (alopecia), esién del epitelio digestivo, trastorno en el

crecimiento de los nifos, esterilidad y teratogenicidad (Rang, 2004).

En ciertas circunstancias los farmacos antineoplasicos pueden ser
carcinégenos (es decir, producen cancer por si mismos). Ademas, si hay una rapida
destruccion celular con un catabolismo generalizado de purinas, los uratos pueden
precipitar en los tubulos renales y provocan una lesion renal. Finalmente,
practicamente todos los farmacos antineoplasicos producen nauseas y vomitos
intensos (Rang, 2004).

En particular el farmaco antineoplasico de nuestro interés es Doxorrubicina el

cual sera descrito a continuacion.

2.4 Doxorrubicina

Doxorrubicina (DOXO) es un antibiético antineoplasico aislado de un cultivo de
Streptomyces peucetius. La dosis que se administra es en forma de sal de
clorhidrato en combinacion con lactosa. Su nombre quimico es: 10-[ (3-Amino-2,3,6-
tridoxi-L-lixo-Hexopiranosil) oxi] - 7, 8, 9, 10 - tetrahidro 6, 8, 11 — trihidroxi - 8 -
(hidroxiacetil)-1-metoxi-5,12-nartacanadiona. El nombre genérico es Adriamicina,
aunque recibe otros nombres como: 4-hidroxidaunomicina, Adriacina, Adriblastina,
Rubex ( Figura 1; The Merck Index, 1983).

2.4.1 Caracteristicas generales

La DOXO se clasifica como un antibiético del grupo de la antraciclina. Este farmaco
a menudo se le denomina con su nombre comercial Adriamicina® (analogo
hidroxilado de la daunorrubicina). La DOXO se usa frecuentemente en asociacion
con otros antineoplasicos en tratamientos contra la leucemia aguda linfoblastica, la
leucemia mieloblastica, el tumor de Wilms, la neuroblastoma, los sarcomas 6seos y
los de tejidos blandos, el carcinoma ovarico y de mama, los linfomas Hodgkin y no-
Hodgkin asi como el carcinoma de células pequenas (Florey, 1980; The Merck
Index, 1983).
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Figura 1. Estructura quimica de Doxorrubicina. Se observa el grupo croméforo de la
estructura quimica de DOXO compuesto por los anillos aromaticos a los cuales se les
atribuye el color rojo de la molécula, en la parte inferior izquierda se encuentra la
féormula condensada de DOXO vy la sal, responsable de la solubilidad en sustancias
polares (Tomado de The Merck Index, 1983).

El peso molecular de DOXO es de 543.54 g/mol. En el clorhidrato su peso
molecular es de 580.0 g/mol. Presenta forma de agujas de color rojizas a naranjas,
su punto de fusion es de 204-205 °C, [a] 20D +248° (c = 0.1 en metanol), es soluble
en agua, metanol y en alcohol diluido. El clorhidrato de DOXO es soluble en agua,
solucion salina, metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano. Es practicamente insoluble
en acetona, benceno, cloroformo, éter etilico y éter de petréleo. En soluciones
acidas presenta tonalidades de amarillas a naranjas, en neutras se presenta en
tonalidades rojas a naranjas y en soluciones alcalinas >9 presenta tonalidades de
azul a violetas. DOXO es estable en soluciones acidas en un rango de pH de 3.0 a
6.5 pero se descompone cuando el pH incrementa de 6.5 a 12.0. La dosis letal 50

(DLsp) por via intravenosa en ratones es de 21.1 mg/Kg (Florey 1980).
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2.4.2 Biotransformacion de Doxorrubicina

El metabolismo de DOXO se lleva a cabo de la siguiente manera: 1) reduccion de la
cadena de carbonilo a alcohol, dando como resultado disminucién de la actividad; 2)
la reduccion de un electron a semiquinona en radical libre puede dar como resultado
un superoxido, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo; 3) la reduccién de dos
electrones con formacioén de aglicona, que da por resultado a un intermediario de
quinona metilada que funciona como un agente alquilante, y 4) el hierro puede
quelar la cadena, produciendo una oxidacion y ruptura de esta misma (Myers,
1990).

2.4.3. Propiedades farmacocinéticas de Doxorrobucina

La farmacocinética de DOXO presenta, un volumen de distribucién de 25 litros, con
una union a proteinas del 70%, y circula predominantemente como doxorrubicinol
que es el metabolito mas comun. Con la administracion intravenosa de DOXO, se
alcanza concentraciones plasmaticas de forma rapida y una amplia distribucion
siendo ésta significativa y posterior union a varios tejidos. La excrecion urinaria
determinada por métodos fluorimétricos, alcanza aproximadamente el 4-5% de la
dosis administrada en cinco dias. La excrecion biliar representa la mayor via de
eliminacién, el 40-50% de la dosis administrada se recupera en la bilis o en las
heces en los siete dias siguientes (Myers, 1990). La principal ruta de eliminacion es
la hepatica, por aldo-ceto reductasas, llevando a cabo una reduccion de la cadena,
excrecion biliar, y formacion de aglicona. El factor limitante que predomina en la
eliminacién es la lenta disociacion del farmaco en el tejido debido a la unién el los
sitios de accion, predominantemente ADN, la cual presenta una muy lenta
capacidad de metabolismo en el higado (Myers, 1990). Alteraciones de la funcion
hepatica dan como resultado una lenta eliminacion y consecuentemente un
aumento de la retencion y acumulaciéon en plasma y tejidos. La DOXO no atraviesa

la barrera hematoencefalica (Rang, 2004).
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2.4.4 Mecanismo de accion de Doxorrubicina

La DOXO tiene varias acciones citotoxicas. Se une al ADN e inhibe la sintesis de
ADN y ARN, ademas la reductasa del citocromo P-450 cataliza la reduccién de las
antraciclinasen radicales simiquinonas libres. A su vez éstos reducen el 02
molecular y originan iones superoxido y peroxido de hidrogeno que provocan el
corte de una sola banda del ADN (Mycek, 2004); pero su principal accion citotoxica
parece estar mediada por un efecto sobre la topoisomerasa |l (una ADNgirasa) cuya
actividad ésta notablemente aumentada en las células que proliferan. La
importancia de esta enzima radica en que durante la duplicacion de la hélice de
ADN, debe tener lugar un desdoblamiento reversible alrededor de la horquilla de
replicacion para impedir que la molécula hija de ADN se enrede durante la
segregacion mitética. El desdoblamiento se debe a la topoisomerasa Il, que produce
cortes en las dos hebras de ADN y posteriormente sella las roturas. DOXO se
intercala en el ADN y su efecto consiste, en esencia, en estabilizar el complejo
ADN-topoisomerasa Il después de la ruptura de las hebras, haciendo de esta

manera que el proceso se paralice en este punto (Rang, 2004).

A) B)

™~ boxo

ADN

C)

isomerasa

Figura 2. Mecanismos de DOXO. a) Imagen tridimensional del intercalamiento de DOXO entre la
molécula de ADN, b) Produccion de iones superoxido y peroxido de hidrégeno debido a la
interaccién de DOXO con el O, molécular provocando las fracturas en la banda sencilla del ADN y c)
DOXO inhibe la sintesis de ADN interfiriendo en la accidn de la topoisomerasa (Myers, 1990; Mycek,
2004 y Rang, 2004)
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Los efectos indeseables de DOXO son la mielosupresion, la mucositis, la
alopecia, ademas, puede producir lesiones cardiacas acumulativas relacionadas
con las dosis, que originan arritmias e insuficiencia cardiaca. Esta accidén puede ser
consecuencia de la generacion de radicales libres. La extravasacion en el lugar de

inyeccion puede provocar una necrosis local (Myers, 1990).

2.5 La disposicion del farmaco y su relacion con el efecto

terapéutico en los tumores soélidos.

En seres humanos, los tumores sdélidos son los mas frecuentes (85%; Jang et al.,
2003). La mayoria de los tumores sodlidos, de forma innata o adquirida terminan
siendo resistentes a multiples agentes quimioterapéuticos con estructura quimica y
mecanismos de accion muy diferentes (Sanchez, 2006). Actualmente, la
quimioterapia obtiene un porcentaje significativo de respuestas en un elevado
numero de pacientes que mejoran de manera importante pero, no es menos cierto,
que al cabo de un tiempo, muchos de ellos experimentan recaida de su proceso lo

que les conduce a un desenlace fatal (Moyano, 2008).

El efecto terapéutico de los antineoplasicos en el tratamiento del cancer
depende de una disposicion adecuada del farmaco en las células tumorales (Chu et
al., 2000). Una disposicion deficiente del antineoplasico en las células tumorales
podria resultar en una regeneracién del tumor y un posible desarrollo de células
resistentes (Jang et al., 2003). En los tumores sélidos (cancer de pulmén, de mama
y de coldn) el mantenimiento de la dosis terapéutica tiene un mayor impacto que en
los tumores liquidos (leucemias y linfomas). Aunque los mecanismos intracelulares
son ampliamente reconocidos como factores de resistencia en las células tumorales
y repercusion en el efecto terapéutico, con mayor frecuencia se pone atencién a los
puntos relacionados a la disposicion del farmaco y el transporte de este hacia las
células tumorales y su resultado en el efecto terapéutico (Chu et al., 2000). Para
que el antineoplasico llegue hasta el tumor, el farmaco debe pasar por una serie de
barreras las cuales pueden limitar la presencia del farmaco en las células tumorales
(Chu et al., 2000).
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Los antineoplasicos empleados en el tratamiento del cancer son administrados
por via intravenosa u oral. Después de la administracion sistémica del farmaco, la
disposicion de éste hacia las células tumorales se lleva a cabo en tres procesos: el
transporte en el interior de los vasos sanguineos (circulacion sanguinea), el paso
desde los vasos sanguineos hacia el interior del tejido y el transporte hacia el
interior del tumor desde el espacio intersticial (Jain et al., 1989). Estos procesos son
determinados por las propiedades del farmaco como son: el peso molecular o
tamano de particula, solubilidad, presencia de cargas en la molécula, difusividad,
uniéon a proteinas (Jang et al., 2003; Minchinton et al., 2006) y las propiedades
bioldgicas, fisiologicas y fisicas del tumor, como el microambiente tumoral (Jang et
al., 2003).

2.5.1 El microambiente tumoral como factor que determina la disposicion

del farmaco

La poca respuesta del farmaco en el conjunto de células cancerosas y el ambiente
que rodea a estas, microambiente tumoral, viene a representar la dificultad de la
captacion de un determinado farmaco debido a la capa multicelular relacionado a
una distribucion heterogénea de los vasos sanguineos (Hazlehurst et al., 2000;
Tannock et al., 2002; Tunggal et al., 1999; Tunggal et al., 2000).

Las células cancerosas presentan una proliferacion mas rapida a la formacion
de capilares sanguineos que las células normales. Dicha proliferacion provoca un
distanciamiento entre los capilares sanguineos y los vasos sanguineos (>100 um;
Tannock et al., 2002). Este fendmeno provoca una organizacion deficiente en la
arquitectura vascular, flujo sanguineo irregular y la compresién de vasos
sanguineos y linfaticos (Chaplin et al., 1987). La hipoxia resultante es el sello
caracteristico de microambiente tumoral, ademas la desorganizacion vascular y la
ausencia de funcionalidad de los vasos linfaticos causa un incremento en la presion
del fluido intersticial (Leu et al., 2000; Jain et al., 2002). Finalmente, la estructura y
la composicion de la matriz extracelular puede hacer una disminucién en el

movimiento de moléculas hacia el interior del tumor (Netti et al., 2000).
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En un tumor solido existe una pobre vascularizacion que produce una limitada
liberacion de oxigeno, otros nutrientes y farmacos hacia las células cancerosas.
Ademas, los productos del metabolismo como acido lactico y carbdnico produce una
disminucién en el pH extracelular provocando una acidificacion del microambiente lo
cual puede repercutir en la estabilidad de algunos farmacos ya que a determinado
pH comienzan a ionizarse (Tannock et al., 2002). Ademas, se sabe que las células
malignas que se encuentran en un medio acido evidencian mayor resistencia que
las células normales. Asi, un gradiente de pH hacia la region acida (1-5 de pH)
inhibe la acumulacion intracelular de farmacos que son bases débiles como la
Doxorrubicina (Moyano, 2008). La presencia de células hipdxicas en el tumor soélido
es ampliamente reconocido (Tannock et al., 2002), y se ha establecido que dichas

células son resistentes al tratamiento de radioterapia (Moulder et al., 1987).

2.5.2 Factores farmacocinéticos

Las fallas en el tratamiento con quimioterapia hacia los pacientes se atribuyen en
algunos casos a la farmacocinética y farmacodinamia, los cuales se reflejan en el
desarrollo de una resistencia al tratamiento de los farmacos y una inadecuada
concentracion en el tumor (Galmarini et al., 2003; Hryniuk et al., 1988; Zhou et al.,
2005).

El farmaco después de haber sido administrado por via oral o intravenosa
llega a la circulacién sistémica y las concentraciones del farmaco son determinadas
en plasma en funcién del tiempo después de la administracién (Allen et al., 1982). El
comportamiento del farmaco es descrito por parametros como el volumen de
distribucion (Vd), vida media (t1,2) y depuracién (Cl). Aunque estos parametros son
importantes para determinar la disposicion total del farmaco, los cuales relacionan la
toxicidad que pueden presentar algunos érganos y dan informacién con respecto al
régimen de administracion, también proporcionan informaciéon con respecto a la
penetrabilidad hacia las células tumorales. Por ejemplo, mitoxantrona tiene un Vd
alto debido al secuestro del farmaco en tejidos sanos pero tiene una pobre

penetracion hacia el interior del tejido tumoral (Tannock et al., 2002).



17

La concentracion presente en el tejido blanco es ampliamente reconocido que
esta relacionado con el efecto farmacolégico (Zhou et al., 2005; Jang et al., 2003).
La relacion exitosa entre la concentracion plasmatica y el efecto terapéutico ha sido
definida por una gran variedad de esquemas en diferentes clases de farmacos; la
concentracion plasmatica es comunmente usada como el reflejo de la concentracion
del farmaco en los diferentes sitios del organismo (Masson et al., 1997). Sin
embargo, el microambiente en el interior del tumor es significativamente diferente al
de un tejido sano. Muchos factores tales como el flujo sanguineo heterogéneo,
permeabilidad vascular, y densidad celular, asi como presién intersticial puede
impedir la liberacidén y penetracion del farmaco desde el plasma hacia el interior del
tumor, provocando una compleja relacién entre la concentracion en el plasma,
intersticio y las células neoplasicas (Tannock et al., 2002). La concentracién de un
antineoplasico es menor en el tejido tumoral que en el tejido normal debido a las
diferencias fisioldgicas del microambiente tumoral (Tannock et al., 2002; Zhou et al.,
2005). Esta situacion se puede confirmar en los experimentos realizados por
Zamboni et al, (2002; grafica 1), en los cuales comparan, en dos modelos
experimentales de cancer (melanoma y pulmén), las concentraciones de platino
provenientes del cisplatino (Cis-Pt) en plasma y en el liquido extracelular del tumor

obtenidos por microdialisis reflejando diferencias marcadas en las concentraciones.

2.5.3 La microdialisis como procedimiento de medicion de la distribucion

del antineoplasico en los tumores soélidos

El efecto terapéutico del antineoplasico se determina por la exposicidon del farmaco
en el tumor sélido mas que en las concentraciones plasmaticas (Front et al., 1987;
Blomquist et al.,, 1991; Dikic et al., 1998; Zamboni et al., 2002). Uno de los
obstaculos que se presenta en la farmacocinética de los antineoplasicos se refiere a
la incapacidad de cuantificar de forma directa y exacta la distribucion del farmaco en
el interior de tejido tumoral, lo cual repercute en la caracterizacion de los eventos
farmacocinéticos tales como la liberacién, absorcidn, metabolismo y eliminacion del

farmaco (Brunner et al., 2002).
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Grafical. Estudio farmacocinético de platino libre en muestras plasmaticas y
tumorales después de administrar 10 mg/Kg de cisplatino a modelos tumorales. El

primer modelo tumoral corresponde a un modelo murino de melanoma, pueden
observarse los datos individuales los cuales corresponden a plasma A vy al fluido
extracelular del tumor ®. El segundo modelo tumoral corresponde a un modelo de
xenografos de pulmén de origen humano, se puede observar los datos individuales
los cuales corresponden a plasma A y al fluido extracelular del tumor O (Tomado de

Zamboni, 2002).

La medicion de las concentraciones del farmaco en el tumor no es un aspecto
trivial, ya que esta operacién resulta limitada por factores como el microambiente
tumoral. Hasta la fecha, se han utilizado medidas indirectas para conocer la
concentracion del farmaco en el tumor, tales como el analisis de plasma mediante
estudios farmacocinéticos (Brunner et al., 2002). Por otra parte, las biopsias se usan
como procedimientos rudimentarios para la cuantificaciéon del farmaco y se utilizan
para evaluar solo algunos puntos temporales, sin embargo, este es un proceso
invasivo y éticamente es poco aceptable. Otro procedimiento que comunmente se
ha utilizado para obtener concentraciones tumorales del antineoplasico se refiere a

los homogenados tumorales. En este proceso se evalua la concentracion total del
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farmaco, que representa un promedio de las concentraciones vasculares,
intersticiales y las cantidades intracelulares; las cuales invariablemente limitan la
evaluacion del fendbmeno en un sitio especifico. Otro inconveniente con respecto a
estos procesos es el sacrificio serial de animales. Cada animal contribuye a un
punto de muestreo en un intervalo de tiempo, resultando en una alta variabilidad y la

interpretacion de los resultados resulta comprometida (Chu et al., 2000).

Existen otras alternativas para la cuantificacion del antineoplasico en el tejido
tumoral, las cuales se basan en el empleo de nucleos radioactivos unidos al
farmaco (radiofarmaco), junto con técnicas de medicina nuclear o de
autorradiografia. Sin embargo, estos métodos requieren que el personal se exponga
a la radiacion emitida, ademas de la necesidad de contar con equipos detectores de
radiacion y de generacién y procesamiento de imagenes. Recientemente se ha
usado otro tipo de proceso para la cuantificacion de antineoplasicos en el tejido

tumoral, denominado microdialisis (Brunner et al., 2002).

2.6 Microdialisis

La microdialisis (MD) es una técnica de recoleccion de muestras en sitios
especificos utilizando una membrana semipermeable que se utiliza para evaluar
especies quimicas de los espacios extracelulares en diferentes tejidos (Rocha,
1997). En el proceso de MD se puede utilizar animales anestesiados o en libre

movimiento (Elmquist et al., 1997).

En la MD el farmaco es evaluado en un proceso continuo lo cual refleja una
relacion entre la concentracion obtenida y la del sitio de implantacién de la
membrana de MD. En contraste con las farmacocinéticas tradicionales en sangre o

en tejido, la evaluacion es por puntos de tiempo establecidos (EImquist et al., 1997).

La MD fue originalmente desarrollada para recolectar muestras de
neurotransmisores en sitios especificos del cerebro (Robinson, 1991). El analisis de
las funciones bioquimicas del organismo comunmente se ha llevado a cabo en
muestras sanguineas o en disecciones de tejidos. Sin embargo, las muestras
sanguineas reflejan poco los eventos que ocurren en las células y en los 6rganos;

las disecciones de tejidos representan una imagen detenida de los eventos
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bioquimicos, es decir, una mezcla quimica de organelos, células y el fluido
extracelular. El intercambio quimico entre las células ocurre en el fluido extracelular
pero este compartimiento generalmente es un acceso experimental limitado
(Robinson, 1991). Existe una lista variada de experimentos en los cuales se tiene
acceso en el espacio extracelular en tejido intacto por ejemplo perfusién ventricular,
canulas de “push-pull” (Gaddum. 1961) y copas de perfusion corticales. No
obstante, parece que la idea de introducir una membrana de dialisis en el interior del
tejido fue la que proporciono por primera vez una forma aplicable de interaccién con

el compartimiento extracelular (Robinson, 1991). proveo

Bito et al, en 1966 fueron los primeros en implantar “sacos de dialisis”
conteniendo 6% de dextran en solucidn salina en el interior del tejido subcutaneo
del cuello y en el interior del parénquima en el hemisferio cerebral de perros.
Después de diez semanas los sacos fueros removidos quirirgicamente y se analizé
el contenido de los aminoacidos. Estos experimentos introdujeron la idea de un
“‘compartimiento” rodeado por una membrana de dialisis en los cuales se presenta

un equilibrio en el espacio extracelular (Robinson, 1991).

El principio de la técnica de MD actual fue concebido en 1974, por Ungersted y
Pycock al observar a través de un microscopio de fluorescencia, que la dopamina
radioactiva difundia de las terminales nerviosas a los vasos sanguineos cercanos.
Estos investigadores implantaron entonces fibras de dialisis, que funcionarian como
vasos sanguineos a través de los cuales se recuperarian neurotransmisores

presentes en el espacio extracelular cercanos (Robinson, 1991).

2.6.1 Principio de la microdialisis

El proceso de MD se basa en el fendbmeno de difusién el cual se presenta cuando
una sustancia no esta homogéneamente distribuida en un medio, propicia que
exista una fuerza que tienda a igualar el potencial quimico de la misma en todo el
espacio; produciéndose, por lo tanto un flujo de moléculas desde la partes de donde
sea mayor el potencial quimico de esta sustancia hasta donde sea menor (Figura 2;
Kenneth et al, 2002). Es un proceso espontaneo e irreversible (Sanz, 1992). En

dicho fendbmeno, una sustancia en solucion se expande como consecuencia del
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movimiento de sus particulas, hasta ocupar todo el volumen disponible en el que se
encuentran. El movimiento es constante y al azar, es decir, las moléculas pueden
moverse hacia una direccion u otra de manera indistinta. Sin embargo, si se toma
en cuenta que el numero de particulas de una sustancia dada es mayor en sitios en
los que se encuentra en alta concentracién, predomina el desplazamiento hacia
sitios de baja concentracion. Por ende, se establece una difusion neta de la
sustancia desde los sitios de alta hacia sitios de baja concentracion (Jaitovich,
2003). Solo las moléculas de determinado peso molecular atraviesan la membrana
semipermeable, la cual se caracteriza por un tamafo de poro especifico (Verbeeck,
2000).
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Figura 3. Principio de la microdialisis. El principio basico es la

colocacion de una membrana semipermeable en la cual se lleva
a cabo la difusién pasiva de agua ® y de los solutos entre la

solucion de interés []. En la imagen se observa la direccion hacia
el interior y salida del vehiculo de perfusion -, hacia el interior
de la membrana del analito a recuperar = y la salida del
vehiculo de la membrana == ; dichos intercambios suceden
por el fendmeno de difusién e inicia el intercambio entre las

moléculas (Modificado de Chaurasia, 2007).
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La MD involucra el paso de un vehiculo a determinada velocidad de perfusion
(VP) a través de la membrana (accion llamada perfusién), la cual esta implantada
en un tejido para el caso de modelos experimentales in vivo y en una solucion de
concentracion conocida para el caso de experimentos in vitro (figura 3). Los liquidos
de perfusion o vehiculo es la matriz en la cual va contenido el analito de interés. Los
vehiculos que se emplean en MD varian en su composicién y pH, tales como
solucion salina, solucion Ringer o soluciones buffer. La eleccidn del vehiculo en los
experimentos con MD van enfocados a el sitio donde se va a implantar la canula de
MD, en general son soluciones acuosas con concentraciones de iones de sodio y
potasio en proporciones bajas, sin la presencia de proteinas o0 a muy bajas
concentraciones (Hocht et al., 2007). En algunos casos, el vehiculo puede contener
proteinas para prevenir que el farmaco se adhiera a las paredes de la canula y/o
tuberia (Maidment et al., 1989).

La concentracion del soluto en el dializado, o del analito de interés es una
fraccion de la concentracibn en el espacio extracelular. El porcentaje de
recuperacion (PR) [promedio de la concentracion del analito que se encuentra en el
fluido extracelular alrededor de la canula de microdialisis] se puede calcular con la
concentracion del farmaco en el tejido en el cual se haya implantado la canula
(Elmquist et al., 1997).

Durante la perfusion en la canula de MD, el flujo del vehiculo genera el
movimiento del analito el cual es difundido mediante la formacién de un gradiente
de concentracion que se forma entre dos regiones las cuales estan separadas por
una membrana. Las regiones o espacios en experimentos in vivo, son el fluido
extracelular de los tejidos y la solucion perfundida que se encuentra en la canula de
MD. La difusién ocurre a través de una membrana polimérica. Los compuestos
endogenos (hormonas, neurotransmisores etc.) y compuestos exogenos (farmacos
y sus metabolitos) difunden al interior, mientras que compuestos que han sido
agregados al vehiculo difunden fuera de la solucion de perfusién. Por lo tanto la MD
ademas de ser utilizada para la evaluacion continua de la concentracion de analitos
en el espacio extracelular puede ser usada para la liberaciébn de farmacos en
regiones especificas del tejido. El principio basico del procedimiento de la

microdialisis es crear un “vaso sanguineo artificial” donde la difusion de los
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compuestos se lleva a cabo en direccibn a una zona de baja concentracion

(Elmquist et al., 1997).

IN VIVO IN VITRO

Membrana

Canula
de MD
Flujo al interior
de la canula

Capilar

Difusion del analito bajo
un medio acuoso

Difusion del analito
entre las células

Figura 4. Representacion esquematica de la recuperacion de un soluto in vivo e in vitro.
De la canula de microdialisis se resalta la membrana que es la parte activa. Se muestra la
trayectoria del vehiculo al ser perfundido y las diferencias tanto in vivo como in vitro
alrededor de la membrana. Al final se obtiene la recuperacion in vivo e in vitro (Modificado

de Plock et al., 2005).

2.6.2 Factores que determinan la recuperacion in vitro
2.6.2.1 Velocidad de perfusion

En la canula de microdialisis se lleva a cabo el fendomeno de difusién que a
diferencia de una didlisis, el equilibrio entre las concentraciones no se alcanza ya

que es un proceso dinamico. Por tal razén la velocidad del flujo constante
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determinara la recuperacién del analito. A velocidad baja como es 1 uyL/min el
equilibrio se favorece pero el volumen obtenido es muy bajo para ser analizado,
cuando se usan velocidades mayores a 5 pyL/min el intercambio se impide lo cual
afecta la cantidad de analito recuperada, es decir, la recuperaciéon es inversamente
proporcional a la velocidad de perfusion, asi la recuperacién se acerca al 100%
cuando el flujo es cercano a cero y es minima cuando es rapido (grafica 2;

Benveniste et al., 1990).

Porcentaje de Recuperacion

Velocidad de flujo (WL/min.)

Grafica 2. Efecto de la velocidad de perfusion en la cantidad que se
recupera. A velocidades bajas se favorece la recuperacion, sin
embargo, al incrementar la velocidad de perfusion el porcentaje de
recuperacion disminuye. Condiciones experimentales: CMA/12®
longitud de membrana de 4 mm, sustancias analizadas Dopamina— —
Noradrenalina __ (Tomado de CMA®).

2.6.2.2 Caracteristicas de la membrana

La recuperacion es directamente proporcional al area total de la membrana, con lo
cual, la longitud de la membrana es un factor que determina el porcentaje de

recuperacion (Plock et al., 2005).

La difusion de agua, solutos y moléculas de cierto peso molecular esta
relacionada con la composicion de las membranas (Rocha, 1997). Actualmente

existen mas de 30 materiales diferentes con los que se fabrican las membranas.
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Estos materiales pueden ser de tres tipos: directamente derivados de productos
naturales, semisintéticos y totalmente sintéticos (Aljama et al., 1996). La presencia
de cargas superficiales reduce la recuperacion de ciertas moléculas también con
carga, lo que no sucede con las moléculas neutras (Sandberg et al., 1983). La
membrana de poliacrilonitrilo, la cual se usa en este trabajo, es una membrana
sintética, la cual esta constituida por dos o0 mas mondmeros diferentes (Aljama et
al., 1996).

] Morfologia
Membrana Polimero Grupos i
(membrana) ] Caracter
reactivos
AN-69 Poliacrilonitrilo CN CO "

u
(Poliacrilonitrilo) metalil Asimétrica SOz y
polar

sulfonato

Tabla. 2 Propiedades de la membrana de poliacrilonitrilo. La morfologia se determina controlando el
proceso de precipitacion del polimero durante la fabricacion, mientras que los grupos funcionales son
los propios de cada mondmero, se considera asimétricas a las membranas cuya seccion presenta
diferentes distribuciones de porosidad entre las dos peliculas de recubrimiento y la matriz esponjosa.
Por otra parte, se sefalan los grupos funcionales caracteristicos de cada membrana, con expresion

de caracter quimico (Aljama et al., 1996).

2.6.2.3 Temperatura.

La recuperacién es mayor cuando la temperatura del sistema donde se aplica la

microdialsis se incrementa cerca de 37 °C (Benbeniste et al., 1990).

2.6.2.4 Propiedades del farmaco

Otros factores que determinan el porcentaje de recuperacién estan relacionados
con las propiedades del antineoplasico como son: el peso molecular; capacidad de
atravesar la membrana; el pH en el cual el farmaco no se degrade; cargas en la
estructura quimica las cuales pueden propiciar uniones por afinidad eléctrica entre
los grupos de la membrana y la afinidad de unién que presente el antineoplasico

hacia la membrana y la tuberia (Chaurasia, 2007).
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3. Justificacion

El microambiente de un tejido tumoral presenta caracteristicas fisioldgicas y
fisicas diferentes a las de un tejido no tumoral que limitan la distribuciéon de
los agentes antineoplasicos (Chu et al., 2000; Michinton et al., 2006; Jain et
al., 1989) induciendo diferencias marcadas en las concentraciones de los
antineoplasicos en plasma y en tejido tumoral, lo cual sugiere la necesidad de
implementar procedimientos que permitan la evaluacién directa en el tejido

tumoral y que por lo tanto la concentracién del farmaco sea representativa.

La MD es un procedimiento que permite mediante una membrana, la
evaluacion continua y directa de cualquier farmaco en el tejido tumoral
(Verbeeck, 2000). Los estudios de MD requieren una caracterizacion previa in
vitro en la cual se asegure la recuperacion del antineoplasico bajo las
condiciones de experimentacion (Hansen et al., 1999). Actualmente, solo
existe un estudio en el cual se reporta el porcentaje de recuperacion in vitro
para DOXO empleando una canula de MD comercial bajo condiciones
diferentes con las que se cuenta en el laboratorio donde se desarroll6 el
presente trabajo (Kitazawa et al., 1997). Por lo que es necesario caracterizar
las condiciones propias que generen el mejor porcentaje de recuperacion in
vitro de DOXO vy utilizar dichas condiciones para estudios de farmacocinética

intratumoral en modelos experimentales.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Caracterizar las condiciones O6ptimas que ofrezcan el mejor porcentaje de
recuperacion de Doxorrubicina a través de una canula con membrana de

poliacrilonitrilo mediante un procedimiento de microdialisis.

4.2 Objetivos especificos

Establecer el porcentaje de recuperacion in vitro de Doxorrubicina a diferentes
tiempos de muestreo (20, 30 y 60 min.) y utilizando diferentes velocidades de
perfusion (1.0, 1.5, 3.0, 4.0 y 5.0 yl/min.).

Determinar la estabilidad del porcentaje de recuperacion en el proceso de

microdialisis a 6, 12, y 24 horas.
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5. Hipotesis

En un procedimiento de microdialisis el porcentaje de recuperacion de
Doxorrubicina a través de una membrana estara determinado por las
propiedades de la membrana y la velocidad de perfusibn ya que estas

influyen en el fendmeno de difusidén que se presenta en la microdialisis.
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6. Metodologia
6.1 Soluciones para la microdialisis
6.1.1 Preparacion de vehiculo de perfusion de microdialisis

En balanza analitica (SA80, Scientech®), se pes6 0.9 g de Cloruro de sodio (NaCl,
Técnica Quimica®) y se afor6 en matraz volumétrico de 100 mL con agua
desionizada provenientes de un equipo desionizador (Simplicity 185, MILLIPORE®).
Posteriormente, esta solucién se hizo pasar por un filtro de 0.2 um (Corning®) y se

almacend a —20 °C.

6.1.2 Solucion del sistema de microdialisis in vitro

De una solucién de 2 mg/mL de Doxorrubicina (Lemery®) se tomé una alicuota de
70 pyL y se llevo a un volumen final de 14 mL con vehiculo de perfusién para tener
una solucién de DOXO a 10 ug/mL. De la solucion anterior se prepararon alicuotas
de 4 mL protegidos de la luz con papel aluminio, estas soluciones se almacenaron a

-20 ° C hasta su uso.

6.2 Microdialisis in vitro

Para realizar la MD in vitro se llevaron a cabo dos protocolos, el primero consistio
en realizar la microdialisis a diferentes velocidades de perfusion (1.0,1.5, 3.0, 4.0 y
5.0 uL/min) y con tres periodos de evaluacién (20, 30 y 60 minutos) cada seis horas.
El segundo protocolo consistid en establecer la estabilidad del porcentaje de
recuperacion de la muestra en un intervalo de tiempo maximo de 36 h cada doce

horas.

Para realizar los experimentos de MD se inicid con el montaje del sistema, el
cual consistio en la colocacion de las tuberias, llenado de jeringas del vehiculo y el
ajuste en la bomba de perfusién, la colocacion de la canula de MD vy la
concentracion del sistema. Se inicio estabilizando el sistema, eliminando el dializado
de los primeros cinco minutos, posteriormente se inicid la recoleccion de las

muestras. El proceso se realizd6 a una temperatura de 20 °C, la cual se controlo
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mediante un equipo de clima York ®. El sistema de microdialisis se muestra en la

siguiente imagen.

Cc H
G

Figura 5. Sistema de microdidlisis in vitro. Se muestran los componentes del sistema:
A) control de las velocidades, B) entrada del vehiculo, ¢) bomba de perfusion, d) jeringa
con vehiculo E) canula de microdialisis, F) concentracion del sistema, G) salida del

vehiculo y H) vial contenedor de la muestra.

En ambos protocolos el procedimiento se realiz6 mediante el uso de una
canula de MD acoplada a una bomba de perfusion Bass (modelo MD-1001
Bioanalytical Systems). Las canulas de MD se construyeron con acero inoxidable
(Small Parts Inc.) para la parte externa y para la parte interna fibra de vidrio
(Polymicro Technologies). La parte activa consisti6 en una membrana de
poliacrilonitrilo Hospal de 40 KDa (de un largo de 5 mm), sellada con resina epdxica
en su extremo inferior y en su union con su cara externa (Maidment, 1989). Los
dializados obtenidos se recolectaron en tubos eppendorf de 1 mL y se almacenaron

a -20 ° C hasta su cuantificacion.
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6.2.1 Porcentaje de recuperacion in vitro de Doxorrubicina a diferentes

velocidades de perfusiéon (Protocolo 1)

Una solucién stock de Doxorrubicina (Lemery®) de 10 pg/mL se colocd en un
reservorio y se perfundid a través de ésta el vehiculo de NaCl al 0.9 %(Técnica
Quimica®) a velocidades de 1.0, 1.5, 3.0, 4.0 y 5.0 ul/min; cada velocidad con

periodos de recuperacion de 20, 30 y 60 min.

6.2.2 Estabilidad del porcentaje de recuperacion de doxorrubicina

(Protocolo 2)

Consistié en perfundir como vehiculo NaCl 0.9%, a través de una solucion stock de
DOXO de 10 pyg/ml, a velocidad de 2.0 yL/min con intervalos de tiempo de 0, 6, 12,
24 y 36 horas.

6.3 Cuantificacion de muestras por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resoluciéon (HPLC)

La cuantificacion se realizé en un equipo de HPLC (Waters 650 E) utilizandose una
columna Bondapack C-18 con una longitud 3.9 x 150 mm., con una fase moévil que
consiste en una mezcla de formiato de amonio-acetonitrilo con una proporcién de
55:45, a un flujo de 2 mL/min. Se emple6 un detector de fluorescencia (Waters
2475) con una longitud de A¢ 580 nm y una longitud de Aem 480 nm. Este
procedimiento se llevd a cabo a temperatura ambiente y no se uso derivatizante.
Dicho método se encuentra validado por el grupo de investigacion del laboratorio

donde se desarroll6 este trabajo.

6.4 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como el promedio + error estandar de la concentracion
de Doxorrubicina determinada. Las diferencias estadisticas (p<0.05) se evaluaron
mediante una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via usando el

software “Sigma stat”
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En el siguiente diagrama de flujo se muestra la metodologia general que se

siguio en este trabajo.

Construccion de canulas

l

Montaje del Sistema
Solucion STOCK de 10 0g/mL de DOXO.

\ 4 A 4

Protocolo 1 Protocolo 2

!

Velocidad de perfusiéon
1.0,1.5,3.0,4.0y5.0
pL/min.n =6

Estabilidad de la
l recuperacion de DOXO
AO0,6, 12,24y 36 horas

Tiempo de muestreo
20,30y60 min.n=6

;

Obtencion de dializados

v

Las muestras se almacenaron a -20 °C

!

Cuantificacion de muestras

!

Método de HPLC
Previamente validado

!

Analisis de resultados
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7. Resultados

7.1 Cuantificacion de las muestras en HPLC

La cuantificacion de las muestras se realizé empleando una curva patron de DOXO
a diferentes concentraciones las cuales fueron de: 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 yg/ mL.
La curva patron obtenida correspondiente a un dia de analisis se muestra en la
grafica 3 y cuatro de los cromatogramas obtenidos a diferentes concentraciones se
presenta en la figura 6 y 7. Se us6 como respuesta, la altura del pico de las

muestras la cual se integro mediante el software Millenium®.

12000,00
10000,00 -
8000,00 ~
6000,00 ~

4000,00 -

Altura de pico (mV)

2000,00 ~

0,00 ‘ \ \ \ \ \
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

Concentracion de DOXO (ug/mL

Grafica 3. Curva estandar de DOXO. Se grafica la relacion de alturas obtenidas
contra las concentraciones de DOXO. r’= 0.9992. Los datos se expresan como el

promedio + e.e (n = 3).
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7.1.1 Cromatogramas obtenidos en la cuantificacion

Los cromatogramas del vehiculo (A; blanco), la concentracion de 0.05 ug/mL (B)
figura 6, y 0.5 yg/mL de la curva patrén (C) y una de las muestras obtenidas por

microdialisis (D) son mostradas en la figura 7.
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Figura 6 Cromatégramas tipicos correspondientes a una muestra blanco (A) y una

concentracién conocida de Doxorrubicina de 0.05 yg/mL (B).
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Figura 7. Cromatégramas tipicos correspondientes a una concentracion conocida de

Doxorrubicina de 0.5 yg/mL (C) y una muestra obtenida del sistema de microdidlisis (D).



35

7.2 Porcentaje de recuperacion in vitro de doxorrubicina a

diferentes velocidades de perfusion

Los porcentajes de recuperacion + e.e. de DOXO a diferentes velocidades de
perfusidon y tiempos de recoleccion se muestran en la tabla 3; donde se observa un
rango de 1.90 + 0.17 a 4.29 £ 0.64. El porcentaje de recuperacion se calculé de la

siguiente relacion:

[ ] del dializado

Porcentaje de Recuperaciéon (PR) = X 100
[ ] del sistema
Velocidad Tiempo de
- recoleccién
ML/min.
20° 30° 60"
1,0 2,12+ 0,21 2,38 £ 0,39 2,77 £ 0,25
1,5 1,90 £ 0,17 4,11+ 0,37 4,14 £ 0,22
3,0 3,70 £ 0,56 3,24 + 0,56 4,29 + 0,64
4,0 3,63+0,33 3,50 £ 0,45 2,98 +0,43
5,0 3,32+0,33 4,03+0,30 3,67 £0,34

tee.n=6

Tabla 3 Porcentajes de recuperacion. Los datos se expresan como el promedio
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A continuacién se presentan los graficos correspondientes a los datos de la
tabla 3, en donde se grafica el porcentaje de recuperacién (PR) con respecto a las
diferentes velocidades de perfusion (VP) analizadas en el tiempo de recoleccion
indicado.
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Grafica 4. Porcentajes de recuperacion de DOXO a 20 min a diferentes velocidades de
perfusion. Promedio+ e.en=6
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Grafica5. Porcentajes de recuperacion de DOXO a 30 min a las diferentes velocidades de

perfusion. Promedio+ e.en=6
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Grafica 6. Porcentajes de recuperacion de DOXO a 60 min a las diferentes velocidades de

perfusion. Promedio t e.en =6
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Grafica 7. Porcentajes de recuperacion de DOXO a 20, 30 y 60 min a las diferentes

velocidades que se realiz6 el estudio. Promedio t e.en =6
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Grafica 8. Porcentajes de recuperacion a 20, 30 y 60 min a las diferentes velocidades de

perfusion. Promedio t e.en =6

7.3 Estabilidad del porcentaje de recuperacion de Doxorrubicina

La estabilidad del PR de DOXO usando un flujo constante de 2 pL/min se presenta
en la tabla 4 y gréafica 9, mientras que la estabilidad del PR a un flujo de 2 pyL/min

(interrumpido) se presenta en la tabla 5 y grafica 10.
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Tiempo de recoleccién (Hrs) % de Recuperacion
0 3.35+0.58
6 2.40+0.38
12 1.11+£0.03

Tabla 4. Porcentajes de recuperacion de Doxorrubicina obtenidos a un flujo

constante. Los datos se expresa como la promedio + e.e.n 22
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Grafica 9. Estabilidad de la recuperacion de Doxorrubicina. Se muestran a tiempos de 0, 6 y
12 Hrs los porcentajes de recuperacion obtenidos a la velocidad de 2 pL/min manteniendo

este flujo constante durante las 12 horas. Los datos se expresan como el promedio + e.e n =
6.



40

Tiempo de recoleccién (Hrs) % de recuperaciéon
12 3.44 £0.22
24 5.72+0.43
36 5.80 £ 0.89

Tabla 5. Porcentajes de recuperacion de Doxorrubicina obtenidos a un flujo detenido.

Los datos se expresa como la promedio t e.e.n =2
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Grafica 10. Estabilidad de la recuperacién de la muestra. Se muestran a tiempos de

0,12, 24 y 36 Hrs los porcentajes de recuperacién obtenidos a la velocidad de 2 pL/min
manteniendo este flujo detenido durante las 36 horas. Los datos se expresan como la media +
e.enz=2.*p=0.008 con respecto al tiempo de 12 h utilizando un analisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba deTukey.
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8. Discusion

La microdialisis (MD) es una técnica que permite recolectar sustancias en zonas
especificas, esto se lleva a cabo por el fenobmeno de difusion que se presenta
alrededor de la membrana de MD. Uno de los inconvenientes que se tienen al usar
esta técnica es la incapacidad de una recuperacion total (100%) de las sustancias
de interés. La recuperacion puede lograrse en un intervalo entre <1% y 99 %
(Hansen et al,. 1999). Diversos estudios que utilizan MD reportan una recuperacion
que varia del 0.6 £ 1.6% al 9.1 £ 1.4 (Alec et al, 2006; Xie et al,2000). Esto depende
de factores tales como el tipo y longitud de membrana, el tamafio de la sustancia a
recuperar, su permeabilidad a través de la membrana, estabilidad de la sustancia y
la velocidad a la cual se perfunde el vehiculo. Por tal razén es indispensable
establecer las condiciones in vitro que proporcionen las concentraciones mas altas

de recuperacioén de la sustancia analizada.

Existen reportes de estudios de MD in vitro, como la evaluacion para la
cuantificacion de acetaminofen y fenilpropilamina a partir de disoluciones de
tabletas (Shah et al., 1994), estudios de cinética enzimatica (Zhou et al., 1995),
cuantificacion de metabolitos para caracterizar el metabolismo hepatico (Gunaratna
et al., 1997). Ademas se ha utilizado a la MD para determinar el grado de unién que

tiene la ciclosporina a las proteinas plasmaticas (Ekblom, 1992).

Sin embargo, aun que existen algunos reportes de MD in vitro de agentes
antineoplasicos (Kitazawa et al,. 1997; Zamboni et al,. 2002) solo un estudio se
reportd, en el cual desarrollan una formulacion de liberacion de Doxorrubicina
(DOXO) y utilizan a la MD para la recoleccion y su posterior cuantificacion (Kitazawa
et al en 1997). En este estudio reportan la recuperacioén in vitro de DOXO de 6.04+
1.07% utilizando una membrana de policarbonato, con un tamafo de poro de 20
KiloDaltons (Kda) y una longitud de membrana de 10 mm adaptada a una canula
comercial (CMA/20 ®) y como vehiculo de perfusion utilizan solucion buffer de
fosfatos con alginato de sodio al 2.5%; ademas Maidment et al,1989 reportaron que
la composicion quimica de las membranas que se usan en el procedimiento de MD

repercute en la recuperacion de los opioides. En el presente trabajo se planted
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evaluar el porcentaje de recuperacion de DOXO utilizando una membrana de
poliacrilonitrilo con un tamano de poro de 40 Kda y una longitud de membrana de 5

mm.

Se plantearon dos protocolos; estos consistieron en A) determinar la variable
de velocidad de perfusion en pL/min sobre el porcentaje de recuperacion del
farmaco utilizando la técnica de MD y B) se determind la estabilidad de la
recuperacion de DOXO utilizando dos condiciones diferentes una manteniendo un
flujo constante de 2 uL/min por un periodo de 12 horas maximo y la segunda se
realizd6 a la misma velocidad de perfusion, sin embargo el flujo del vehiculo se
detuvo entre cada periodo de tiempo de muestreo y éste se realizé por intervalos de

tiempo hasta de 36 horas.

A) Porcentaje de recuperacion in vitro de Doxorrubicina a

diferentes velocidades de perfusion

En la tabla 3 se muestran los datos que corresponden a los porcentajes de
recuperacion obtenidos, en los cuales se observa un rango de 1.90 £+ 0.17 a 4.29
0.64% a las diferentes velocidades de perfusién probadas con tiempos de

evaluacion de 20, 30 y 60 minutos.

Especificamente empleando la velocidad de 1.0 yL/min a los tres tiempos de
evaluacion y la velocidad de 1.5 yL/min con un tiempo de evaluacién de 20 minutos
observamos que el porcentaje de recuperacion (PR) es inferior al 2.8 %, al
incrementar la velocidad de perfusion (VP) también se incrementa el PR hasta
alcanzar un valor de alrededor del 4% a partir de una VP de 3 pL/min. EI PR
obtenido a las velocidades de 3, 4 y 5 puL/min no presenta diferencias
estadisticamente significativas. En la figura 13 se presentan los PR con respecto a
las diferentes VP empleando diferentes tiempos de evaluacién y podemos observar
que las VP inferiores a 3 yL/min presentan un PR variable, es decir, no hay un
comportamiento homogéneo, sin embargo, a partir de la velocidad de 3 pL/min, este
comportamiento es menos variable. El la figura 14 observamos que el PR de
Doxorrubicina, bajo nuestras condiciones experimentales es inferior al 3% a la

velocidad de 1 pL/min (con tiempos de recoleccion de 20, 30 y 60 min.) y 1.5 pL/min
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con tiempos de recoleccion de 20 min. Sin embargo, este PR se incrementa hasta

un 4% a velocidades de 3, 4 y 5 pL/min.

En general, una velocidad alta de perfusion le corresponde una recuperacion
baja (Chaurasia et al., 2007; Hansen et al., 1999) sin embargo, los datos obtenidos
en este trabajo nos permiten observar una situacion diferente, esta situacion
posiblemente esta definida por las interacciones que en esta zona se presenten
entre farmaco y membrana como es la propiedad de difusién de Doxorrubicina a
través de la membrana de poliacrilonitrilo. Ademas a velocidades inferiores a 3
ML/min el flujo que se presenta en el interior de la membrana quiza permite el
regreso de la molécula de Doxorrubicina hacia el exterior de la membrana; debido a
que el intercambio entre las moléculas del vehiculo y las del farmaco es un
fendmeno constante y dinamico y que sodlo el flujo al cual se perfunde el vehiculo a

través de la membrana permite esta condicion.

A velocidades de 3.0, 4.0 y 5.0 uL/min la recuperacion es mayor con respecto
a velocidades de 1.0 y 1.5 pyL/min. Tal vez a velocidades de perfusiéon entre 3y 5
ML/min se encuentre la recuperacibn mas alta (grafica 8). Esto podria ser
confirmado si se incrementa la VP, sin embargo, en el caso de la membrana de
poliacrilonitrilo que se usa en la canula de microdialisis, el aumento de velocidad de
flujo podria causar dafo a dicha estructura (Maidment et al,. 1989) y por lo tanto no

es recomendable un aumento de la VP.

Para mejorar la recuperacion de DOXO a través de la MD se propone evaluar
diversos vehiculos de perfusién los cuales disminuyan la posible adhesion del
antineoplasico a las paredes de la tuberia de acero inoxidable de la canula, ya que
es en esta zona donde no se tiene un control sobre este fenémeno, tanto en la
tuberia de entrada y de salida se utiliz6 tuberia de teflon con lo cual se evita una
interaccion en estas zonas; ademas, con las concentraciones de de diversos iones
presentes en el vehiculo de perfusion se puede favorecer el acarreamiento del

farmaco presentandose.

Por otra parte, evaluar diferentes materiales de las membranas como son de

pilicarbonato, celulosa, polietilsufona etc. puede propiciar una mejoria en la
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recuperacion del Antineoplasico debido a las propiedades de difusién de DOXO en

estos materiales (Maidment et al,. 1989).

B) Estabilidad del porcentaje de recuperacion de Doxorrubicina

Los resultados obtenidos del PR de DOXO a un determinado periodo de tiempo nos
permite demostrar que en un intervalo de tiempo de hasta 12 horas la recuperacion
de la muestra, bajo nuestras condiciones experimentales, es constante. Esto es
relevante en un estudio in vivo ya que nos permite establecer hasta que tiempo de
muestreo la recuperacion de DOXO no cambia por las caracteristicas propias de la
membrana. La literatura reporta que en un estudio farmacocinético la eliminacién de
DOXO se logra alrededor de las 4 horas (Zara et al, 1999). Sin embargo, en el
presente trabajo se decidié evaluar la estabilidad de la recuperacion de DOXO
utilizando periodos hasta por 36 h con la finalidad de establecer la estabilidad de la

recuperacion por periodos largos.

El muestreo durante las primeras 6 horas a flujo constante muestra que la
membrana de poliacrilonitrilo comienza a adquirir un color rojizo, caracteristico de la
DOXO, lo cual sugiere una probable saturacion del antineoplasico en la membrana,
posiblemente a una adhesion de las moléculas de DOXO a la superficie de la
membrana. Dicha saturacién probablemente este relacionada con una disminucion

del PR del farmaco como fue observado en nuestros resultados (tabla 4, grafica 9).

Cuando la VP se detuvo durante los intervalos de muestreo mas largos: 12, 24
y 36 h (durante este tiempo la canula de MD se mantuvo sumergida en la solucion
stock del sistema y solo se activé el flujo para recolectar la muestra) se observa un
incremento de PR a las 24 y 36 h con respecto a las 12 h alcanzando valores de
hasta 5.80% + 0.89. Sin embargo, dicho incremento es constante a partir de las 24
h y hasta las 36 h. El incremento puede deberse posiblemente a que la MD es un
proceso dinamico, es decir, el intercambio de las moléculas de DOXO es constante
mientras la velocidad de flujo es constante; cuando se detiene el flujo, se establece
el equilibrio entre el interior y el exterior de la membrana, al iniciar nuevamente el

flujo, lo que se recupera es la cantidad de DOXO que esta en equilibrio.
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Se han reportado varios estudios de recuperacién de agentes antineoplasicos
in vivo empleando el procedimiento de MD en experimentos preclinicos, uno de
estos ha sido la caracterizacion de la recuperacidon in vitro del antineoplasico
metotrexato, empleando una canula comercial con una membrana de 10 mm de
longitud y utilizando como vehiculo de perfusion solucion salina equilibrada Hank's
(HBSS) a una velocidad de 7 puL/min obteniendo un porcentaje de recuperacion de
7.8 £ 1.5 % (Dukic, et al; 1998); Zamboni, et al en 2002, reporta las condiciones
para la recuperacién de cisplatino en experimentos in vivo, también se han
reportado la recuperacion de carboplatino in vitro emplfieando una canula comercial
CMA 10 ® con una membrana cuya longitud es de 16 mm y una velocidad de flujo
de 1.5 pL/min posteriormente utilizan estas condiciones para estudios clinicos
(Blochl-Daum, et al; 1996). Estos estudios confirman que es importante establecer
las condiciones 6ptimas de recuperacion del farmaco. Es importante mencionar que
estos estudios se han realizado con canulas comerciales CMA ® las cuales tienen
un alto costo. La propuesta del presente trabajo es la construccién de las canulas

de MD disminuyendo en gran medida el costo de las mismas.

Uno de los inconvenientes al utilizar la MD es que en los dializados obtenidos
la concentracion recuperada es pequefia (0.05 ug/mL) y que esta se encuentra en
volumenes pequerios (10 L) lo cual implica métodos analiticos lo suficientemente
sensibles para la cuantificacion de las muestras. La Cromatografia de liquidos de
alta resoluciéon (HPLC por sus siglas en inglés) es una opcién para cuantificar los
dializados con las caracteristicas antes mencionadas. En la figura 6 y 7 se pueden
observar los Cromatdégramas obtenidos de algunos dializados por medio del HPLC,
la cantidad minima cuantificable es de 0.05 ug/mL. Otra ventaja que se puede
mencionar del método de cuantificacion es que los dializados se inyectan
directamente al equipo de cromatografia sin un tratamiento previo, lo cual facilita el
analisis de las mismas, ademas, no hay pérdida de la muestra o variaciones por una
manipulacion. Al final del analisis, la concentracion final se ajusta con respecto a la

concentracion stock del sistema y se calcula el PR.

En resumen podemos mencionar que la penetracién y distribuciéon de los
antineoplasicos en un tejido tumoral esta limitada por diversos factores presentes en

el microambiente tumoral. Con la cuantificacién de la concentracion del farmaco
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directamente en el tumor se puede caracterizar la farmacocinética y farmacodinamia
y plantear estrategias para incrementar la concentracion intratumoral de farmacos
antineoplasicos. Existen muchos reportes en los cuales se ha confirmado el
potencial del uso del procedimiento de microdialisis como una técnica de
recoleccion de muestras en el espacio extracelular lo que nos permite la
cuantificacion de farmaco directamente en el sitio blanco. Caracterizar la
recuperacion in vitro de un antineoplasico utilizando un procedimiento de MD nos
permite establecer una aproximacion de la recuperacién que tendra el farmaco en
estudios in vivo asi de esta manera establecer una correlacion de la concentracion

del farmaco a nivel sistémico y su capacidad de penetrar hacia el interior del tumor.
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Conclusion

El procedimiento de microdialisis empleando una canula construida en el laboratorio
con membrana de poliacrilonitrilo, nos permite recuperar el antineoplasico

Doxorrubicina en condiciones in-vitro.

El mayor porcentaje de recuperacion obtenido fue de 4.29 + 0.64 con un

tiempo de recoleccion de 60 minutos a una velocidad de 3 pyL/min.

La recuperacion de Doxorrubicina, utilizando una membrana de poliacrilonitrilo,

es estable en un periodo de 6 h.

Con lo mencionado anteriormente podemos concluir que este trabajo nos
proporciona las condiciones optimas in vitro al usar una membrana de
poliacrilonitrilo para la recuperacion del antineoplasico Doxorrubicina con lo cual se
da un antecedente para el desarrollo de estudios farmacocinéticos a nivel
intratumoral en modelos experimentales utilizando el procedimiento de microdialisis.
Y asi mismo dar una amplia gama de propuestas de estudios en el tratamiento de la

enfermedad del cancer.
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