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"La ciencia es bella y es por esa belleza que debemos trabajar en
ella, y quizds, algun dia, un descubrimiento cientifico como el
radio, puede llegar a beneficiar a toda la humanidad.”

Marie Curie

|
“Evaluacion de la toxicidad multiorgénica inducida por la doxorrubicina en solucidon y encapsulada en
liposomas mediante la biodistribucion de 8F-FDG y ¢’Ga-citrato”.



Resumen

El cancer es una proliferacion continua y descontrolada de las células. Como en el cuerpo
existe una gran diversidad de células, hay una gran variedad de tipos de cancer, los
cuales difieren en su comportamiento y método de tratamiento. Desde el pasado siglo se
han desarrollado diferentes tratamientos contra el cancer, siendo los mas comunes: la
cirugia oncoldgica, la radioterapia y la quimioterapia. En esta ultima, se utilizan
diferentes agentes que, en su mayoria, producen una gran toxicidad como es el caso de
la Doxorrubicina (DOX). Para reducir particularmente la cardiotoxicidad que induce la
DOX se han creado diferentes formulaciones, una de los cuales consiste en administrarla
encapsulada en liposomas. Sin embargo, aunque se ha demostrado que de esta manera
se disminuye la cardiotoxicidad, la misma puede producir ain toxicidad en otros
organos. Una forma practica para evaluar toxicidad inducida por DOX puede ser a partir
de cambios detectados en la biodistribucion de radiofarmacos (RF). Este método ha sido
utilizado anteriormente para evaluar la toxicidad en érganos especificos como corazéon
y rifiones. Un modelo experimental simple in vivo que permita visualizar de manera
multiorganica cambios en la captaciéon de un RF no ha sido implementado. Los RF
detectan cambios funcionales que preceden a cambios anatémicos, al mismo tiempo
revelan alteraciones metabdlicas precoces mucho antes de que aparezcan sintomas. La
determinaciéon temprana de la toxicidad permitira adoptar tratamientos que eviten su
progresion después de concluida la quimioterapia. Objetivo: Evaluar la toxicidad
multiorganica inducida por doxorrubicina en solucion (DOX) y encapsulada en
liposomas pegilados (DLP) mediante la biodistribucion de 18F-FDG y 67Ga-citrato en
ratones CD1. Metodologia: La experimentacion se llevd a cabo en dos etapas. En la
primera se evalud la biodistribucién de los RF 18F-FDG y ¢7Ga-citrato en ratones macho
CD-1 tratados con DOX. En la segunda etapa solo se evalué el ¢7Ga-citrato; la DOX se
administré a ratones CD-1 machos y hembras en dos formas farmacéuticas, como
Doxo.HCI (DOX) y encapsulada en liposomas como doxorrubicina liposomal (DLP). Los

animales tratados recibieron por via intravenosa una dosis semanal de 5 mg/kg de DOX
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o DLP durante 5 semanas. Una semana después de la ultima dosis, los animales fueron
inyectados con 18F-FDG o ¢7Ga-citrato. Se les extrajeron todos los 6rganos y grasas en los
que se determind el % de captaciéon del RF administrado. A partir de la sangre extraida
se determinaron los valores de las enzimas CK, CK-MB, AST y LDH. En el caso de las
hembras 1 hora antes del sacrificio se evalu6 el ciclo estral. Para el analisis estadistico
se realizé la prueba de U de Mann Whiteney para los grupos control y tratamiento de la
primera etapa. En la segunda etapa se utilizé6 una ANOVA de Kruskal-Wallis seguido de
una comparacion de medias. Resultados: Los animales de los grupos controles
estudiados en ambas etapas tuvieron ganancia de peso o no presentaron pérdida de este,
mientras que los de los grupos tratados mostraron una pérdida significativa de peso
tanto para hembras como machos. En el peso de los 6rganos de los ratones macho, la
prueba ANOVA mostré diferencias significativas en higado, rifiones, testiculos, grasa
gonadal y grasa retroperitoneal entre los tres grupos en estudio (Control, DOX y DLP).
La prueba de Tukey mostré que la variaciéon significativa en el peso de los testiculos,
grasa gonadal y grasa retroperitoneal era debido a la DOX, mientras que la del higado y
rifiones era debida a la DLP. Para hembras la prueba ANOVA mostré que, excepto en
bazo y pulmones, todos los érganos de las ratonas mostraron cambios significativos
durante el tratamiento con DLP, con una mortalidad al concluir el tratamiento que
alcanzo el 67%. En las enzimas la prueba ANOVA mostré diferencias significativas en los
valores de LDH de machos y hembras con respecto al control, asi como valores de CK-
MB. En la prueba de Tukey se encontraron cambios significativos en los valores
promedio de LDH en el grupo control y DLP. Para machos, se encontraron cambios
significativos en la captacién con 18F-FDG en sangre, bazo, cerebro, corazdn, higado,
pulmon, rifdén y grasa inguinal, mientras que para ¢’Ga-citrato encontraron cambios
significativos para pancreas y pulmon. En la biodistribucién de ¢7Ga-citrato en machosy
hembras inyectados con DOXy DLP, se encontraron cambios significativos en los machos
en sangre, bazo, higado, pancreas, pulmones y riflones, mientras que para hembras los
cambios significativos se observaron en todos los 6rganos excepto el pancreas.

Conclusion: El 18F-FDG es mas sensible que el ¢7Ga-citrato para visualizar inflamacion.
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Una vez mas queddé demostrado que los métodos nucleares son mucho mas sensibles

que los métodos de deteccion enzimatica en sangre.
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Abstract

Cancer is a continuous and uncontrolled proliferation of cells. As there is a great
diversity of cells in the body, there are a great variety of types of cancer, which differ in
their behavior and method of treatment. Since the last century, different treatments
against cancer have been developed, being the most common: oncological surgery,
radiotherapy, and chemotherapy. In the latter, different agents are used that, for the
most part, produce great toxicity, such as Doxorubicin (DOX). Different formulations
have been created, one of which consists in administering it encapsulated in liposomes.
However, although it has been shown that cardiotoxicity is reduced in this way, it can
still cause toxicity in other organs. A practical way to assess DOX-induced toxicity can be
from detecting changes in radiopharmaceuticals (RF) biodistribution. This method has
previously been used to assess toxicity to specific organs such as the heart and kidneys.
A simple in vivo experimental model that allows visualizing changes in RF uptake in a
multi-organic way has not been implemented. RF detects functional changes that
precede anatomical changes, at the same time reveals early metabolic disturbances long
before symptoms appear. Early determination of toxicity will allow the adoption of
treatments that prevent its progression after chemotherapy is completed. Objective: To
evaluate the multiorgan toxicity induced by doxorubicin in solution (DOX) and
encapsulated in pegylated liposomes (DLP) through the biodistribution of 18F-FDG and
67Ga-citrate in CD1 mice. Methodology: The experimentation was carried out in two
stages. In the first, the biodistribution of 18F-FDG and ¢7Ga-citrate radiopharmaceuticals
was evaluated in male CD-1 mice treated with DOX. In the second stage, only the ¢7Ga-
citrate radiopharmaceutical was evaluated; DOX was administered in two dosage forms,
as Doxo.HCI and encapsulated in liposomes as liposomal doxorubicin (DLP) to male and
female CD-1 mice. The treated animals received intravenously a weekly dose of 5 mg/kg
of DOX or DLP for 5 weeks. One week after the last dose, the animals were injected with
18F-FDG or ¢7Ga-citrate. All the organs and fats were extracted and the % uptake of the

administered RF was determined in each organ. From the extracted blood, the values of
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the enzymes CK, CK-MB, AST and LDH were determined. In the case of females 1 hour
before the sacrifice, the estrous cycle was evaluated. For the statistical analysis, the U
Mann Whiteney test was performed for the control and treatment groups of the first
stage. In the second stage, a Kruskal-Wallis ANOVA was used followed by a mean
comparison test (Tuckey). Results: The animals in the control groups studied in both
stages had weight gain or did not present weight loss, while those in treated groups had
a significant weight loss for both females and males. Significant differences by ANOVA
(p <0.05) were found in the weight of liver, kidneys, testes, gonadal fat, and
retroperitoneal fat among the male mice of the three groups under study (Control, DOX
and DLP). The Tukey test showed that the significant variation in testicular weight,
gonadal fat and retroperitoneal fat was due to DOX, while that of liver and kidneys was
due to DLP. For females, the ANOVA test showed that, except in the spleen and lungs, all
the organs of the treated mice showed significant changes during the treatment with
DLP, with a mortality at the end of the treatment that reached 67%. In the enzymes, the
ANOVA test showed significant differences in the LDH values of males and females with
respect to the control, as well as CK-MB values. Tukey test revealed that this significant
changes in LDH values are between DLP and control group. = For males we found
significant changes in the 18F-FDG uptake in blood, spleen, brain, heart, liver, lung,
kidney, and groin fat, while for 67Ga-citrate significant changes were found for pancreas
and lung. In the biodistribution of ¢’Ga-citrate in males injected with DOX and DLP, we
found significant changes in the blood, spleen, liver, pancreas, lungs, and kidneys in
males, while for females we found significant changes in all organs except the pancreas.
Conclusion: 18F-FDG is more sensitive than ¢7Ga-citrate to visualize multiorgan toxicity.
Once again it was shown that nuclear methods are much more sensitive than enzymatic

blood detection methods.
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1.0. Introduccion y Objetivos

1.1. Introduccion

El cancer es un proceso de crecimiento continuo y descontrolado de las células. Como
en el cuerpo existe una gran diversidad de células, existen diferentes tipos de cancer,
los cuales difieren en su comportamiento y respuesta al tratamiento [1]. Una
caracteristica del cancer es que invade tejidos cercanos y puede diseminarse a otras
partes del cuerpo a través de los sistemas sanguineo y linfatico. La mayoria de los

canceres se clasifican en tres grupos: carcinomas, sarcomas y leucemias o linfaticos [2].

Desde 2015 la OMS cataloga al cAncer como la segunda causa de muerte a nivel mundial,
mientras que en México resulté ser la tercera causa de muerte en 2018 [3,4]. En la
actualidad hay mas de 100 tipos diferentes de cancer, pero los de mayor incidencia a

nivel mundial y en México (afilo 2018) se muestran en las figuras 1y 2 [5,6].

PANCREAS  LEUCEMIA RINON
o) 437033 (2%
458918 (3%) ( 01403262 2%)

LINFOMA NO HODGKIN )
509590 (3%) UTERO
382069 (2%)
VEJIGA
549393 (3%)
(3%) 4446448
CERVIX (25%)
569847 (3%)
ESOFAGO
572034 (3%) PULMON
- 0,
HIGADO 2093876 (12%)
814080 (5%)
ESTOMAGO
1033701 (6%) MAMA
PROSTATA 2088849 (12%)

1276106 (7%) COLORRECTO
1849518 (10%)

Figura 1. Tipos de cancer mds comunes en el mundo, sin tomar en cuenta sexo y edad.
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Como muestra la figura 2 en el afio 2018 los canceres de mayor incidencia en México

fueron mama, préstata higado, tiroides y utero.

OTROS MAMA
103444 (54%) 27283 (14%)
PROSTATA
25049 (13%)

HIGADO
14900 (8%)

TIROIDES
12122 (7%)

UTERO
7869 (4%)

Figura 2. Incidencia del cdncer en el afio 2018 México sin tomar en cuenta sexo y edad.

Aunque constantemente se desarrollan nuevas formas de tratamiento del cancer todas

parten de tres técnicas convencionales [7]:

. Cirugia oncologica
. Radioterapia
. Quimioterapia.

También se utiliza la denominada Terapia Adyuvante que consiste en un tratamiento
adicional que se administra después del tratamiento primario. Incluye una o mas de
estas tres técnicas convencionales, combinadas o no con otras técnicas alternativas, con
el fin de mejorar la calidad de vida y supervivencia de los pacientes. Tales

combinaciones dependen del tipo y ubicacion del tumor [8].

La quimioterapia es la aplicaciéon de farmacos para eliminar las células cancerosas.

Evita que las células se desarrollen y dividan. Como las células cancerosas crecen y se
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dividen mas rapido que las células normales su efecto es mayor en las células malignas.
Los agentes quimioterapéuticos son muy téxicos y dafian también las células normales,
provocando efectos secundarios que pueden llegar a ser muy nocivos. Sin embargo,
dada su probada eficacia se realizan muchas investigaciones encaminadas a mejorar su

toxicidad [9].

Uno de los agentes quimioterapéuticos mas utilizados es la Doxorrubicina (DOX). La
DOX es muy efectiva para el tratamiento de tumores, pero tiene el inconveniente de que
induce toxicidad dosis-dependiente en diferentes dérganos, principalmente en el
corazon [10]. Para disminuir la toxicidad que la DOX en solucién induce en los pacientes
se han desarrollado formas farmacéuticas a base de liposomas que permiten depositar
en el tejido maligno mayores dosis del medicamento con menores efectos adversos
sobre el corazoén [11,12]. La doxorrubicina liposomal pegilada (DLP) es una de estas
formulaciones. Es menos téxica que la DOX, sin embargo, también produce efectos

secundarios [12].

Una via relativamente sencilla de estimar la toxicidad inducida por medicamentos es
evaluar los cambios que se producen en la biodistribucion de radiofarmacos (RF) [13-
16] ya que la toxicidad inducida por medicamentos aumenta o disminuye la captacion
en organos especificos. La toxicidad inducida por la DOX en corazon y rifiones se ha
evaluado mediante esta técnica [14,16] pero de forma individual. La toxicidad
multiorganica a partir de una sola imagen de cuerpo completo, mediante un RF, no ha
sido abordada en el caso de la DOX. Un modelo experimental simple in vivo que permita
visualizar cambios en la captacién de un RF en varios érganos al mismo tiempo serviria
para diagnosticar toxicidad multiorgdnica temprana, ya que los RF detectan cambios
funcionales a nivel molecular y celular que preceden a los cambios anatémicos y
clinicos por lo que revelan alteraciones metabdlicas precoces mucho antes de que
aparezcan sintomas. La determinacion de la toxicidad temprana permitiria adoptar

tratamientos que eviten su progresion después de concluida la quimioterapia. Tal

3
“Evaluacion de la toxicidad multiorgénica inducida por la doxorrubicina en solucidon y encapsulada en
liposomas mediante la biodistribucion de F-FDG y ¢’Ga-citrato”.



modelo se ha utilizado con éxito en enfermedades autoinmunes para la evaluacién de

sitios de inflamacién en todo el cuerpo [17].
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

Evaluar la toxicidad multiorganica inducida por doxorrubicina en soluciéon (DOX) y
encapsulada en liposomas pegilados (DLP) mediante la biodistribucién de 8F-FDG y

67Ga-citrato en ratones CD1.

1.2.2. Objetivos especificos

1.2.2.1. Comparar la toxicidad inducida por DOX en ratones macho CD1mediante la
biodistribucion de 18F-FDG y ¢7Ga-citrato.

12.2.2. Comparar la toxicidad inducida por DOX y DLP en ratones macho y hembra CD1
mediante la biodistribucién de ¢7Ga-citrato

1.2.2.3. Determinar los valores de las enzimas LDH, CK, CK-MB y AST de los animales
tratados con DOX y DLP.
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2.0. Antecedentes y Marco Teorico

2.1. Doxorrubicina

2.1.1. Doxorrubicina en soluciéon (DOX)

La DOX es uno de los agentes quimioterapéuticos mas efectivos para combatir tumores
malignos hematoldégicos y sélidos [10,18]. Forma parte de las denominadas
antraciclinas, que son un grupo de agentes citostaticos al cual pertenecen la
daunorrubicina, aislada de la bacteria Streptomyces peucetius en 1957, asi como la
hidroxidaunomicina, la idarrubicina y la epirrubicina que fueron aisladas

posteriormente [19,20].

La estructura quimica de la DOX se muestra en la Figura 3. Se compone un anillo
tetraciclico (responsable de su color rojizo) con grupos quinona-hidroquinona en los
anillos C-B, un sustituyente metoxi en el C-4 del anillo D, una cadena lateral corta en el
C-9 del anillo A con un carbonilo en el C-13, y un azicar (daunosamina) en el C-7 del

anillo A [20].

Figura 3. Estructura quimica de la doxorrubicina
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La DOX es muy eficiente para el tratamiento de cancer de mama, higado, colon, ovario,
pulmon, utero, cuello uterino, linfoma, leucemia, enfermedad de Hodgkin y sarcomas
6seos primarios. Su principal inconveniente es la toxicidad dosis-dependiente que

induce en diversos drganos, en particular en el corazén [10,12,14,15,19].

2.1.2. Toxicidad de la DOX
2.1.2.1. Concepto de toxicidad

La toxicidad se define como la capacidad intrinseca que posee un agente quimico de

producir efectos adversos sobre un organismo [21].

Los estudios de toxicidad de los medicamentos son una parte imprescindible de su
desarrollo, y se extienden a lo largo de toda su vida til. Permiten obtener informacién
sobre los efectos adversos que pueden tener lugar bajo condiciones normales o
accidentales. En la etapa de desarrollo se realizan estudios in vitro e in vivo (en animales
y en humanos) que permiten conocer los efectos adversos en condiciones controladas.
Durante toda la vida util del medicamento se realizan estudios epidemiol6gicos
retrospectivos para evaluar reacciones adversas durante su uso habitual o accidental

[22].

Como los agentes quimioterapéuticos ejercen su efecto téxico no solo en las células
malignas sino sobre todas las células del organismo, en particular aquellas que
comparten caracteristicas con las células tumorales, los efectos toxicos secundarios son
inevitables. Se recomienda evaluar su toxicidad después de cada ciclo de quimioterapia

a corto, mediano y a largo plazo [23].

2.1.2.2. Toxicidad de la DOX.
Aunque la cardiotoxicidad es el efecto secundario mas conocido de la DOX [10,12-

15,19], también se han reportado efectos toéxicos renales [24-27], mielosupresion

7
“Evaluacion de la toxicidad multiorgénica inducida por la doxorrubicina en solucidon y encapsulada en
liposomas mediante la biodistribucion de F-FDG y ¢’Ga-citrato”.



[10,28], atrofia en testiculos y grasas [29-33], dafio hepatico [10,29], pulmonar [31] y
cerebral [34], asi como alteraciones en los sistemas urinario, integumentario y nervioso

[10,13,34].

El mecanismo por el cual la DOX induce toxicidad no esta totalmente dilucidado. Se
supone, sin embargo, que es multifactorial y diferente, en parte, al mecanismo
antitumoral [35-38]. Aunque existen criterios contrarios [38,39] se piensa que el estrés
oxidativo provocado por radicales libres y ROS (02, HO®*y H202) asi como el estrés
nitrosidativo provocado por las RNS, en particular NO*®, acompanado de la disminucién
drastica de antioxidantes endogenos, constituye el elemento inicial que desencadena
multiples respuestas moleculares y celulares. [10,13,14,20,36,38,40]. Estas respuestas
dependen de las caracteristicas y funciones de cada 6rgano del cuerpo y conducen a la
apoptosis, necrosis o autofagia en dependencia de la dosis administrada y de factores
intrinsecos del paciente [14,35,36,39,40-42] Algunas respuestas se manifiestan de

manera mas temprana y otras a mas largo plazo

2.1.3. Doxorrubicina Liposomal (DL)
Para disminuir los efectos secundarios que produce la DOX, en particular la
cardiotoxicidad, se han desarrollado formulaciones a partir de liposomas, denominadas

de forma genérica doxorrubicina liposomal, DL [11,12].

Los liposomas son vesiculas nanométricas formadas por bicapas de fosfolipidos
concéntricas separadas por compartimientos acuosos, similares a la membrana celular
(Figura 4). Estas bicapas lipidicas se forman espontdneamente al dispersar en agua
fosfolipidos, neutros o cargados, que se estabilizan por interacciones hidrofébicas y
fuerzas de Van de Waals. Se describieron por primera vez en 1961 por Alec D Bangham
cuando trabajaba en la Universidad de Cambridge y desde su hallazgo a la fecha se han

realizado innumerables estudios sobre su constitucion y aplicaciones en diferentes
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campos, en particular como sistemas transportadores de farmacos (DDS, por sus siglas
en inglés) ya que pueden almacenar, proteger y transferir cantidades apreciables de un

medicamento en el sitio deseado [43-45].

Fosfolipido

Figura 4. Representacién de un liposoma

Los liposomas son muy versatiles debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (tamafio,
composicion lipidica, carga superficial, fluidez de la bicapa, entre otras). La posibilidad
de controlar su tamafio, forma, carga y composicién con el objetivo que se dirijan a un
tejido especifico, con tiempos de acumulacién y eliminacién prestablecidos, permite
que se puedan acoplar moléculas de diferentes propiedades fisicoquimicas y bioldgicas
tanto en el ndcleo acuoso como en la bicapa o sobre la superficie de ésta, por lo que se
consideran los mejores DDS hasta la fecha .Su toxicidad es muy baja pues su tamafio no
les permite atravesar los vasos capilares que se encuentran en la mayoria de los tejidos
normales. Como estan compuestos por moléculas biologicas, son biodegradables [43-
45]. La absorcion, metabolismo, farmacocinética y toxicidad de una droga transportada
por un liposoma dependen mas de éste que de la droga. Por ejemplo, algunos estudios
han mostrado que la droga incorporada a los liposomas se retiene mas tiempo en el
tumor que la droga libre, lo que aumenta la eficacia del tratamiento [12,44,45] La DL
(Figura 5) sin embargo, presenta desventajas pues se acumula en sitios de inflamacion,
asi como en los drganos del sistema fagocitico mononuclear (MPS por sus siglas en

inglés): higado, bazo y medula 6sea [12,45-47].
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Doxorrubicina

Figura 5. Representacion de la Doxorrubicina liposomal (DL)

2.1.3.1. Doxorrubicina Liposomal Pegilada (DLP)

Otra formulaciéon a base de liposomas, desarrollada como DDS de DOX, es la DOX
liposomal pegilada (DLP). En la DLP la DOX se localiza también dentro de la bicapa de
fosfolipidos, pero ésta se encuentra pegilada (recubierta de una capa de PEG o metPEG)
como muestra la Figura 6. La pegilacién crea una capa protectora que estabiliza los
liposomas desde el punto de vista estérico, ayuda a formar una superficie hidrofilica a
su alrededor que interfiere su interacciéon con las proteinas del plasma y reduce la
captacion por el MPS [43,44,45,48]. La DLP se acumula mas en los tumores que en las
células normales del paciente por lo que induce menos toxicidad que la DOX

[12,46,47,49].

Como la DL y la DLP muestran menor toxicidad cardiaca, producen menos alopecia,
mielosupresion, nauseas y vomitos que la DOX, constituyen una mejor opcion para
pacientes con enfermedades cardiacas, pacientes de edad avanzada, pacientes tratados
con anterioridad con alguna antraciclina, asi como pacientes que presentes otros
factores de riesgo [12,44,46,49,50]. Sin embargo, ambas formas no estidn exentas de
inducir toxicidad multiorganica, que puede ser evaluada mediante RF y mediante la

deteccién bioquimica de enzimas.
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Figura 6. Doxorrubicina Liposomal PEGilada (DLP)

2.2. Evaluacion de la Toxicidad

2.2.1. Mediante Radiofarmacos

2.2.1.1. Radiofarmacos

Los radiofarmacos (RF) son medicamentos que contienen en su estructura al menos un
atomo radiactivo y se administran con fines diagndsticos o terapéuticos. Como se
aplican en pequefios volimenes y concentraciones (menos de 10-¢ mol/L) no
desencadenan respuesta inmune o tdxica. Son capaces de detectar los cambios
funcionales a nivel celular y molecular que preceden a los cambios anatémicos y
clinicos por lo que revelan cambios metabodlicos precoces antes de la aparicion de

sintomas.

La biodistribucion de los RF se define como la fraccion de la actividad total
administrada que se distribuye en los diferentes 6rganos y tejidos. Se realiza tanto in
vivo como ex vivo. En el primer caso se obtiene la, imagen del producto en una camara
SPECT o PET, en tanto que en el segundo caso el animal se sacrifica, se extraen los
organos de interés y se mide el % de la actividad total inyectada que se distribuye en
cada uno [51] La biodistribucién normal de un RF se altera debido a la toxicidad
inducida por medicamentos [13-17,52] produciendo bien aumento, bien disminucién
de la captacion en 6rganos especificos. La evaluacion de la toxicidad inducida por DOX

mediante RF se ha enfocado principalmente a la cardiotoxicidad. [13-15] y la funcién
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renal [16]. Efectos toxicos de la DOX en el musculo cardiaco y los rifiones se han
estimado a partir de cambios observados en la biodistribucion de 201TICI [13], 2°mTc-
MIBI [13,14], ?°mTc.pirofosfato [53], mTc-DTPA [16]. También se ha estudiado el
deterioro del metabolismo de la glucosa y los acidos grasos en la cardiomiopatia
causada por la DOX mediante 18F-FDG, 123[-MIPP, °°mTc.Annexin V, 9°mTc-acido
glucarico [14,15]. Sin embargo, la toxicidad multiorganica a partir de una sola imagen
de cuerpo completo con un solo RF ha sido poco abordada. Un modelo experimental
simple que permita visualizar cambios en la captacion de un RF en varios 6rganos al
mismo tiempo serviria para diagnosticar toxicidad multiorganica temprana y
permitiria adoptar tratamientos que eviten su progresion después de concluida la
quimioterapia. Tal modelo se ha utilizado con éxito en enfermedades autoinmunes para

la evaluacion de sitios de inflamacion en todo el cuerpo [17].

2.2.1.1. 18F-FDG

El 18F-FDG es el RF mas utilizado en PET. Como es un analogo de la glucosa; su
captacion en érganos es una medida del metabolismo de esta molécula. Se utiliza en
psiquiatria, neurofisiologia, cardiologia, detecciéon de tumores y la estimacién de la
respuesta metabdlica al tratamiento de éstos [54]. También se aplica en la localizacién
de sitios de inflamacion pues los neutrofilos, macréfagos y leucocitos

polimorfonucleares presentes en tales sitios tienen una alta captacién de glucosa

[55,56].

El 18F se desintegra a 180 por emision de positrones (96.86%, 0.633 MeV) y captura
electronica (3.14%, 1665 keV), seguido de aniquilacion (Figura 7). Tiene un T1/2de 110
minutos. Se produce en ciclotron por las reacciones 80(p,n) 18F y natNe(d,o)18F .La
reacciéon mas utilizada es 180(p,n) 18F, que emplea como blanco 1802 (g) o H2!80 y
protones de 11-17 MeV. Para la reaccion "aNe(d,o)18F se emplea como blanco Ne(g) y

deuterones de 8-14 MeV [57]. E1 18F-FDG se ha utilizado para evaluar la cardiotoxicidad
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inducida por la DOX, debido a que esta antraciclina perturba el metabolismo de la

glucosa [14,15].

8F  T,=110 minutos

1.655 MeV
E
1.022 MeV

5 o
3.14% B
0.633 MeV
96.86%
0.0

180 (estable)

Figura 7. Esquema de desintegracién del 18F

2.2.1.2. ¢7Ga-Citrato

El 67Ga-citrato se utiliza en la detecciéon de procesos infecciosos e infamatorios por
SPECT debido a la alta afinidad del Ga3* por los sideréforos bacterianos [58,59]
mucopolisacaridos acidicos persulfatados [60] y proteinas enlazadoras de Fe3+

presentes en el tejido inflamado [59].

El 67Ga se desintegra a ¢7Zn estable por captura electrénica (100%), emitiendo
radiacion y de diferentes energias (Figura 8) con un T1/2 de 78.3 h [61]. Se produce en
ciclotron por diversos métodos a partir de blancos de Cu y Zn enriquecidos o no. Las
reacciones mas utilizadas son 98Zn (p,2n) ¢’Ga con protones de 20-40 MeV y
67Zn(p,n)¢’Ga con protones de 13 MeV [57]. No se ha utilizado para la evaluacion de

toxicidad inducida por DOX.
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Figura 8. Esquema de desintegracion del 7Ga

2.2.2. Mediante Biomarcadores Enzimaticos

Un biomarcador es un indicador de procesos, eventos o cambios en un sistema
biolégico Tiene la habilidad de reflejar, predecir o tomar el lugar de puntos biolégicos
finales que no pueden medirse directamente o que su medicién implicaria largos
periodos de tiempo [62] Los biomarcadores suelen utilizarse para medir el estado de
salud o para confirmar o rechazar el diagndstico sobre un efecto adverso. Las enzimas
constituyen excelentes biomarcadores debido a que las enfermedades afectan su

funcionamiento, por lo que son muy utiles para detectar la disfunciéon de un 6rgano

[63].

Las enzimas plasmaticas se dividen en funcionales y no funcionales. Las enzimas
funcionales tienen una funcién definida y especifica en el plasma. Su determinacién
tiene interés clinico para evaluar la funcién sanguinea. Las enzimas no funcionales no
tienen una funcidn especifica en el plasma. Cuando se encuentran en niveles mas altos
de lo normal sugieren aumento en la velocidad de destruccion celular y tisular por lo
que brindan una informacién valiosa para el diagnostico y el prondstico [63]. Cuando
la permeabilidad de la membrana plasmatica aumenta, debido al dafio celular, se

liberan enzimas a la circulacion general. Este es el caso de las enzimas creatinina
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quinasa (CK), CK-MB, lactato deshidrogenasa (LDH) y aspartato transaminasa (AST)

que se utilizan en este trabajo.
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3.0 Materiales y Métodos

El trabajo experimental se llevd a cabo en dos etapas. En la primera se evalué la
biodistribucion de los RF 18F-FDG y ¢7Ga-citrato en ratones macho tratados con DOX. La

Figura 9 muestra esquematicamente el estudio experimental realizado.

Ratones machos CD1
de 10 semanas

Control

Tratamiento

l

Delasemana 10 a la 14,
Inyeccion con 0.1 mL de
solucidn salina una vez a la semana

Semana 15:
Biodistribucion

Delasemana 10 a la 14,
Injection with 5 mg/kg de solucion de
Doxoxorrubicing.HCl 2 mg/mL una vez a la semana

Semana 15:
Biodistribucion

I | | |
4 Ratones: 4 Ratones: 6 Ratones: 8 Ratones:
8F-FDG #’Ga-Citrato 18F-FDG §7Ga-Citrato

|

En ambos grupos se analizo:
Control del peso corporal
Peso de los 6rganos
% A.A/g (tejido)

Valor de enzimas

Figura 9. Metodologia utilizada para comparar la biodistribucion de 18F-FDG y 6’Ga-citrato en ratones macho

CD1 tratados con DOX.

En la segunda etapa se evalu6 mediante ¢’Ga-citrato la toxicidad inducida por DOX
(solucion DOX.HCI) y DLP (DOX.HCI encapsulada en liposomas pegilados), tanto en
ratones macho como hembras. La Figura 10 muestra el esquema del experimento

realizado.
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Ratones CD1 machos y hembras
de 10 semanas

Tratamiento

Tratamiento

De la semana 10 a la 14,
Inyeccion de 0.1 mL de
solucidn salina una vez a la semana

De la semana 10 a la 14,
Inyeccion de 5 mg/kg de Doxorrubicina HCI
de 2mg/mL una vez a la semana

De la semana 10 a |z 14, Inyeccidn de 5
mg/kg de Doxorrubicina-liposomal
unavez a lasemana

Semana 15:
Biodistribucion

——

Semana 15:
Biodistribucion

——

Semana 15:
Biodistribucion

——

7 ratonas:
$7Ga-Citrato

4 ratones:
57Ga-citrato

9 ratonas:
§7Ga-Citrato

8 ratones:
57Ga-citrato

6 ratonas:
57Ga-citrato

7 ratones:
$7Ga-citrato

\

)

|

En todos los grupos se analizo:
Peso corporal
Peso de los érganos

Valores de las enzimas CK, CK-MB, AST, LDH
% A.A/g (tejido) de cada radiofarmacos
A las hembras se les determind la fase del ciclo menstrual

Figura 10. Metodologia utilizada para comparar la biodistribucién de 57Ga-citrato en ratones macho y

En la Figura 10 lo cuadros que aparecen sombreados (ratones macho control y
tratamiento con DOX) indican que estos animales fueron los mismos que se utilizaron
en la primera etapa representada en la Figura 9. Los procedimientos experimentales

utilizados en ambas etapas se describen a continuacion.

3.1. Animales

Los estudios con animales se realizaron bajo protocolo de investigaciéon aprobado por
el Comité de Etica e Investigacién de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma del Estado de México. El protocolo se ejecutd de acuerdo con la norma oficial

mexicana Norm 062-Z00-1999 [64] y con las recomendaciones de la Guide for the Care

hembra CD1 tratados con DOXy con DLP.

and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health [65].
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Ratones macho y hembra de la cepa CD1 se mantuvieron en cajas estériles con cama de
aserrin estéril en condiciones de temperatura, humedad y ruido constantes desde el
nacimiento y durante las 5 semanas de tratamiento (semanas 10-14). Los animales
estuvieron bajos ciclosde 12 h de luz/oscuridad. Consumieron agua y comida (standard
PMI 5001 feed) a libre demanda. Se sacrificaron la semana siguiente a la Ultima
administracién de DOX en una cdmara de COz, por lo que quedaron dormidos antes del
sacrificio, eliminando asi el sufrimiento. Las alteraciones en el peso se midieron

semanalmente.

Los animales fueron divididos en dos grandes grupos: control (C) y tratamiento (T). El
grupo C (n=13) se dividi6 a su vez en 3 subgrupos (C-1, C-2y C-3) y el grupo T (n=36)

se dividi6 en 5 subgrupos (T-1, T-2, T-3, T-4 y T-5) como se muestra a continuacion.

C-1 machos (n=4): control 8F-FDG

C-2 machos (n=4): control ¢’Ga-citrato
C-3 hembras (n=5): control ¢7Ga-citrato
T-1 machos (n= 6): DOX-18F-FDG

T-2 machos (n= 8): DOX 7Ga-citrato
T-3 hembras (n=9): DOX ¢7Ga citrato
T-4 machos (n=7): DLP ¢7Ga citrato

T-5 hembras (n=6): DLP ¢7Ga-citrato

3.1.1. Animales del grupo control.

A'los 13 ratones del grupo control (C-1, C-2, C-3) se les administr6 intravenosamente
100 pL de solucidn salina bajo anestesia de isoflurano, durante 5 semanas una vez por
semana (semanas 10-14 de vida). El peso de cada raton se determiné inmediatamente
antes de cada dosis semanal. Una semana después de la ultima administracion (semana
15 de vida), los ratones del grupo C-1 se inyectaron con 800 - 1000 puCi de 18F-FDG y
los de los grupos C-2 (machos) y C-3 (hembras) se inyectaron con 600-800 pCi de %7Ga-
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citrato por via retroperitoneal. Todos los ratones estuvieron bajo 8 h de ayuno antes de

la inyeccion del RF.

Los animales inyectados con 18F-FDG (C-1) se sacrificaron 1 h después de administrado
el producto. A los animales inyectados con ¢’Ga-citrato (C-2 y C-3) se le suspendid el
ayuno 30 min después de la administracion del RF, y fueron libres de consumir alimento
por las siguientes 20 h. Estos ratones se sacrificaron después de 24 h de administrado
el RF y 4 h de ayuno. El sacrificio se realizé en una camara de CO2 que gradualmente
libera un flujo de Oz a 0.5 L/min/10 min. Se les extrajo la sangre, el corazdn, el bazo, el
higado, el pancreas, los pulmones, los rifiones, el cerebro, el timo y los testiculos. De
igual manera, se extrajo la grasa gonadal, inguinal y retroperitoneal (en el caso de las
hembras se extrajeron los ovarios y la grasa pélvica). Los 6rganos y las grasas fueron
traspasados a bolsas de nylon taradas. La actividad debida al 18F-FDG o al ¢7Ga-citrato
se determiné en un medidor de actividad calibrado (Capintec Inc, CRC-55tR). Después
de cuantificar la actividad presente en la sangre extraida de cada animal, esta se
centrifugo para separar el plasma y se determinaron los valores de las enzimas CK, CK-

MB, AST y LDH.

Una hora antes del sacrificio, a los ratones hembra (C-3) se les evaluo el ciclo estral
mediante citologia vaginal. Se insertaron suavemente en el orificio vaginal 0.5 mL de
solucién salina fisiolégica; seguidamente la solucion se absorbi6 con una micropipeta y
se depositdé nuevamente en la vagina. Este procedimiento se repitié 3 veces. Después
de la tercera repeticion se deposit6 una gota del liquido absorbido en un portaobjetos
y se afadio una gota de azul de metileno 1%. El portaobjetos se cubrié con un

cubreobjetos y se examind bajo el microscopio.

3.1.2. Animales de los grupos bajo tratamiento

A los 36 animales del grupo tratamiento se les aplicé el mismo procedimiento que al

grupo control con la diferencia que en lugar de solucién salina se les administré DOX
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(T-1, T-2 y T-3) o DLP (T-4 y T-5). Ambos productos se administraron
intravenosamente durante 5 semanas a dosis de 5 mg/kg para lograr una dosis total
acumulada de 25 mg/kg. Una semana después de la tltima administracién de DOX o
DLP los animales del grupo T-1 se inyectaron con 18F-FDG y los animales de los grupos
restantes se inyectaron con ¢’Ga-citrato, como se describe en el punto 3.1.1. De igual
manera se determino el ciclo estral de las hembras (T-3 y T-5) y se cuantificaron las

enzimas CK, CK-MB, AST y LDH.

3.2. Captacion de los Radiofarmacos en los Organos

Para cada RF se determiné el raton que presenté mayor tiempo de distribucion (tiempo
transcurrido desde la inyeccién del RF hasta el sacrificio) La actividad de cada 6rgano
y grasas de todos los animales se corrigi6 a ese valor de tiempo. A partir del valor de
actividad corregido, el valor de la actividad total inyectada, y el peso del 6rgano o la
grasa se determino el valor de captacion del RF como % de la actividad total inyectada

acumulada en el 6rgano/ peso del 6rgano (Captacion = %AA/peso del 6rgano en g).

3.3. Analisis Estadistico

Las diferencias entre los grupos control y tratamiento con DOX (etapa 1) se evaluaron
mediante la prueba U de Mann Whitney. En la comparacion de los tratamientos con DOX
y DLP (etapa 2) se us6 el ANOVA de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de
comparacién de medias de Tuckey. Se consideraron significativos los valores de p <0.05
para la prueba de 2 colas. Las variables contrastadas fueron: pérdida de peso, peso de
los 6rganos, valor de las enzimas, % de captacion de 18F-FDG y % de captacion de ¢7Ga-

citrato.
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4.0 Resultados

4.1. Control del peso de los ratones

Una de las variables que se emplea para evaluar los efectos nocivos de un medicamento
es el cambio de peso de los animales de experimentacidn. Una pérdida de peso de 15-
20% se considera significativa [66]. La Tabla 1 muestra la diferencia en el peso corporal
A, expresada en %, de todos los ratones utilizados desde el inicio del tratamiento (to)
hasta el dia del sacrificio (tf) en la semana 15. En el grupo C-1+ C-2 la diferencia fue
positiva, y en los grupos restantes, negativa. En el grupo C-1 + C-2 los ratones 3y 5 no
variaron de peso. En el grupo C-3, contrario a lo esperado, los ratones 2, 3, 5y 6
perdieron peso durante el experimento. En el grupo T-4 el ratén 3 gané peso durante

el tratamiento.

Tabla 1. Control del peso de los animales durante el tratamiento

Raton

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14

C-1+C-2 | Pesoto, (g) | 40 37 40 | 39 | 38 37 34 | 44

(n=8) |Pesot;(g) | 41 | 40 | 40 [42 | 38 | 40 | 38 | 48

A, % 25 | 81 | 0 |77 o | 81 | 118 |91
c-3 Peso to, g) 3¢ | 36 | 39 | 34| 35 | 30 | 30
(n=7) Pesots(g) | 35 | 34 | 37 | 35| 33 | 28 | 31

A, % 29 | 56 | 51 |29 | 57 | 67 | 33

T-1+T-2 | Peso to, (g) 37 44 42 43 42 51 44 44 | 41 44 44 51 44 | 44

(n=14) | Peso ty, (g) 34 40 37 37 41 50 42 40 | 30 37 40 51 32 | 44

-A, % 8.1 91 | 119 | 14 2.4 2 45 191 | 27 | 159 | 91 0 27 0
T-3 Peso to, (g) 28 37 37 42 33 35 35 34 | 37
(n=9) Pesot;,(g) | 26 | 35 | 34 [ 40 | 32 [ 34 | 32 [ 31 ] 34

-A, % 7.1 5.4 81 | 48 | 3.0 2.9 86 | 88 | 81
T-4 Peso to, g) 30 33 33 42 40 35 39
(n=7) Pesot;,(g) | 25 | 32 | 34 [ 38| 30 | 34 | 31

-A, % 16.7 | 3.0 | +3.0 | 7.1 25 29 | 205
T-5 Peso to, g) 36 35 33 34 35 32
(n=6) Peso ty, (g) 28 22 22 | 17 | 24 17

-A, % 151 | 371 | 333 | 50 | 31.4 | 469

21

“Evaluacion de la toxicidad multiorgénica inducida por la doxorrubicina en solucidon y encapsulada en
liposomas mediante la biodistribucion de F-FDG y ¢’Ga-citrato”.



La ganancia de peso del grupo C-1 + C-2 estuvo en el rango 2.5% - 11.8% (promedio
5.9%, incluyendo los ratones 3y 5). En el grupo C-3 la variacién de peso fue muy grande,
desde -6.7% a +3.3% (promedio -2%). Se esperaba que, al igual que los machos, el grupo

mostrara ganancia de peso durante el experimento.

En los animales tratados con DOX (T-1 + T-2) los ratones 12 y 14 no variaron el peso
durante el tratamiento. En el grupo T-2 el ratén 9 murié después de la tltima dosis de
DOX y no se utiliz6 en los experimentos de biodistribucion por lo que el grupo quedé
con una n=7. El ratén 13 sin embargo, se utilizé en los experimentos de biodistribucion
debido a que la pérdida de peso superior al 20% se manifesto el dia del sacrificio. La
pérdida de peso de este grupo estuvo en el rango de -2% a -27% (promedio -10.0%).
En el caso de las hembras (T-3) todas manifestaron una pérdida de peso que estuvo en

el rango -2.9 a -8.8% (promedio - 6.3 %).

En los animales tratados con DLP, a excepcion del ratén 3 del grupo T-4, que mostré un
aumento de peso del 3%, el resto presenté una apreciable pérdida de peso. En este
grupo la variacion de peso estuvo en el rango de -25% a +3.0% (promedio -10.7%). El
raton 5 del grupo T-4 murié después de la ultima dosis de DLP por lo que no se utilizo
en el experimento de biodistribucién, quedando el grupo con n=6. El grupo T-5 mostro
una situacion muy desfavorable. La pérdida de peso de los animales de este grupo
estuvo en el rango de -22.2% a -50% (promedio -36.8%). Después de la ultima dosis de
DLP solo sobrevivieron los ratones 2 y 3. Todos los animales de este grupo presentaron

sintomas de caquexia en la semana posterior a la tltima dosis de DLP.

Variaciones significativas en la pérdida de peso de animales tratados con DOX,
atribuidas a un estado metabdlico desfavorable, se han obtenido por otros autores a
mayores dosis que las usadas en el presente trabajo [24,32, 67-69]. Se esperaba que los
animales tratados con DLP tuvieran menor pérdida de peso debido a la menor toxicidad

que la DOX encapsulada induce con respecto a la DOX libre [11,12,44,70].
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La variacién de peso que se produjo en los grupos control y tratamiento mostré que la
DOX produjo una significativa reduccién de peso en los ratones macho (p< 0.05), pero
no en las hembras (p>0.05). El tratamiento con DLP produjo pérdida significativa de

peso tanto en machos como hembras (p<0.05).

4.2. Peso de los organos de los ratones en el momento del
sacrificio

4.2.1. Peso de los 6rganos de los ratones macho

La Tabla 2 muestra el promedio y la desviacién estandar (media + DE) del peso de los
organos de los ratones de los grupos control (C-1+ C2), tratamiento con DOX (T1+T2)
y tratamiento con DLP (T-4) una semana después de la ultima dosis de medicamento.
Los valores se refieren al momento en que los animales fueron sacrificados. Se muestra

también el valor de p obtenido en la comparacion de los grupos mediante ANOVA de

Kruskal-Wallis

Tabla 2. Control del peso de los animales durante el tratamiento

] Peso de los érganos (g)
Organo Control + DE DOX + DE DLP + DE p
C-1+C-2 T-1+T-2 T-4 Kruskal-Wallis
(n=8) (n=13) (n=6)
Bazo 0.24+0.06 0.24+0.11 0.33%x0.17 0.21
Cerebro 0.49+0.06 0.51+0.03 0.50+0.1 0.21
Corazoén 0.22+0.02 0.22+0.02 0.23+0.11 0.14
Higado 2.46x0.17 2.58+0.51 1.95+0.33 0.02
Pancreas 0.37£0.1 0.32+0.05 0.27£0.12 0.06
Pulmones 0.47+0.07 0.40+0.05 0.41+0.14 0.11
Rifiones 0.67+0.07 0.65+0.1 0.53+0.14 0.04
Testiculos 0.35+0.05 0.14+0.03 0.28+0.35 0.005
Timo 0.06+0.03 0.03+0.02 0.04+0.03 0.05
Grasa Gonadal 0.44+0.17 0.23+0.1 0.20+0.13 0.01
Grasa Inguinal 0.32+0.13 0.25+0.18 0.43+0.46 0.33
Grasa Retroperitoneal 0.11+0.08 0.05+0.06 0.07+0.12 0.03
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La prueba ANOVA mostro6 diferencias significativas en higado, rifiones, testiculos, grasa
gonadal y grasa retroperitoneal. La prueba de Tukey mostr6 que la variacién
significativa en el peso de los testiculos, grasa gonadal y grasa retroperitoneal se debi6
a la DOX, en tanto que la variacion del peso de higado y rifiones se debié a la DLP. El
timo mostré una disminucién de peso del 50%, pero debido a la gran variabilidad se
obtuvo una p dudosa (p=0.05). Se realiz6 entonces una prueba U de Mann Whitney para
comparar por separado cada tratamiento con el control. El tratamiento con DOX arrojo
diferencias significativas (p=0.03) con respecto al control, pero no el tratamiento con
DLP (p=0.08). La degeneracion del timo a causa de la DOX, capaz incluso de
comprometer el sistema inmune, ha sido reportada [71]. Los testiculos constituyen uno
de los 6rganos diana de la DOX, cuya distrofia se aprecia incluso a dosis menores a las
utilizadas en nuestro experimento [10,30,31]. Las grasas disminuyen también de
manera significativa durante el tratamiento con DOX [32]. La influencia de DLP en el
peso de higado y rifiones se debe, probablemente, a que los liposomas se atrapan
facilmente por las células fagociticas del higado y se aclaran por la via renal [43,44] por

lo que tienden a afectar ambos érganos.

Aunque los cambios en el peso de los 6rganos constituyen una variable util en estudios
toxicologicos, no siempre se correlacionan con las variaciones del peso de todo el
cuerpo [72]. Algunos autores han sefialado que la DOX no provoca cambios
significativos en el peso de los rifiones, el corazon y el tejido adiposo retroperitoneal de
animales tratados [10,24,68]. Otros autores sefialan, sin embargo, significativa pérdida
de peso en bazo a dosis superiores a las empleadas en nuestro estudio, que atribuyen a

la toxicidad inducida por la DOX [73].

4.2.2. Peso de los 6rganos de los ratones hembra

La Tabla 3 muestra el promedio y la desviacion estandar (media + DE) del peso de los

organos de los ratones hembra de los grupos C-3, T-3 y T-5 empleados para evaluar la
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toxicidad inducida por la DOX (T-3) y la DLP (T-5). Los valores se refieren al momento
en que los animales fueron sacrificados. Se muestra también el valor de p obtenido en

la comparacién de los grupos mediante ANOVA de Kruskal-Wallis.

Tabla 3. Peso de los érganos de los ratones hembra de los grupos control (C-3) y tratamiento con

DOX (T-3) y DLP (T-5) el dia del sacrificio

] Peso de los érganos (g)
Organo Control + DE DOX + DE DLP + DE p
C-3 T-3 T-5 Kruskal-Wallis
(n=7) (n=9) (n=2)

Bazo 0.21+0.05 0.28+0.14 0.27+0.18 0.57
Cerebro 0.48+0.04 0.48+0.03 0.40+0.01 0.004
Corazoén 0.17+0.02 0.18+0.02 0.126+0.001 0.003
Higado 1.79+0.24 2.11+0.34 1.36x0.30 0.002
Pancreas 0.28+0.06 0.27£0.06 0.16+0.05 0.008
Pulmones 0.42+0.11 0.34+0.06 0.46x0.25 0.36
Rifiones 0.46+0.04 0.42+0.03 0.32+0.02 0.0009
Ovarios 0.03+0.01 0.02+£0.01 0.017+0.001 0.0008
Timo 0.06+0.01 0.02+£0.01 0.02+0.01 0.0006
Grasa Gonadal 0.24+0.40 0.03+0.02 0 0.001
Grasa Inguinal 0.46+0.12 0.32+0.14 0 0.002
Grasa Retroperitoneal 0.07+0.03 0.04+0.03 0 0.003
Grasa pélvica 0.34+0.15 0.13+0.09 0 0.0009

La prueba ANOVA mostr6 que excepto en bazo y pulmones todos los 6rganos de los
ratones hembra mostraron cambios significativos durante el tratamiento. El efectuar la
comparacién de medias de Tukey se pudo precisar que la DOX afecté rifiones, ovarios,
timo, grasa gonadal y pélvica. Por su parte, DLP influyé de manera significativa en
cerebro, corazdn, higado, pancreas, rifiones, ovarios, timo y todas las grasas,
corroborando el deplorable estado observado en los animales del grupo T-5, cuya

mortalidad, una semana después de concluido el tratamiento, alcanz6 el 67%.
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4.3. Control de enzimas el dia del sacrificio

La Tabla 4 muestra el promedio con sus respectivas desviaciones estandar (media *
DE), el valor de la mediana y el rango de las enzimas medidas en los animales el dia del
sacrificio, asi como el valor de p obtenido en la comparacién de los grupos mediante

ANOVA de Kruskal-Wallis.

Tabla 4. Valores de las enzimas de los ratones el dia del sacrificio

p
Ratones Enzima Nivel en plasma Kruskal-Wallis
Control DOX DLP
Media + DE 441 + 265 529 + 284 449+ 174 0.89
CK Mediana 384 445 482
Rango 110-812 147 -1008 178 - 657
Media + DE 236+ 57 413 £ 319 282 56 0.05
CK-MB | Mediana 213 292 261
Machos Rango 163 - 304 217 -1342 235-372
Media + DE 207 £85 262 * 243 258+ 78 0.37
AST Mediana 195 194 252
Rango 104 -372 82-1015 142 -380
Media + DE 981+ 246 1138 +£430 1642 + 128 0.02
LDH Mediana 943 1058 1678
Rango 676 - 1934 581-1917 1393 -1737
Media + DE 292+207 520+£831 347 £56 0.33
CK Mediana 216 226 347
Rango 134 -526 125-1728 308 -386
Media + DE 208+72 182+57 304 +35 0.03
CK-MB Mediana 174 154 304
Hembras Rango 158-290 145 - 247 280-329
Media + DE 146+90 133+37 17730 0.09
AST Mediana 120 127 177
Rango 71-246 99-172 156 - 199
Media + SD 968+190 990+322 1950 + 432 0.005
LDH Mediana 944 995 1950
Rango 791-1170 667 -1310 1645 -2255
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El ANOVA mostro6 diferencias significativas en los valores de LDH de machos y hembras
con respecto al control, asi como en los valores de CK-MB de hembras. Al realizar la
comparacién de medias mediante la prueba de Tukey, se encontraron diferencias
significativas en los valores promedio de LDH en el grupo DLP con respecto al control

tanto en machos como en hembras.

Como la CK-MB en machos dio una p dudosa (p=0.05), se realizé una comparacion
mediante U de Mann Whitney entre los valores de CK-MB de los grupos control y DOX.
El resultado arrojo diferencias significativas (p=0.02) entre estos dos grupos por lo que
se concluy6 que en machos el tratamiento con DOX produjo mayor cardiotoxicidad que
con DLP. En el caso de las hembras, la CK-MB, no mostré diferencias de los tratamientos

con respecto al control.

4.4. Biodistribucion de 18F-FDG y ¢7Ga-Citrato en ratones

macho.

4.4.1. Biodistribucion de 18F-FDG

El mayor tiempo de distribuciéon del 18F-FDG (tiempo entre la inyeccién del RF y el
sacrificio del animal) encontrado entre todos los ratones inyectados (grupos C-1y T-1)
fue de 160 min. Por tanto, todos los valores de captacién de 18F-FDG (% actividad
administrada/gramo de érgano) se corrigieron a este valor. Un animal del grupo T-1
presentdé una captacion extremadamente baja en todos los drganos por lo que no se
utilizo en el analisis. El grupo quedd finalmente con una n=5. La Tabla 5 muestra el
promedio y desviaciones estandar (media * DE) de dicho parametro en ambos grupos
y el valor de p encontrado al efectuar la comparacién mediante la prueba U de Mann

Whitney.
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La tabla muestra que, a excepcion de la grasa retroperitoneal, cuya captacién fue menor,
en el grupo T-1, la captacion de 18F-FDG tiende a ser mayor en el grupo tratado que en
el grupo control, siendo estadisticamente significativa (p< 0.05) en el caso de sangre,
bazo, cerebro, corazén, higado, pulmén, rifién y grasa inguinal, todos érganos diana

conocidos de la DOX [10].

Tabla 5. Biodistribucion de 18F-FDG (% A. A/g tejido) en los grupos C-1 (control) y T-1(tratado con

DOX)
%(A.A/g) 18F-FDG
Control C-1 Doxo T-1
Organo (n=4) (n=5) p
Media DE Media DE UMann W
Sangre 0.17 0.05 0.28 0.09 0.03
Bazo 1.01 0.09 1.60 0.32 0.01
Cerebro 2.23 0.19 3.47 0.44 0.01
Corazoén 5.18 0.57 11.54 5.24 0.01
Higado 0.34 0.07 0.52 0.10 0.02
Pancreas 0.44 0.11 0.63 0.22 0.40
Pulmén 0.84 0.10 1.11 0.09 0.01
Rifién 0.35 0.06 0.80 0.25 0.01
Testiculos 1.00 0.15 1.20 0.32 0.40
Timo 1.08 0.17 1.20 1.22 0.83
Grasa Gonadal 0.15 0.10 1.01 0.89 0.42
Grasa inguinal 0.47 0.18 1.60 0.59 0.01
Grasa retroperitoneal 1.20 1.60 0.79 0.87 0.42

4.4.2. Biodistribucion de ¢7Ga-citrato

El mayor tiempo de distribucidn del 6’Ga-citrato (tiempo entre la inyeccion del RF y el
sacrificio del animal) encontrado entre todos los ratones inyectados (C-2 y T-2) fue de
1727 min, por lo que los valores de captacion se corrigieron a este tiempo. La Tabla 6
muestra el promedio y las desviaciones estandar (media + DE) de la captacion del RF
en ambos grupos, asi como el valor de p resultado de la comparacion mediante la

prueba U de Mann Whitney.
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A diferencia de 18F-FDG cuya captacién en los animales tratados mostré una clara
tendencia a aumentar, la captacion del ¢7Ga-citrato mostré un patrén mas complejo. En
bazo, pulmon, rifién, testiculos y grasa gonadal la captacién aument6 con respecto al
grupo control y en los restantes tejidos, disminuyd, manteniéndose sin variacién en
cerebro. Sin embargo, solo resulté estadisticamente significativo (p<0.05) en pancreas
y pulmén. No existe consenso en cuanto a la biodistribucién del ¢7Ga-citrato, pues los
resultados dependen de multiples factores, que se analizan en la discusion de los

resultados.

Tabla 6. Biodistribuciéon de 57 Ga-citrato (%A. A/g tejido) en los grupos C-2 (control) y T-2 (tratado

con DOX)
%(A.A/g) ¢7Ga-Citrato
Control C-2 Doxo T-2
Organo (n=4) n=7) p
Media DE Media DE UMann W
Sangre 0.63 0.39 0.36 0.26 0.14
Bazo 1.07 0.17 1.24 0.49 0.51
Cerebro 0.06 0.06 0.06 0.02 0.72
Corazoén 0.33 0.12 0.33 0.09 1.00
Higado 2.45 0.40 2.42 0.84 0.87
Pancreas 1.26 0.25 0.84 0.39 0.05
Pulmén 0.59 0.13 1.09 0.33 0.006
Rifién 2.72 0.35 3.83 2.01 0.19
Testiculos 0.48 0.10 0.68 0.16 0.07
Timo 1.42 0.66 0.94 0.39 0.10
Grasa Gonadal 0.37 0.23 0.45 0.26 0.75
Grasa Inguinal 0.90 0.40 0.72 0.31 0.42
Grasa Retroperitoneal 0.79 0.22 0.50 0.29 0.10
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4.5. Biodistribucion de 67Ga-Citrato en ratones macho y

hembras.

4.5.1. Biodistribucion de ¢7Ga-citrato en machos tratados con DOX y

DLP

El mayor tiempo de distribucién del ¢’Ga-citrato (tiempo entre la inyeccién del RF y el
sacrificio del animal) encontrado entre todos los ratones inyectados (C-2, T-2 y T-4),
fue de 1875 min, por lo que los valores de captacién se corrigieron a este tiempo. La
Tabla 7 muestra el promedio y las desviaciones estandar (media * DE) de la captacién
del RF en los tres grupos, asi como el valor de p resultado de la comparacién mediante

ANOVA de Kruskal-Wallis.

Tabla 7. Biodistribucion de 5”Ga-citrato (% A. A/g tejido) en machos de los grupos control (C-2) y
tratamiento con DOX (T-2) y con DLP(T-4)

i % (A.A/g) 67Ga-Citrato
Organo Control £ DE DOX = DE DLP + DE p
c-2 T-2 T-4 Kruskal-Wallis
(n=4) (n=7) (n=6)
Sangre 0.61+0.38 0.35+0.26 1.57+0.47 0.003
Bazo 1.05%0.16 1.21+0.48 1.87+0.84 0.047
Cerebro 0.06+0.06 0.06+0.02 0.05+0.03 0.73
Corazoén 0.32+0.12 0.33+0.09 0.54+0.22 0.09
Higado 2.40+0.39 2.37+0.82 3.89+1.19 0.01
Pancreas 1.24+0.24 0.82+0.38 1.35+0.41 0.04
Pulmones 0.58+0.13 1.06+0.32 1.91+0.57 0.001
Rifiones 2.66+0.34 3.74+1.97 6.07+3.25 0.01
Testiculos 0.47+0.10 0.66+0.16 1.29+0.83 0.15
Timo 1.39+0.65 0.92+0.38 0.75+0.54 0.09
Grasa Gonadal 0.36+0.22 0.44+0.26 0.67+0.35 0.26
Grasa Inguinal 0.89+0.29 0.71+0.31 1.27£0.55 0.08
Grasa Retroperitoneal 0.78+0.31 0.49+0.28 0.57+0.37 0.22
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El ANOVA mostré diferencias estadisticamente significativas en la captacion de ¢7Ga-
citrato en sangre, bazo, higado, pancreas, pulmones y rifiones. Sin embargo, al efectuar
la prueba de comparacién de medias de Tukey se precis6 que solo en el caso del pulmén
hubo diferencias significativas de los dos tratamientos con respecto al grupo control.
Las diferencias observadas en sangre e higado se deben a la DLP, la diferencia de
captaciéon en pancreas se debe a la DOX. En bazo y rifién no se encontraron diferencias
significativas probablemente debido a la gran dispersién obtenida en el caso de ambos

organos.

4.5.2. Biodistribucion de ¢7Ga-citrato en hembras tratadas con DOX y

DLP.

La Tabla 8 muestra el promedio y las desviaciones estandar (media * DE) de la
captacion de ¢7Ga-citrato en las hembras de los grupos C-3, T-3 y T-5. Cuatro animales
del grupo T-3 mostraron muy bajas captaciones del RF por lo que no se consideraron
en la evaluacién, quedando el grupo con n=5. En el grupo T-5 murieron 4 animales,
como ya se describio, por lo que solo quedaron 2 animales para el experimento de
biodistribucion. La tabla muestra el valor de p resultado de la comparacién mediante

ANOVA de Kruskal-Wallis.

La prueba ANOVA mostrd diferencias estadisticamente significativas en todos los
organos excepto el pancreas. Al efectuar la comparacidon de medias mediante la prueba
de Tukey se encontraron diferencias significativas en sangre y grasa gonadal entre los
3 grupos. Este resultado indica que tanto la DOX como la DLP influyeron en la captacion
del ¢7Ga-citrato con respecto al control. En cuanto al bazo, corazén, pulmoén, rifion,
ovarios, timo, grasa inguinal, retroperitoneal y pélvica solo el tratamiento con DLP

mostro diferencias con respecto al control.
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Tabla 8. Biodistribucién de 5’ Ga-citrato (% A. A/g tejido) en hembras de los grupos control (C-3) y
tratamiento con DOX (T-3) y con DLP(T-5)

i % (A.A/g) 67Ga-Citrato
Organo Control + DE DOX + DE DLP + DE p
C-3 T-3 T-5 Kruskal-Wallis
(n=7) (n=5) (n=2)
Sangre 0.68+0.36 0.81+0.42 3.42+1.39 0.007
Bazo 1.58+0.45 1.31%0.70 4.25+1.85 0.007
Cerebro 0.08+0.02 0.07+0.03 0.21+0.09 0.006
Corazén 0.45+0.09 0.51+0.21 1.67x0.87 0.007
Higado 3.56+0.77 2.67x0.94 5.92+1.11 0.006
Pancreas 1.36+0.28 1.29%0.20 1.58+0.07 0.13
Pulmones 1.03+0.37 1.20+0.53 6.49+2.66 0.007
Rifiones 3.53+1.13 4.51+2.33 13.60+5.36 0.007
Ovarios 1.14+0.24 0.85+0.50 2.67+0.46 0.005
Timo 1.48+0.20 0.81+0.81 4.35+1.22 0.003
Grasa Gonadal 0.29+0.13 0.51+0.05 0 0.008
Grasa Inguinal 0.84+0.20 0.78+0.26 0 0.008
Grasa Retroperitoneal 0.30+0.12 0.16+0.31 0 0.006
Grasa pélvica 0.38+0.09 0.45+0.19 0 0.007
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5.0 Discusion de los Resultados
5.1 Comparacion de la toxicidad inducida por DOX en ratones
macho CD1 mediante la biodistribucion de 18F-FDG y ¢7Ga-

Citrato.

5.1.1. Mecanismos de toxicidad inducida por la DOX

La DOX se distribuye principalmente en higado, bazo, rifiones y pulmones [74]. Sin
embargo, los 6rganos donde induce mayor toxicidad son corazdn, higado y rifiones [10].
También se han reportado efectos téxicos en pulmones, testiculos, bazo, cerebro y
grasas [29,32,73]. El grado de toxicidad inducida depende de la dosis administrada y de

las caracteristicas de cada paciente [36,38,73].

Los mecanismos por los cuales la DOX induce toxicidad no estan totalmente claros. Se
supone que la toxicidad inducida en los tejidos sanos es multifactorial y diferente, en
parte, al mecanismo antitumoral [11,35,36,38,39]. Aunque existen criterios contrarios
[38,39], la mayoria de los autores coinciden en que el estrés oxidativo provocado por
radicales libres y ROS (02-*, HO*y H202) asi como el estrés nitrosidativo provocado por
las especies reactivas de nitrogeno (RNS), en particular NO°®, acompafiado de la
disminucién drastica de antioxidantes endégenos, constituye el elemento inicial que
desencadena multiples respuestas moleculares y celulares [10,13,14,36,38,40,42,53]
que inducen apoptosis, necrosis o autofagia celular en dependencia de la dosis
administrada y de factores intrinsecos del paciente [14,35,36,40-42]. Algunas
respuestas se manifiestan de manera mas temprana y otras a mas largo plazo y afectan
los lipidos, las proteinas, los acidos nucleicos y otras biomoléculas que dafan la
estructura y funcion de las mitocondrias y deterioran paulatinamente las células de los

diferentes 6érganos hasta llegar a su muerte.
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Los mecanismos de formacién de ROS y RNS provocados por la DOX mas estudiados

hasta el presente son dos:

(1) Enzimas presentes en la mitocondria como 6xido nitrico sintasa (NOS) reductasa,
nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) deshidrogenasa, nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADHP), oxidasas (NOX), xantina dehidrogenasa y otras
correspondientes al complejo I de la cadena de transporte electrénico, convierten a
DOX en un radical semiquinona inestable al reducir el resto quinona de su anillo central
(Ver figura 3) [36,38,39,40,41,42,75,76]. Esto provoca en las mitocondrias una elevada
transferencia de electrones hacia el Oz molecular, que conduce a reoxidacién de la
semiquinona y formacién de 02 [36,42,68,77]. El ciclo quinona/semiquinona que
induce la DOX produce grandes cantidades de Oz [39] que puede formar H202 por
neutralizacion de superéxido dismutasa (SOD) [36,40,42]. E1 H202 es una molécula poco
toxicay en condiciones fisiologicas se elimina por catalasa (CAT) o glutation peroxidasa
(GPX) pero en presencia de metales de transicién puede formar radicales HO* [76]. Por
su parte O2*puede también iniciar la peroxidacion lipidica espontaneamente si el pH<7
[76]. Otra especie que puede producirse es NO®, que al reaccionar con el 02 genera
peroxinitrito (ONOO-) que es un potente oxidante [36,42]. Todas estas especies
reaccionan con los acidos grasos poliinsaturados de la membrana lipidica de las células
formando lipidos peroxidados, dienos conjugados y aldehidos, entre otros compuestos
[36,76]. Como consecuencia, se modifica la estructura de la bicapa lipidica produciendo
dafio y disfuncion de la membrana celular. Las ROS también afectan las proteinas, los
acidos nucleicos, los transportadores y canales de iones [36]. La mayor o menor

afectacion depende del tejido y las funciones de cada 6rgano en particular.

(2). En presencia de Fe, el 02 y el H202 formados en el ciclo quinona/semiquinona de
la DOX pueden reaccionar entre si y generar H20, HO* y otros radicales durante la

reaccion de Haber-Weiss (02* + H202 — HO*® + 02 + HO-) que genera mas radicales libres
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[36,40,42,76]. Como DOX puede quelatar metales, forma el complejo DOX-Fe3+
[16,36,39] que en presencia de un sistema reductor como NADH-citocromo P450
reductasa, o tioles como cisteina o glutation, se reduce a DOX-Fe2* que genera 02 al
reaccionar con el 02[38,42,76]. Alternativamente, DOX-Fe2* puede reaccionar con H202
y producir HO®* mediante la reacciéon de Fenton (H202 + Fe 2+ — HO® + HO- +Fe 3+)
[42,76]. A diferencia de otros radicales, el HO® no se neutraliza por las enzimas
antioxidantes. Reacciona con los acidos grasos polinsaturados y forma lipidos
peroxidados, dienos conjugados y aldehidos [42,76] que modifican la estructura de la
bicapa lipidica y dafian la célula. En ausencia de sistemas reductores DOX-Fe3+* puede
reducir su propio Fe por una reaccién redox intramolecular y formar DOX-Fe 2+*y 02™*
.que también promueven la peroxidacion lipidica [42,78]. La formacion de la DOX
semiquinona seguida de la formacion de Oz se acompafa de la liberacion del Fe desde
la Ft donde se encuentra almacenado [42,78]. El O2*puede también extraer Fe desde
los clusters Fe-S de las proteinas de la aconitasa citoplasmatica para catalizar la
producciéon de mas ROS [75,79,80] lo que se genera aiin mas Fe libre. El H202, por su
parte, puede convertir el Fe?* en Fe#* [78]. Todas estas especies desequilibran la
homeostasis del Fe y desencadenan diferentes vias de sefializaciéon que conducen a la
inflamacién y muerte celular por apoptosis, necrosis y ferroptosis [39,81], una forma

regulada de necrosis dependiente de Fe observada en rifiones y pulmones [81].

5.1.2. Biodistribucion de 18F-FDG

El 18F-FDG se introduce en la célula por los mismos mecanismos de la glucosa. Sin
embargo, una vez fosforilado por la glucosa 6-hexoquinasa no experimenta el
metabolismo posterior de la glucosa libre, pues queda atrapado proporcionalmente a
la velocidad de glucélisis celular [46]. Esta circunstancia es la que permite obtener
imagenes por PET con 18F-FDG en sitios de alto metabolismo de glucosa como los
tumores y los sitios de inflamacion/infeccidn. La particularidad de detectar sitios de

inflamacién independientes de los tumores puede aprovecharse para evaluar la
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toxicidad multiorgdnica después de concluida la terapia antitumoral ya que la
inflamacién es una manifestacion de la toxicidad [17]. Cambios en la captacién de 18F-
FDG en corazén se han utilizado como modelo de prediccion de cardiotoxicidad

inducida por DOX [14].

La biodistribucién de 18F-FDG result6 diferente en los animales tratados con DOX con
respecto al grupo control (Tabla 5). En ambos grupos el corazén y el cerebro fueron los
6rganos de mayor captacion, de acuerdo con el patron fisiologico de 8F-FDG [82]. En el
resto de los 6rganos el patron difiere entre los grupos debido a los cambios fisiologicos
inducidos por la DOX. En el grupo control la mayor captacién de 18F-FDG después de
corazon y cerebro se observd en grasa retroperitoneal, timo, bazo, testiculos y pulmon.
Se esperaba una mayor actividad en rifiones debido a la conocida excrecién renal de
18F-FDG. En el grupo tratado con DOX después del corazén y el cerebro la mayor
captacion se produjo en bazo, timo, testiculos, pulmoén, grasa gonadal y rifién. En todos
los tejidos y 6rganos evaluados (excepto grasa retroperitoneal) la captacion de 18F-FDG
en el grupo tratado fue superior con respecto al grupo control, revelando inflamacién
sistémica, aunque solo fue estadisticamente significativa (p<0.05) en corazon, rifién,
bazo, cerebro, higado y pulmoén, todos organos diana de la DOX. También fue

significativo el incremento de la captacion de 18F-FDG en sangre y grasa inguinal.

La cardiotoxicidad es el efecto secundario mas conocido de la DOX y el mas estudiado.
La captacion de 18F-FDG en el corazon de los animales tratados fue 2.2 veces superior a
la captacién de los animales del grupo control (p=0.01) debido a diferentes procesos

concomitantes, entre los que destacan:

(a) La formaciéon de ROS y RNS durante el ciclo quinona/semiquinona de la DOX
promueven la formacién de un complejo de la DOX con la cardiolipina,
glicerofosfolipido aniénico que se localiza en la membrana interior de la mitocondria y

que desempefia un importante papel en la fosforilacién oxidativa y la apoptosis
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[36,40,42]. El complejo DOX-cardiolipina es muy susceptible al ataque peroxidativo por
ROS, [36,40,42] y provoca que se incremente ain mas la producciéon de ROS y RNS
[36,53] Aunque se encuentra en todas las mitocondrias, la concentraciéon de
cardiolipina en los cardiomiocitos es particularmente alta [36]. Al modificarse la
estructura de la bicapa lipidica mitocondrial como consecuencia de la formacién de
ROS, RNS y del complejo DOX-cardiolipina, se redistribuyen y concentran los
transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3. El incremento de GLUT1 es proporcional
a la dosis de DOX [83] y facilita la captacion y concentracion celular de glucosa (y, en

consecuencia, de su analogo 18F-FDG).

(b). La mitocondria tiene su propio genoma y es muy propensa al estrés oxidativo [42].
El estrés oxidativo provocado por DOX causa lesiones en el ADN mitocondrial (mtDNA)
que provocan liberacion de mas ROS y RNS [36,53]. Las enzimas antioxidantes se
encuentran en menor concentracion en el corazon con respecto a otras células por lo
que los cardiomiocitos no pueden neutralizar la avalancha de ROS y RNS
[10,14,36,39,40,84]. Se produce entonces un desbalance que induce mecanismos
diversos [40,42,76,83] entre los que destaca la activacibn de mediadores
proinflamatorios (citoquinas, quimiocinas, factores de crecimientos y otros) que atraen
células del sistema inmune, (neutroéfilos y macrofagos en la fase cronica temprana),
hacia la membrana [41,56,85]. Con el fin de atraer mas neutrofilos y macréfagos se
incrementa la expresion de GLUT1 y enzimas glucoliticas como la hexoquinasa, que
fosforila la glucosa para producir glucosa-6-fosfato [36,56]. Se incrementa entonces la
captacién de glucosa, que es la principal fuente de energia para que estas células

inmunitarias puedan llevar a cabo la quimiotaxis y la fagocitosis [56,77].

(c) Entre las funciones esenciales de las mitocondrias estd la produccién de energia
mediante sintesis de ATP [36]. Mas del 90% del ATP que utilizan las células se produce
por la respiracién mitocondrial [35]. La produccién de ATP se lleva a cabo en la

mitocondria por la fosforilacién oxidativa que realizan los complejos asociados a la
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membrana, en particular NADH deshidrogenasa del complejo 1 [36,40,42]. En los
organos con alta demanda metabdlica (corazon, cerebro, rifién e higado) la densidad de
mitocondrias es mayor [36]. El entorno lipidico de la membrana, alterado por la DOX
disminuye la actividad de los complejos de la membrana y la respiracién mitocondrial,
lo que reduce la produccién de ATP y altera el balance energético de las células.
[35,36,68] Para mantener el equilibrio energético las células de estos drganos buscan
otras vias productoras de ATP. La glucélisis anaerobia, aunque menos eficiente que la
fosforilacién oxidativa, es una de ellas, por lo que se incrementa el consumo de glucosa

a través de la derivacion de hexosa monofosfato [35,36,56].

(d) La inflamacién esta intimamente relacionada con la hipoxia [86]. Cuando el tejido
se inflama a causa de la DOX se activa el factor inducible por hipoxia (HIF-1a), un factor
de transcripcion que promueve la expresion de los transportadores de glucosa GLUT1
y GLUT3, la expresion de hexoquinasa, del factor de crecimiento endotelial vascular y
de varias enzimas glucoliticas, como mecanismo adaptativo a la pérdida de O2. En estas
condiciones se incrementa el metabolismo de la glucosa y, por consiguiente, aumenta
la captacién de 18F-FDG. Se ha demostrado que existe una fuerte correlacion entre la

captacion de 18F-FDG y el aumento de HIF-1a [14].

La captacion de 18F-FDG en los rifiones del grupo tratado con DOX fue 2.3 veces mayor
(p= 0.01) que en el grupo control (Tabla 5). La nefrotoxicidad de la DOX es un efecto
comun de este medicamento [10,16,24,25,34,69,87-90]. Los rifones regulan
continuamente la composiciéon quimica de la sangre por lo que son uno de los
principales dispositivos homeostaticos del cuerpo. Debido a su baja capacidad de
regeneracion [34], su susceptibilidad al dafio es alta. Aunque los mecanismos por lo que
la DOX induce nefrotoxicidad tampoco estan totalmente dilucidados se piensa que son
similares a los que provocan cardiotoxicidad, en particular el estrés oxidativo y la

inflamacién causados la formacién de ROS y RNS que dafian la mitocondria de las
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células renales. [27,69,87]. Al dafarse la mitocondria renal se afecta la produccién de
energia, las toxinas no pueden liberarse adecuadamente, los rifiones no pueden
proteger su propio tejido y se altera la funcién renal. La nefrotoxicidad que causala DOX
es progresiva. Incluye tanto los glomérulos como el epitelio tubular y contribuye al

deterioro de la nefrona y a otros procesos patolégicos subyacentes [34,89,91,92].

El aumento de la captacion de 18F-FDG en los rifiones de los animales tratados con DOX

se debe a los siguientes mecanismos:

(a) En el epitelio tubular renal y las células mesangiales glomerulares hay mayor
expresion de NOS que en otros tejidos [27]. En consecuencia, ademas de ROS se produce
una alta concentracion de RNS [36,90], como NO*[27,90,93]. A bajas concentraciones
el NO* no es toéxico, pero cuando su concentracién aumenta de manera apreciable,
reacciona con el O2* y produce peroxinitrito (ONOO-), que dafia la mitocondria de los
podocitos renales [36,40,42]. Ademas, ONOO- es capaz de nitrar los residuos tirosina de
algunas proteinas renales involucradas en la cascada de inflamacion y el proceso
apoptético [24,26,27,39]. La disfuncion mitocondrial causada por las ROS y RNS
desencadena diferentes mecanismos de sefializacion celular que deterioran Ia
detoxificaciéon tanto de radicales como de compuestos toxicos que afectan los
glomérulos y las células tubulares proximales renales provocando fallas en la nefrona
[67,87,89,92]. A esto se afiade que el rifidn es una de las vias de excrecion de la DOX
[26,69,88,90]. E150% de la DOX se elimina sin cambios y el otro 50% como metabolitos
(13-OH-doxorubicinol, doxorubicinona, doxorubicinolona y 7-deoxirubicinona), de los
cuales el 13-OH-doxorubinol (Dox-ol) es mas téxico aun que la DOX [34,38,41,89] Por
otra parte, los efectos téxicos provocados por la DOX en corazén e higado pueden
modular el suministro de sangre al rifién y alterar la desintoxicacién xenobiética
favoreciendo indirectamente la nefropatia inducida [26,69,90,88]. Cuando se altera la

desintoxicacion xenobiética aumenta la susceptibilidad al dafio en todo el cuerpo y en
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el propio rinén debido a su papel en la regulacién de la composicion quimica de la
sangre y de mantenimiento del equilibrio de los fluidos [34]. Para regular la
composicion del fluido corporal los rifiones emplean diversos mecanismos, algunos de
los cuales son dependientes de la energia. Por esta razon, las células tubulares
consumen ATP [92]. Uno de los efectos de la DOX es reducir la produccién de ATP y
alterar el balance energético de la célula que, como ya se sefial6, incrementa la

captacién de 18F-FDG.

(b) Otro mecanismo que contribuye a aumentar la captacion renal de 18F-FDG en los
animales tratados con DOX es el incremento de TNF-a, una citoquina que se produce
principalmente por macroéfagos activados durante la inflamacién sistémica. También se
produce por monocitos, fibroblastos, mastocitos y células T [29,94]. Cuando TNF-a
aumenta se activan diferentes vias de sefializacion en los glomérulos y se infiltran
macrofagos [24,34,88,93] cuya alta expresion de GLUT1 y hexoquinasa, incrementa la
captacion de glucosa y con ello de 18F-FDG. TNF-a juega un importante papel en la
inflamacion y la fibrosis glomerular. Sus niveles son proporcionales a la pérdida de la

funcion renal [24].

El aumento de la captacion de 18F-FDG en el bazo de los animales tratados con DOX fue
1.6 veces superior (p=0.01) con respecto al control (Tabla 5) en correspondencia con
el alto metabolismo de glucosa en este 6rgano [17]. El bazo filtra la sangre, supervisa el
sistema inmune y juega un papel importante en el metabolismo de numerosas drogas
[17,95]. La toxicidad que la DOX induce en el bazo esta ligada a la toxicidad cardiaca
(toxicidad esplenocardiaca) y se atribuye, entre otros mecanismos, a una marcada
descoordinacién de las enzimas metabdlicas cicloxigenasas (COX) y lipoxigenasas
(LOX) [73]. En particular las LOX regulan el metabolismo inmunocardiaco en
coordinacion con el bazo [73]. La DOX reduce la poblacién de leucocitos residentes en

el bazo, y desregula la expresion de genes pro-y anti-apoptoticos en este 6rgano [73].
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En estas condiciones disminuyen los niveles de LOX y la defensa inmunitaria del bazo.
Para compensarla, el bazo aumenta su actividad glucolitica con el propoésito de
suministrar la energia necesaria para que se activen las células del sistema inmune
[17,95]. Como resultado, se incrementa la captaciéon de 18F-FDG. El aumento de la
captacion de 18F-FDG en el bazo se considera un signo temprano de respuesta
inflamatoria sistémica severa. Se ha utilizado para evaluar inmunometabolismo en la
inflamacién sistémica severa no detectada por parametros bioquimicos en plasma

[17,95].

La mayor captacion de 18F-FDG en el cerebro de los animales tratados con DOX también
fue 1.6 veces superior (p=0.01) con respecto al grupo control (Tabla 5). La DOX no
atraviesa la barrera hematoencefalica (BBB) pero induce el incremento de TNF-
a circulante debido a su activacidon en el musculo cardiaco, en los rifiones y en las
células inmunes [96] TNF-a afecta la diferenciacion de macroéfagos y prepara a los
neutrdfilos para que generen ROS y RNS [97]. Cuando el TNF-a circulante atraviesa la
BBB se incrementa el TNF-a neuronal residente y causa disfuncién mitocondrial ya que
provoca estrés oxidativo en las neuronas y activa las células gliales [10,34,96-100]. El
estrés oxidativo en las neuronas y la activacion de las células gliales induce activacion
de las proteinas proapoptoticas Bax y p53, apertura de los poros mitocondriales,
liberacion del citocromo c al citoplasma, incremento de la actividad de caspasa 3 y
muerte de células TUNEL-positiva [34,96-100]. Estos mecanismos pueden provocar
muerte neuronal, desérdenes neurofisiologicos o enfermedades degenerativas [34,96-
101]. Se ha reportado que hasta un 75% de los pacientes de cancer que han recibido
tratamiento quimioterapéutico experimentan trastornos cognitivos que pueden

persistir incluso afios después de concluido el tratamiento [96,101].

La mayor captacion de 18F-FDG en el cerebro de los animales tratados, esta relacionada

con estos mecanismos:
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(a) La activacion de las células gliales aumenta ain mas el TNF-ooen el
cerebro, particularmente en la corteza y el hipocampo [97,98]. Los altos niveles de
TNF-a activan mediadores proinflamatorios que atraen células del sistema inmune
[34,41,78] que, como ya se indico, incrementan la expresion de GLUT1, GLUT3 y

enzimas glucoliticas [94], con el consiguiente incremento en la captacién de 18F-FDG

(b) ElI TNF-a activa también la expresién de NOS, por lo que ademas de las ROS se
produce una alta concentracion de RNS, en particular ONOO:, implicado en la
patogénesis de enfermedades neurodegenerativas. [34,97,98] E1 ONOO- es un potente
inhibidor de las enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial [97]. Como ya se indic6,
es capaz de producir nitrotirosina, que induce degeneraciéon y apoptosis en las
neuronas motoras [97]. El ONOO- incrementa atin mas la produccién de ROS y RNS que
dafian la mitocondria neuronal [96,97] Cuando se dafia la mitocondria neuronal
disminuye la produccion de ATP por fosforilacion oxidativa y se incrementa la glucélisis

y, por tanto, la captacion de 18F-FDG.

En el higado de los animales tratados con DOX 18F-FDG se capté 1.5 veces mas (p=0.02)
que en el grupo control (Tabla 5). La hepatotoxicidad de la DOX se presenta en el 30-
40% de los pacientes tratados con esta antraciclina [34,102-104]. Aunque los
mecanismos por los cuales DOX dafia los hepatocitos tampoco estan totalmente
dilucidados, se piensa que el estrés oxidativo resultante de la formacidon de ROS y RNS
induce peroxidacion lipidica, dafio al ADN, alteracidon de la integridad de la membrana
y agotamiento del ATP[34,102] También se ha reportado que la activacion de NF-xB y
TNF-a juegan un rol importante ya que su presencia se ha comprobado en el higado de
animales de experimentacion sujetos a tratamiento con DOX [29,34,104]. La
peroxidacidn lipidica que producen las ROS y RNS en los hepatocitos, a dosis similares
a las usadas en nuestro experimento, disminuye los niveles de glutation mitocondrial y

la expresion de las enzimas antioxidantes e incrementa la formaciéon de
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malondialdehido (MDA) y la fuga de LDH [104] En estas condiciones se activa NF-kB,
que es un factor de transcripcién que participa en la respuesta inflamatoria y la
apoptosis [29]. NF-kB induce la expresion de citoquinas proinflamatorias y mediadores
inflamatorios como IL-1b, IL-18 y TNF-a [25,87] que atraen células del sistema inmune,
hacia la membrana de los hepatocitos [41,56,85]. A su vez TNF-a activa a NF-xB en
cooperacion con las ROS y las RNS presentes a causa de la DOX [29]. A esto se une el
hecho de que la DOX se metaboliza en el higado y algunos de sus metabolitos, en
particular el DOX-ol es aun mas toxico [34,38,41,89]. Los radicales libres que se
producen debido a la DOX y sus metabolitos interrumpen el ciclo celular de los
hepatocitos y alteran los transportadores y canales de iones [103]. Como consecuencia,
se modifica la estructura de la bicapa lipidica produciendo dafo y disfuncién de la
membrana celular que, como ya se indic6, incrementa la captacion de 18F-FDG por los

mecanismos descritos anteriormente.

En los pulmones de los animales tratados con DOX la captacion de 18F-FDG fue 1.4 veces
mayor (p=0.01) con respecto al grupo control (Tabla 5). La DOX produce inflamacién
intersticial y fibrosis en el tejido pulmomar [105]. La formacién de ROS en el pulmoén a
causa del ciclo quinona/semiquinona de la DOX es muy alta debido a la elevada
exposicion al Oz de este 6rgano [86]. Cuando la defensa antioxidante del pulmo6n no
puede contrarrestar la alta concentracion de ROS, se incrementan los neutrofilos y
macrofagos que liberan ain mas ROS [106]. Se dafia la mitocondria y se producen
cambios en la microvasculatura pulmonar que conducen a la hipoxia [107]. En
condiciones hipdxicas se activa el factor inducible por hipoxia (HIF-1a), que promueve
la expresion de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3, de hexoquinasa, del
factor de crecimiento endotelial vascular y de varias enzimas glucoliticas, como
mecanismo adaptativo a la pérdida de O2. El metabolismo de la glucosa se incrementa
y, por consiguiente, aumenta la captacién de 18F-FDG. Una alta captacion de FDG se ha

descrito en enfermedad pulmonar intersticial [105].
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En grasa inguinal y sangre también se apreci6 un incremento significativo de 18F-FDG
en los animales tratados con DOX con respecto a los animales del grupo control (Tabla
5). La grasa gonadal también mostr6 un notable incremento de captacion de 18F-FDG en
los animales tratados con DOX (6.7 veces), pero debido a la dispersion de los resultados
no resulté estadisticamente significativo (p= 0.42). En la grasa retroperitoneal la
captaciéon de 18F-FDG fue 0.7 veces menor en los animales tratados con DOX, pero la
disminucion tampoco resulto significativa (p=0.42). Esta diferencia en la captacién de
1I8F-FDG que mostro el tejido adiposo se corresponde con su importante papel en la
homeostasis energética, termorregulacion, metabolismo, asi como en las respuestas

inmune, regenerativa y mecanica [32,108].

La grasa inguinal es uno de los depodsitos de tejido adiposo blanco (WAT) en los
roedores [72,108] y se considera comparable en localizacién al depoésito gluteofemoral
en los humanos [109]. Esta asociada a efectos metabdlicos protectores, activacion de la

termogénesis y mejoramiento de la homeostasis de la glucosa [110].

La WAT en conjunto es responsable del 15% de todo el metabolismo de la glucosay se
utiliza para la produccién de energia [32]; esta asociada al dafio cardiovascular y la
diabetes mellitus 2 [33,111]. Ademas de la homeostasis energética, la WAT juega un
papel fundamental en otras funciones endocrinas [32,68,111] y en la regulacién del
almacenamiento, movilizacién y suministro de acidos grasos y glucosa [32,33,108].
Entre sus multiples tareas esta la secrecion de citoquinas, hormonas y péptidos,
denominados en conjunto adipokinas, vitales para mantener las condiciones
fisiolégicas en estado satisfactorio [32,72,111]. Una de las citoquinas segregadas por

WAT es TNF-a que, como se ha descrito, juega un importante papel en la inflamacién.
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Al igual que en otros érganos, las ROS que se generan en los adipocitos por causa de la
DOX producen peroxidaciéon de los lipidos y proteinas de la membrana, activan la
cascada distal de sefializacién, inducen reduccion de ATP y movilizan los
transportadores de glucosa a la superficie con la consiguiente alteracion de la funciéon
mitocondrial [32,72,108]. En tales condiciones disminuye la lipogénesis, la
adipogénesis y la lip6lisis [32,33,109]; se produce un caos sobre el metabolismo de los
carbohidratos [68] que se manifiesta, entre otros sintomas, en la disminucién del
tamafio de los adipocitos y pérdida de peso por disminucién de la masa muscular y
adiposa En estas condiciones se aumentan los transportadores de glucosa en la
superficie de los adipocitos pues los macréfagos se reclutan hacia las grasas para tomar

los lipidos disponibles [32,33,68,111].

El peso de las grasas gonadal, inguinal y retroperitoneal (todas forman parte de la WAT)
de los animales tratados con DOX (T-1 + T-2) disminuy6 48%, 22% y 55%
respectivamente (Tabla 2). Esta disminuciéon de peso se evidencié también por la
pérdida de peso corporal que experimentaron estos animales en comparacién con el

grupo control (Tabla 1).

La menor captacion de 18F-FDG en la grasa retroperitoneal del grupo tratado con DOX
resulté inesperada. La DOX reduce los niveles de adinopectina en el tejido adiposo
retroperitoneal y la fosforilacion por AMPK [32,68]. Al disminuir la fosforilacion de
AMPK para producir ATP debia aumenta la captacién de 18F-FDG, como se ha descrito.
Sera necesario profundizar en este aspecto para una mejor comprension de los

mecanismos por los cuales la DOX influye en el metabolismo de las grasas.

La mayor actividad de 18F-FDG en la sangre de los animales tratados con DOX se debe a
que al afectarse el metabolismo a causa de la toxicidad inducida se afecta la

farmacocinética habitual de 18F-FDG.
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5.1.3. Biodistribucion de ¢7Ga-citrato

El 67Ga-citrato se utiliza desde hace varias décadas en la localizacion por SPECT de
tumores, lesiones infecciosas/inflamatorias, en el estudio de fiebre de origen
desconocido y en la evaluacion de la respuesta al tratamiento de linfomas [59,112-114].
El mecanismo de acumulacion del 67Ga citrato en los tejidos es diferente al del 18F y su
biodistribucién es mas compleja. Depende de la edad, sexo, ingesta, viabilidad del tejido,
niveles plasmaticos de apo-transferrina, entre otros factores [58]. La interpretacion de
las imagenes también es mas dificil. Una vez inyectado, el ¢7Ga-citrato se disocia y el
Ga3* compite con el Fe3* por los sitios de enlazamiento a la transferrina (Tf), a la cual se
enlaza con mas fortaleza que el Fe 3+ [115] y circula en forma de complejo Ga-Tf.
[58,59,113,115]. Sin embargo, el metabolismo de Fe y Ga, aunque similares no son
idénticos. Ambos metales penetran en las células principalmente a través de los
receptores1 de transferrina (TfR1), aunque también pueden hacerlo por mecanismos
independientes [59,116]. Por ej: el ¢7Ga puede entrar a la célula por difusiéon pasiva
simple [59]. El Fe3* se libera de la Tf en las endosomas, donde se reduce a Fe2* por una
ferrireductasa o por ascorbato, y en forma de Fe2* se transporta hacia el citoplasma por
los transportadores de metales divalentes (DMT-1, ZIP-14 y/o ZIP-8) [113,116,117]. El
67Ga, sin embargo, no puede reducirse in vivo [59] por lo que una vez dentro de la célula
se libera a la endosoma en forma de Ga3* [118]. Mientras que todo el Fe se descarga al
citoplasma y se acumula dentro de las células en la ferritina (Ft) para utilizarse segiin
las necesidades [38,39,75] una fraccion significativa de Ga no se incorpora al citoplasma
y vuelve a salir al espacio extracelular [59]. El enlazamiento del Fe a una proteina
promueve la funcion de ésta, mientras que el ¢7Ga altera la funcién de las proteinas en
las cuales sustituye al Fe [59]. Estas diferencias in vivo contribuyen a que la
farmacocinética del Ga y el Fe también difiera. En individuos normales la constante de
velocidad de eliminacién del Ga es 50 veces menor que la del Fe por lo que este ultimo

se aclara mas rapidamente de la sangre que el Ga [59].
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No se sabe con exactitud coémo el ¢7Ga se incorpora en los tejidos inflamados, aunque
las vias mas aceptadas son (a) a través de los TfR1, (b) por difusiéon simple del ion Ga3+
[59,116] (c) por unién a las proteinas enlazadoras de Fe presentes en el espacio
extracelular del tejido inflamado [115,118]. En estos mecanismos, al parecer, el papel

principal lo juega su comportamiento similar al Fe 3+.

El patréon de biodistribuciéon del ¢7Ga-citrato fue diferente en los animales sanos y los
tratados con DOX (Tabla 6). En ambos grupos los 6rganos que mostraron mayor
captacion fueron rifién e higado, en correspondencia con la captacion fisioldgica del
67Ga3* [59]. En los animales sanos, después de rifién e higado la captacion siguié el
orden timo, pancreas, bazo, grasa inguinal, grasa retroperitoneal y resto. En los
animales tratados, después de rifién e higado la captacién siguié el orden bazo, pulmén,

timo, pancreas y resto, pero solo result6 significativa (p<0.05) en pulmén y pancreas.

La captacién de ¢7Ga-citrato en los pulmones de los animales tratados fue 1.8 veces
superior (p= 0.006) a la captacidén del grupo control (Tabla 6) en correspondencia con
su conocida acumulacion en los macréfagos alveolares y los espacios intersticiales del
pulmon cuando estos se encuentran dafiados [113]. La captacién pulmonar de ¢7Ga-
citrato es proporcional a la actividad inflamatoria pulmonar [119]. En una gran
cantidad de casos ocurre mucho antes de que pueda visualizarse nitidamente mediante
rayos X [113]. A diferencia del 18F-FDG cuya captacion en los tejidos dafiados por la DOX
depende del aumento de la captacidn de glucosa, en el caso del 67Ga-citrato la captacion

depende de su interferencia en la homeostasis del Fe.

Los principales mecanismos por los que el ¢’Ga-citrato se acumula en los pulmones son:
(a)Las secreciones de las vias respiratorias, las células epiteliales y los macréfagos
alveolares tienen altos niveles de LcF y sus receptores (LcFR) [120-123]. La LcF se
sintetiza también por los acinos glandulares del arbol bronquial [122]. De ahi que en

los pulmones inflamados existan altos niveles de LcF en el espacio extracelular,
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originados tanto por la sintesis como por la presencia de neutréfilos y macréfagos
[58,113]. El complejo Ga-Tf llega a los sitios de inflamacién pulmonar debido al
incremento del flujo sanguineo y de la permeabilidad vascular. A pH neutro, o
ligeramente acido, el Ga3* se une mas fuertemente a la LcF que a la Tf [58,59,122] por
lo que se transquela desde el complejo Ga-Tf del suero sanguineo hacia la LcF presente
en el sitio de inflamacién pulmonar [58,59,113] Ademas, los neutroéfilos y macréfagos
tienen también Lcf en su interior [59,114] por lo que el 67Ga, una vez endocitado a través
de los TfR y LcFR se une a la LcF que se encuentra en el interior de los neutrdfilos y
macrofagos alveolares [59,113]. Se ha determinado que una alta proporcion del ¢’Ga
captado en los neutréfilos se encuentra unido a la LcF presente en su interior [58]. En
condiciones normales la LcF no juega un papel importante en la captacién del 7Ga, pero
en condiciones patologicas la captacion de ¢7Ga aumenta debido a la elevacién de las

concentraciones de LcF en el pulmon.

(b) Los niveles fisiologicos de Fe en el pulmoén son altos y su homeostasis esta regulada
de forma muy precisa [120,123]. Las células del pulmén estan expuestas no solo al Fe
circulante, sino también al Fe presente en las particulas que se inhalan [120]. Las células
epiteliales pulmonares sintetizan Ft a fin de almacenar el Fe en forma de complejo Fe-
Ft [116,120]. Sin embargo, el Fe también se puede encontrar de forma transitoria en
una “piscina de hierro labil” (LIP) en el citoplasma, cuyo tamafio varia segun el tipo de
célula [80,116,]. Esta “piscina” sirve como deposito intermedio que distribuye al Fe para
que sea almacenado como Fe-Ft o se utilice para las funciones metabdlicas de las células
(incorporado a las proteinas o para la sintesis de heme [116]). El Fe que la célula no
requiere se libera al plasma a través de la ferroportina (Fpn), mediado por la
ceruloplasmina, y se une nuevamente a la Tf. [80,116,120,123,]. Este trafico de Fe
intracelular se lleva a cabo por las proteinas reguladoras del Fe (IRP1 e IRP2) y los
elementos sensibles al Fe (IRE)) que son un conjunto de proteinas y enzimas

enlazadoras del Fe que contribuyen a regular su homeostasis celular.
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[38,41,80,116,124]. La formacion de O2* (y otros radicales) que provoca la DOX altera
todo el intercambio de Fe intracelular pues interfiere con las IRP y los IRE. E1 02* y la
semiquinona de la DOX son capaces de liberar el Fe unido a la Ft o a los clusters Fe-S de
las proteinas intracelulares [41,75,80]. La concentracién de Fe libre intracelular se
incrementa y deslocaliza [38,123]. Cuando la concentracion de Fe libre intracelular en
el pulmén se eleva demasiado, se incrementan los niveles de Ft en la célula como
mecanismo defensivo para limitar la generacién de ROS [40,120,80]. A esto se anade
que en el liquido que recubre el pulmon la concentracidn de Ft es extremadamente alta
[121]. Aunque la Ft tiene menos afinidad por el Ga que la Tf se ha demostrado que bajo
ciertas condiciones puede ocurrir la transquelacion del Ga-Tf hacia la Ft [58]. Las altas
concentraciones de Ft en el pulmodn, tanto extracelular como intracelular, posibilitan

entonces la captacion del ¢7Ga por transquelacion desde complejo ¢7Ga-Tf [58,118].

(c) El complejo Ga-Tf llega al tejido pulmonar inflamado desde los vasos sanguineos a
través de diferentes receptores [75]. Una vez endocitado, se une a los
mucopolisacaridos acidos, en particular el keratan polisulfato presente en el moco
segregado por las células calciformes pulmonares Esto se debe a que los grupos
sulfonicos del keratan sulfato se enlazan mas fuertemente al Ga3* que al Ca%*y el Mg?*

presentes en la estructura pulmonar [60].

(d) El Fe y el Oz interactiian en el entorno pulmonar Los pulmones toman el Fe
necesario para sostener su demanda metabdlica a partir de la disponibilidad de Fe en
plasma [120]. Aproximadamente el 60%-70% del Fe de todo el cuerpo esta localizado
en los glébulos rojos (RBC) [120,123] cuya poblacién en los pulmones es grande. Casi
todos los RBC que salen del corazén pasan por los capilares alveolares para cargarse de
02y transportarlo hacia el resto de los tejidos. [125]. Al aumentar la permeabilidad de
los capilares alveolares a causa de la inflamacién se puede producir hemorragia al

espacio alveolar adyacente debido a ruptura vascular [120]. Esto aumenta los niveles
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de Fe libre tanto en el liquido extracelular como en los macréfagos alveolares
[120,123,125] lo que promueve el aumento de LcF y Ft que, como ya se indic6, elevan

la captacion de ¢7Ga.

(e)La hipoxia y la inflamacién estan interrelacionadas, aunque esta interrelaciéon no
esta totalmente esclarecida [86,125]. El tejido inflamado puede volverse severamente
hipéxico [86]. En condiciones hipoxicas disminuye la glucdlisis aerobia y el pH del
entorno. Al disminuir el pH del tejido pulmonar inflamado el ¢7Ga puede separarse del
complejo Ga-Tfy penetrar en la célula por difusién pasiva en forma de ¢7Ga3*. A esto se
afiade el hecho de que en un ambiente hipoxico los RBC producen una gran cantidad de
ROS que, debido a los cambios producidos en la membrana, pueden fugarse y provocar
el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos hacia la microvasculatura pulmonar, lo

que conduce al aumento de la captacion de ¢7Ga [125].

El pancreas de los animales tratados con DOX mostré una captacion de ¢7Ga-citrato 1.5
veces menor que la captacion del grupo control (p=0.05). Se ha sugerido que los agentes
quimioterapéuticos inducen desarrollo de diabetes en humanos [127] pero como con
frecuencia se administran en forma de cocktail, resulta dificil saber cual de ellos es el
causante. En ratones, sin embargo, se ha demostrado una fuerte correlacion dosis-
dependiente entre el aumento de triglicéridos y glucosa después del tratamiento con
DOX [127]. Asimismo, se ha demostrado que la desregulacion de la homeostasis del Fe
que produce la DOX también influye en el metabolismo de la glucosa [128] El pancreas
contribuye activamente al mantenimiento de la homeostasis de la glucosa y de sus
niveles normales en sangre. La DOX inhibe la secreciéon de insulina pues afecta el
metabolismo y la funcién de las células B-pancredticas [127]. Se ha reportado que el
mecanismo principal por el cual la DOX causa dafio en el pancreas es la interrupcion de

la replicaciéon del ADN por interaccién con la topoisomerasa IIf [34,127] que provoca
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distintas reacciones que conducen a la apoptosis con la consiguiente disminucion del

metabolismo del 6rgano, lo que disminuye la captacion de ¢7Ga-citrato.

5.1.3.1. Conclusiones parciales

El 18F-FDG detect6 la toxicidad inducida por DOX en todos sus 6rganos diana, excepto
testiculos y timo en tanto que ¢7Ga-citrato solo revel¢ la toxicidad inducida en drganos
donde el metabolismo del Fe es particularmente importante como pulmoén y pancreas.
Se esperaba una mayor captacion de ¢7Ga-citrato en rifiones debido a que el Fe también

juega un importante papel en el metabolismo renal.

Aunque la reduccién del peso de los testiculos en los animales tratados con DOX fue
significativa (60%, p=0.005), debido a la severa toxicidad que la DOX produjo en este
organo, 18F-FDG no mostr6 diferencias en la captacion con respecto al grupo control y
el aumento en la captacion de ¢7Ga (1.4 veces) no resultd significativo (p=0.07)). Los
testiculos constituyen uno de los 6rganos diana de la DOX [30,31,129]. El estrés
oxidativo en los testiculos incrementa la liberacién de citoquinas inflamatorias y la
induccién de apoptosis en los espermatocitos, disminuye su recuento y motilidad, y
deteriora la funcién testicular [30,31,129]. Sin embargo, ninguno de los dos RF
evidenci6 cambios significativos en testiculos. I[gualmente sucedié con el timo, 6rgano
que es particularmente importante en el sistema inmunitario de nifios y jévenes. Se ha
reportado que la DOX produce severa degeneracion del timo, en particular pérdida de

peso (evidenciada en nuestro experimento) y disminuciéon de tamafio [71].

Se observo una discrepancia en la captacion de 18F-FDG y de ¢7Ga-citrato en el corazon
de los animales tratados con respecto al grupo control. Se esperaba que ambos RF se
captaran mas en el grupo tratado con DOX, en correspondencia con la conocida
cardiotoxicidad inducida por esta droga. Sin embargo, la captaciéon de ¢7Ga-citrato no

mostro diferencias entre el grupo tratado y el grupo control. La homeostasis del Fe en
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el corazén es muy compleja y no se conoce a profundidad [41,130]. Cuando se dafian
los cardiomiocitos a causa de la DOX se puede producir deficiencia local de Fe
independientemente de su concentracién sistémica en la hemoglobina pues pacientes
con dafio cardiaco muestran deficiencia local de Fe, aunque no tengan anemia [130]. La
deficiencia de Fe que la DOX provoca en el corazén afecta el metabolismo del Oz y
provoca disminucién de la produccién de ATP [130] En estas condiciones el corazén
requiere mayor cantidad de glucosa para realizar su funcién, aumentando la captacion
de 18F-FDG, evidenciada en nuestro experimento. En el caso del ¢7Ga-citrato un
mecanismo (poco dilucidado atin) que pudiera explicar el fenémeno encontrado reside
en el hecho de que en el corazén la homeostasis del Fe esta intimamente ligada a los
niveles de Fpn/hepcidina [130, 131]. Cuando se desequilibra la homeostasis del Fe en
el miocardio a causa de la DOX, aumenta la expresiéon de hepcidina [130]. Después del
higado, que es el 6érgano principal de sintesis de hepcidina, el corazon es el érgano con
mayor expresion de esta hormona por lo que su papel en la homeostasis del Fe en este
6rgano es muy importante [130]. Cuando aumenta la expresién de hepcidina a causa de
la inflamacién disminuye la expresion de Fpn con el fin de que el Fe quede secuestrado
en la célula y no se exporte hacia la circulaciéon [130]. La disminucién de Fpn aumenta
considerablemente el nivel de Fe2* en la LIP de los cardiomiocitos [131]. Se piensa que
el corazon es mas sensible que otros drganos al tamafio de la LIP [41,131]. Cuando la
LIP aumenta considerablemente de tamafio disminuyen los TfR1 para regular la

sobrecarga de Fe, y el ¢7Ga no pude penetrar a las células

Los resultados obtenidos muestran que 18F-FDG refleja mejor la inflamacién de los
organos diana de la DOX en correspondencia con su mayor sensibilidad para detectar
focos de inflamacion [112]. La captacion de 18F-FDG depende del aumento de la
captacién de glucosa en las células del tejido inflamado y en los neutréfilos y los
macrofagos reclutados. La captacion de ¢7Ga en el tejido inflamado, sin embargo,
depende de diferentes mecanismos no totalmente comprendidos en los que al parecer

juegan un papel importante el estado fisioldgico de la membrana celular, asi como la
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presencia de proteinas enlazadoras de Fe en el exudado inflamatorio. La especificidad
de ambos trazadores en sitios de inflamacién no es alta [14,113,115]. Como RF para
imagen el ¢7Ga-citrato tiene inconvenientes entre los que destacan su dosimetria, el
retraso prolongado entre la administracion y la toma de imagenes y poca nitidez de las
imagenes, pero sigue siendo util cuando no se dispone de cAmaras PET [115].El 18F-FDG
tiene una cinética favorable como trazador, deposita bajas dosis de radiacién en el
paciente, brinda imagenes de alta calidad en un tiempo razonablemente corto y detecta
lesiones que no se ven con ¢7Ga. [112]. Constituye el gold standard para el diagnoéstico
de muchas enfermedades inflamatorias. Ambos RF se ha utilizado de forma
comparativa en el estudio de pacientes con sarcoidosis [132], con covid-19 [115,133] y
con fiebre de origen desconocido [112]. Los resultados obtenidos en el caso de la fiebre
de origen desconocido muestran la superioridad del 18F-FDG, pero en sarcoidosis y
covid-19 los autores consideran que se requiere realizar mas estudios para clarificar el
rol de cada trazador. En particular, los resultados de Zamora y cols [133]. confirman
que los mecanismos de acumulacién del ¢7Ga en el tejido inflamado contindan siendo

controversiales.

5.2. Comparacion de la toxicidad inducida por DOXy DLP en
ratones macho y hembra CD1 mediante biodistribucion del

67Ga-Citrato.

La DLP (Doxopeg, Doxil, Caelyx) es una forma farmacéutica de la DOX que se desarroll6
con el objetivo de disminuir su toxicidad multiorganica, en particular la cardiotoxicidad,
e incrementar la efectividad terapéutica [11,12,44-47,50,70,134,135]. Consiste en una
solucién de liposomas pegilados (80-100nm) compuestos de fosfatidilcolina de soya
hidrogenada, N-(carbonil-metoxipolietilenglicol 2000)- 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina en forma de sal sédica (mPEG-DSPE), en los cuales se encuentra

encapsulada la DOX. Cada liposoma contiene 10 000-15 000 moléculas de DOX
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[34,70,134,136]. La concentracién de la soluciéon liposomal es equivalente a la
concentracion habitual de DOX [135]. DLP se utiliza en una amplia gama de tumores
sélidos, hematologicos y metastasicos [11,12,50,134-137]. El derivado de PEG que
recubre los liposomas los estabiliza desde el punto de vista estérico y forma una
superficie hidrofilica alrededor de la nanoparticula que interfiere su interaccién con las
proteinas del plasma [12,34,43-45,50,134-136]. De esta manera se evita la alta
captacion por el MPS, se bloquea la fagocitosis por el sistema inmunolégico y se alarga
el tiempo de circulacién sanguinea [34,43-45,48,50,70,134-137]. Una vez que DLP se
encuentra en el tejido, libera la DOX de forma controlada durante varios dias
[44,46,47,70,134]. Durante la circulacién sanguinea > 90% de la DOX permanece
encapsulada en los liposomas [47,135,136,138]. La combinacién del prolongado tiempo
de circulacion y la lenta liberacidn de la DOX incrementa el efecto terapéutico de la DLP
El aclaramiento plasmatico de DLP (~ 45-50 h en humanos, ~15-20 h en roedores) es
mas lento que el de la DOX (~ 5-10 min) y, al igual que esta, se elimina por via renal,
aunque mas lentamente [34,44-46,50,134-137]. El volumen de distribucién de la DLP
es mucho menor que el de la DOX [34,44-47,50,136-138]. Sus 6rganos diana principales
son higado, bazo, pulmones, rifiones, intestino y piel [34,44-47,136,137] En cantidades
equimolares, la DLP produce menos cardiotoxicidad que la DOX, pero no la suprime
totalmente [44,136,138]. También induce mielosupresion [136] y dafio hepatico dosis
dependiente [34,47,136]

5.2.1 Ratones macho

En los ratones macho los patrones de biodistribucién de ¢’Ga-citrato en los animales
tratados con DOXy DLP fueron diferentes con respecto al grupo control. En los 3 grupos
el rifion y el higado fueron los 6rganos con mayor captacion de 67Ga-citrato en
correspondencia con los patrones habituales del ¢’Ga-citrato [59,139], la DOX [74] y la
DLP [34,70]. Los 6rganos con menor captacion fuerony el corazon y cerebro, en los que

apenas hubo diferencia entre el control y el grupo DOX y solo un ligero incremento en
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corazoén en el grupo DLP, que no resulto significativo (Tabla 7). Resultados similares en
la captacién de DOX y DLP en cerebro y rifiéon se han reportado [138]. En el grupo
control después de rifiéon e higado los 6rganos con mayor captaciéon fueron timo,
pancreas y bazo, en el grupo tratado con DOX fueron bazo pulmén y timo y en el grupo
tratado con DLP pulmén bazo y pancreas. El ANOVA de Kruskal Wallis encontré
diferencias estadisticamente significativas en la captaciéon de 67Ga-citrato de los
animales tratados con DOX y DLP con respecto al control en sangre, bazo, higado,
pancreas, pulmones y rifiones, pero la comparacidon de medias de Tukey mostr6é que
solo en el caso del pulmén hubo diferencias significativas de las dos formulaciones con

respecto al grupo control (p=0.001).

La captacién del ¢’Ga-citrato en los pulmones de los animales tratados fue 3.3 veces
superior con DLP y 1.8 veces superior con DOX con relacién al control, lo que indica que
a las dosis empleadas la DLP indujo mayor dafio pulmonar. Se ha reportado que
alrededor de un 5% de DLP tiende a atraparse por los alveolos pulmonares y las células
epiteliales del pulmén [70,134,140]. Una vez atrapada en los alveolos pulmonares, la
DLP comienza a liberar lentamente la DOX por lo que se acumula una concentracién de
DOX en el tejido mucho mayor que cuando se administra la DOX [34,45,46]. A medida
que la DOX se va liberando en el tejido pulmonar y se va metabolizando comienza a
producir ROS y RNS que, como ya se ha descrito, conducen a la inflamacién. La
aplicacion de dosis sucesivas de DLP incrementa paulatinamente la inflamacion lo que
induce mayor acumulacién de la DLP en el tejido pulmonar debido a la permeabilidad
microvascular incrementada del tejido inflamado [45,47,70,138].A esto se afiade el
hecho de que el 10% de la DOX encapsulada en los liposomas se libera durante su
permanencia en plasma [135] y la DOX libre también se capta en los pulmones, pues
estos constituyen uno de sus érganos diana [74], por lo que su efecto no debe
menospreciarse. Se ha sugerido también que la DLP también se capta en los neutroéfilos
pulmonares [136] lo que pudiera contribuir al incremento de la captacion de ¢7Ga-

citrato en los pulmones de los animales tratados con DLP. Los mecanismos de
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incremento de la captacién pulmonar de ¢7Ga-citrato a causa de la toxicidad inducida

por la DOX ya fueron descritos en el acapite 5.1.3.

En cuanto a la captacién del ¢7Ga-citrato en bazo y rifiones, aunque el ANOVA arrojé
diferencias significativas en al menos uno de los grupos evaluados (Tabla 7), la prueba
de Tukey no mostrd diferencias significativas de ninguna de las dos formulaciones con
respecto al grupo control Es sabido que para un mismo nivel de significacién la prueba
de Tukey calcula intervalos de confianza mas amplios que los calculados
individualmente para cada una de las medias que se comparan y provoca que se cometa
el error tipo II. Para comprobar si la prueba de Tukey habia conducido a aceptar una
hipétesis nula falsa se realizé la prueba U de Mann Whitney por separado entre cada
formulacién y el grupo control. Los resultados arrojaron que la diferencia encontrada
por el ANOVA se debe a que en los animales tratados con DLP la captacion del ¢7Ga-
citrato fue significativamente mayor en bazo (p=0.02) y rifién (p= 0.008) que en el
grupo control, en tanto que la DOX no indujo diferencias significativas en la captacion
del ¢’Ga-citrato en estos 6rganos. La DLP result6 ser mas toxica para el bazo y el rifién

que la DOX.

El bazo es un d6rgano del MPS. Su principal funcidn es la destruccion de los glébulos
rojos (RBC) y es también uno de los sitios de almacenamiento del Fe [142]. Juega un
papel primordial en la regulacion del sistema inmune y el metabolismo de los lipidos
[17,142] Después de la destruccién de los RBC, la hemoglobina se digiere y el Fe se
libera o se almacena en los macréfagos del bazo de acuerdo con las necesidades del
organismo por lo que es muy importante en el reciclado del Fe [142]. Aunque el tamafio
y el recubrimiento con PEG reduce la captacién de la DLP en el bazo [136] no es posible
evitarla totalmente [48,140,141,143]. Diversos estudios demuestran que los liposomas
pegilados tienden a localizarse considerablemente en médula, higado y bazo, que son
los principales 6rganos del MPS [45,47,140,143,144]. Una vez captada la DLP en el bazo,

comienza la lenta liberacion de la DOX. Se ha demostrado que la DOX liberada de la DLP
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permanece mas tiempo en el higado y el bazo que la DOX [47,138]. La prolongada
exposicion de la DOX en el 6rgano induce mayor toxicidad por diferentes mecanismos.
Uno de ellos, descrito en el epigrafe 5.1.2, conduce al incremento de la captacion de
glucosa. El otro, conduce al incremento de la captaciéon de ¢7Ga-citrato ya que esta
relacionado con la desregulacién de la homeostasis del Fe. En los 6rganos donde la
concentracion de Fe celular es alta, como en el bazo, la DOX que se va liberando
interfiere con las IRP y los IRE incrementando la concentracion de Fe libre intracelular,
que contribuye a aumentar la captacidn de ¢’Ga-citrato (Ver mecanismo en el epigrafe
5.1.3).

En el caso de los rifiones, aunque la captacion del 67Ga-citrato fue superior con respecto
al control tanto con DOX como con DLP la prueba U de Mann Whitney solo arroj6 una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.008) en el caso de la DLP. La mayor
toxicidad inducida por la DLP con respecto a la DOX estriba en el hecho de que DLP se
acumula y excreta por via renal [34,135,145] La acumulacién de la DLP en los rifiones
unido a la lenta liberacién de la DOX en este drgano conducen a aumentar la toxicidad
de la DOX. Los rifiones son un 6rgano importante en la homeostasis del Fe cuya
desregulacion los afecta severamente [117]. Reciben el 23% del volumen total de
sangre del cuerpo [146] para ser filtrado. El Fe se filtra en los glomérulos y se reabsorbe
en los tubulos proximales renales para prevenir su excrecidon a través de la orina. De ahi
que el Fe sea esencial para la demanda metabdlica de las células renales. El mecanismo
implicado en el Fe renal difiere del observado en otros 6rganos debido a la compleja
organizacion del tejido renal y a su expresion diferencial de los transportadores de Fe.
[117]. Con el fin de proporcionar la mayor cantidad posible de Fe a las células tubulares
proximales renales los rifiones absorben Fe no solo a través de los TfR1, sino a través

de otros mecanismos que involucran diferentes transportadores y receptores [79, 117].

Aunque el mecanismo de nefrotoxicidad de la DOX no esta totalmente entendido se

sugiere que esta mediado por la formacion del complejo DOX-Fe3+ que genera radicales
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libres capaces de oxidar diferentes componentes celulares [16,36,39,42]. La formacion
del complejo DOX-Fe3+* produce radicales libres, peroxidacion lipidica, disminucién de
los antioxidantes naturales, sobreactividad de la enzima convertidora de angiotensina
tisular y producciéon de ROS que lideran la disfuncién mitocondrial renal [79,117].
Como consecuencia, se produce proteinuria, hipoalbuminemia, dislipidemia, aumento

de creatinina en plasma, hipercoagubilidad, anemia, nefromegalia [117].

El aumento de la captacion de ¢7Ga en los rifiones de los animales tratados con DLP se
debe, al parecer, a varios mecanismos concomitantes, similares a los descritos para los

pulmones, con las particularidades de las células renales. Entre ellos:

(a)En los tubulos renales y en los neutréfilos infiltrados en el tejido renal inflamado se
produce Lcf como mecanismo protector para secuestrar el Fe liberado desde el interior
de la célula a causa del estrés oxidativo y la inflamacién [147]. El 67Ga presente en el
complejo Ga-Tf se transquela hacia la Lcf y se capta por los LcfR y otros receptores

presentes en los tubulos proximales renales [79].

(b) Cuando el radical Oz extrae el Fe de los clusters Fe-S de las proteinas, se incrementa
el contenido de Fe libre en el tejido renal [41]. La homeostasis del Fe, regulada por los
IRP/IRE, se desequilibra. E1 DOX-ol que se produce por la metabolizacion de la DOX, y
que se excreta por los rifiones, también es capar de extraer el Fe de los clusters Fe-S de
las proteinas del tejido renal. En dependencia de la concentracién de Fe libre presente
se puede producir bien un aumento de Ft, bien un aumento de los TfR1 [41]. Cualquiera

de los dos procesos aumenta la captacion de ¢7Ga en el tejido.

(c) El Fe se excreta por la orina, unido ono ala Tf[117]. En los rifiones hay altos niveles
de TfR1 y de otros receptores que facilitan la captacién del Fe no unido a Tf, con el

objetivo de mantener una concentracion de Fe tal que permita a las células realizar su
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actividad metabodlica normal [79,117]. Cuando se producen los radicales libres a causa
del ciclo redox de la DOX dependiente de Fe, se incrementa no solo la cantidad de Fe
libre intracelular, sino también en el entorno de la célula [42,76]. Se aumenta entonces
el nivel de Ft tanto intracelular como extracelular lo que eleva la captacién renal de ¢7Ga

[59].

En el caso del higado, la diferencia en la captacién del 67Ga-citrato encontrada por el
ANOVA y la prueba de Tukey se debe a una captacidn significativamente mayor de DLP
(1.6 veces con respecto al control), en tanto que la diferencia en pancreas se debe a una

menor captacién de DOX (0.7 veces) con respecto al control.

La captaciéon de la DLP en el higado es inevitable [34,140]. Debido al papel estratégico
en la circulaciéon sanguinea, los macréfagos del higado (células de Kupffer) tienen
funciones uUnicas en la homeostasis y defensa del organismo pues eliminan de la
circulacion particulas y sustancias nocivas [148]. Se ha demostrado que, aunque en
menor medida que los liposomas comunes, los liposomas pegilados se atrapan por los
macréfagos del higado [45,47,70,138,140,143,144,148], pero no pueden penetrar al
espacio intracelular de los hepatocitos debido a que las células endoteliales del higado
estan perforadas con fenestraciones cercanas a 100-200 nm que actian como un
sistema de ultrafiltracion que no deja pasar las particulas grandes como los liposomas
[148]. Ademas, la composicién de la DLP tampoco facilita el cruce a través de estas
fenestraciones porque los lipidos saturados como la diestearoil-fosfatidiletanolamina
son rigidos y dificil de deformar [148]. La DLP se constrifie al espacio vascular pero la
DOX que va liberando si es capaz de pasar a través del tamiz hepatico y distribuirse
dentro de la célula donde comienza a ejercer su efecto téxico. Se ha demostrado que la

DOX que se libera de la DLP persiste mas tiempo en el higado que la DOX [47,143].

Los mecanismos por los que la DOX induce hepatotoxicidad son los mismos que los

descritos para otros o6rganos: la produccion de ROS y RNS que provocan formacion de
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radicales libres, peroxidacion lipidica y oxidacion de proteinas de la membrana celular
que desencadenan diferentes vias moleculares y celulares que conducen a la
inflamacién, la apoptosis y la necrosis de los hepatocitos [104,149]. El factor NF-xB,
cuyo mecanismo de toxicidad ya ha sido descrito, parece jugar un rol esencial en la
hepatotoxicidad que causa la DOX [104] A medida que el tejido hepatico se inflama,
debido a la DOX que se va liberando lentamente de la DLP, las dosis sucesivas de DLP
se acumulan mas y mas en los macréfagos y laliberacion lenta de la DOX produce mayor
estrés oxidativo Estudios realizados en animales de experimentacién demuestran que
la DOX incrementa la peroxidacion lipidica en las microsomas y las mitocondrias de las

células hepaticas [29].

La mayor captacién de ¢’Ga-citrato en el higado dafiado a causa de la DOX esta
relacionada con el desequilibrio del metabolismo del Fe en el 6rgano. El higado es clave
en la regulacion de la homeostasis de Fe en todo el organismo [150,151]. Es el 6rgano
principal de almacenamiento de Fe y regula su trafico en todo el organismo mediante
la produccion de hepcidina, proteina clave para mantener los niveles adecuados de Fe
en las células [130,151]. Ademas, el higado sintetiza las proteinas plasmaticas
enlazadoras de Fe [151]. Se piensa que los hepatocitos son los principales reguladores
de la homeostasis del Fe tanto a nivel del higado como a nivel de todo el cuerpo [151].
Cuando los hepatocitos se dafian a causa del estrés oxidativo dependiente de Fe que
produce la DOX (epigrafe 5.1.1.) las células de Kupffer comienzan a participar también
en la regulacion de la homeostasis del Fe [151]. A medida que la DOX encapsulada en la
DLP se va liberando en el higado y dafa la mitocondria de los hepatocitos y de las
células de Kupffer y se desregula la homeostasis de Fe en el 6rgano, se incrementa la
producciéon de Ferritina (Ft) y de receptores de transferrina (TfR1 y TfR2) que

contribuyen a incrementar la captacion de ¢7Ga-citrato (epigrafe 5.1.3).

La menor captacion de ¢’Ga-citrato en el pancreas ya fue analizada en el punto 5.1.3.
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5.2.2. Ratones hembra

En el caso de los ratones hembra el patrén de biodistribucion del ¢7Ga-citrato fue
también muy complejo y mostré diferencias con respecto a los ratones macho. A
diferencia de los ratones macho, la mayor captaciéon de ¢’Ga-citrato no fue en higado y
rifién, sino en rifiéon y pulmén. En el grupo control después de higado y rifiéon la mayor
captacion estuvo en bazo, timo y pancreas, en el grupo DOX el orden result6 ser bazo,
pancreas y pulmdn en tanto que en el grupo DLP la captacién de ¢7Ga-citrato sigui6 el

orden higado, timo y bazo. (Tabla 8)

La prueba ANOVA mostr6 diferencias estadisticamente significativas en todos los
organos excepto el pancreas. Al efectuar la comparacién de medias mediante la prueba
de Tukey se encontraron diferencias significativas en sangre y grasa gonadal entre los
3 grupos, lo que indica que tanto la DOX como la DLP influyeron en la captacién del
67Ga-citrato de estos tejidos con respecto al control. En cuanto al bazo, corazén, pulmén,
rifién, ovarios, timo, grasa inguinal, retroperitoneal y pélvica solo el tratamiento con
DLP mostr¢ diferencias significativas con respecto al control. Estos resultados parecen
contradecirse con el hecho demostrado de que la DLP induce menos toxicidad que la
DOX [12,135]. En ratones, después de una dosis intravenosa la LDso de la DLP es 2 veces
la de 1a DOX [136]. Sin embargo, el analisis de los resultados obtenidos requiere tener

en cuenta las siguientes consideraciones:

(a) La mayoria de los estudios comparativos de toxicidad DLP vs DOX se han realizado
en modelos animales con tumores. En animales sanos, como los usados en nuestro
experimento, la DLP se acumula en los organos del MPS
[45,47,70,138,140,143,144,148] y en oOrganos con alta expresion de macréfagos
residentes como los pulmones y los rifiones [152,153] (no se estudié la médula). Al
evadir, de cierta manera, los 6rganos del MPS y en ausencia de tumores, la DLP se

acumula también (inespecificamente) en otros érganos [70,153,154], entre los que
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destacan los que tienen alta expresion de proteinas plasmaticas como los rifiones [153].

Esto explica la alta toxicidad inducida por la DLP en estos 6rganos.

(b) Aunque los liposomas se consideran farmacolégicamente inactivos y con una
minima induccién de toxicidad debido a que se componen de fosfolipidos naturales
[43,44,70,136,138,153], los liposomas pegilados provocan inmunogenicidad
[43,44,145,153,154] La respuesta inmune inducida por los liposomas pegilados esta
mediada por el bazo y aumenta la inflamacion en aquellos érganos donde se acumulan
[153,155]. Una vez que la DLP se acumula en un érgano especifico, a la inflamacién que
provoca en éste, se afiade la que provoca la DOX que va liberando. DLP en particular
produce una seudoalergia denominada complement activated seudoalergia (CARPA)
que desencadena reacciones entre las que destacan la anafilaxis, la inflamacién
sistémica y distrés cardiopulmonar [153-155]. Esta seudoalergia se piensa que se debe
alaactivacion del sistema del complemento con la generacién subsiguiente de un grupo
de toxinas que desencadenan la expresién mediadores inflamatorios e induce severa

toxicidad [153-155].

(c) Se ha demostrado en varios modelos animales que la administracion de dosis
repetidas de PLD en intervalos semanales produce un efecto denominado aclaramiento
sanguineo acelerado (ABC por sus siglas en inglés) que depende tanto de la dosis
administrada por primera vez como de las propiedades fisicoquimicas del liposoma
[153-157]. Consiste en que a medida que se van afiadiendo nuevas dosis del liposoma
el tiempo de circulacién sanguinea va disminuyendo y el liposoma se acumula en el
higado y bazo de manera elevada como sucedi6 en nuestro experimento. El mecanismo
del ABC no esta completamente dilucidado [152,154,156], pero se piensa que se debe a
una respuesta inmune que produce la aplicaciéon de dosis repetidas de liposomas,
relacionada con la expresion de IgM anti-PEG producida por las células B del bazo y los
denominados antigenos independientes T-2 del timo (TI-2) [154]. E]l fenémeno ABC se

ha detectado poco en humanos [154].
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(d) Los liposomas de pequefio tamafo como los utilizados en nuestro experimento se
retienen mas tiempo en los tejidos [136,153]. A medida que se administran dosis
sucesivas, los tejidos se inflaman cada vez mdas y se incrementa la captacion del
liposoma debido al aumento de la permeabilidad por lo que el dafio final que producen

es mayor que en el caso de la DOX.

Todas estas circunstancias explican el hecho de la toxicidad multiorganica inducida por

la DLP, en los ratones hembra utilizados en nuestro experimento.

Un resultado interesante encontrado es que el ¢7Ga citrato se capté menos de lo
esperado en el corazén de los animales tratados tanto con DOX como con DLP. Se
esperaba una alta captacién del RF en este 6rgano dada la conocida cardiotoxicidad que
induce la DOX. La homeostasis del Fe en el corazén es muy compleja y no se conoce a
profundidad [41,130]. Cuando se dafian los cardiomiocitos a causa de la DOX se puede
producir deficiencia local de Fe independientemente de su concentracién sistémica en
la hemoglobina pues pacientes con dafio cardiaco muestran deficiencia local de Fe,
aunque no tengan anemia [130]. Un mecanismo (poco dilucidado atn) que pudiera
explicar el fendémeno encontrado reside en el hecho de que en el corazén la homeostasis
del Fe esta intimamente ligada a los niveles de Fpn/hepcidina [130,131]. Cuando se
desequilibra la homeostasis del Fe en el miocardio a causa de la DOX, aumenta la
expresion de hepcidina [130]. Después del higado, que es el 6rgano principal de sintesis
de hepcidina, el corazon es el 6rgano con mayor expresion de esta hormona por lo que
su papel en la homeostasis del Fe en el corazén es muy importante [130]. Cuando
aumenta la expresion de hepcidina a causa de la inflamacion disminuye la expresion de
Fpn con el fin de que el Fe quede secuestrado en la célula y no se exporte hacia la
circulacion [130] La disminucion de Fpn aumenta considerablemente el nivel de Fe2+
en la LIP de los cardiomiocitos [131]. Se piensa que el corazén es mas sensible que otros

organos al tamafio de la LIP [41,131]. Cuando la LIP aumenta considerablemente de
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tamafio disminuyen los TfR1 para regular la sobrecarga de Fe, y el ¢7Ga penetra menos

en las células pues los TfR1 son una de las vias de captacién celular del ¢7Ga-citrato.

También se corroboré que la cardiotoxicidad se manifiesta mas en las hembras que en
los machos. En los ratones macho el corazén y el cerebro fueron los 6rganos con menor
captacion de ¢7Ga-citrato en los 3 grupos (Tabla 7). Sin embargo, en las hembras no
sucedié asi (Tabla 8). Se ha reportado que en humanos la cardiotoxicidad se manifiesta

mas en mujeres que en hombres [158].

En el caso de las hembras, no se pudo medir la captacién de ¢7Ga-citrato en las grasas
del grupo tratado con DLP. Como muestra la Tabla 1 los animales de este grupo (T-5)
tuvieron una pérdida de peso muy grande, con sintomas de caquexia y una mortalidad
elevada lo que indica que en animales sanos la DLP tuvo efectos toxicos sistémicos

mayores que la DOX por los mecanismos ya descritos.

5.2.3 Conclusiones parciales.

Uno de los mayores problemas que se encuentra en la bibliografia es que los estudios
comparativos de DOX y DLP se han realizado principalmente en animales con diferentes
tipos de cancer. Los experimentos con animales sanos han sido poco abordados. En el
presente estudio se realiza una comparacién de ambas formulaciones farmacéuticas en
ratones CD1 sanos, hembras y machos. Contrario a lo esperado, la DLP indujo mayor
toxicidad multiorganica que la DOX, tanto en ratones macho como hembras, siendo mas

severa en el caso de las hembras.

La DLP evade, en cierta medida, el MPS [134,136,137]. Esto conduce a que se acumule
lentamente en otros 6rganos [70,153,154]. Al liberar lentamente la DOX, esta ejerce su
mecanismo de toxicidad provocando inflamacidn y dafio en los tejidos. La inflamacién,

como se ha descrito en epigrafes anteriores, provoca el denominado efecto aumentado
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de permeabilidad y retenciéon (EPR) que conduce a una mayor captacién de la DLP. Por
otra parte, como los monocitos se reclutan al sitio de inflamacién, incrementan atin mas
los macro6fagos residentes como sucede en el higado y los pulmones [159]. Estos
macroéfagos juegan un papel primordial en la progresion de la inflamacién [159] pues
activan la expresion de citoquinas, como el TNF-a que a su vez aumenta la produccion
de ROS y RNS. El estrés oxidativo que desencadenan las ROS y RNS contribuye a

aumentar la captacion de ¢7GA-citrato en los tejidos dafiados.

5.3.Determinacion de los valores de las enzimas LDH, CK, CK-

MB y AST en los animales tratados con DOX y DLP.

La determinacién de enzimas dio como resultado que, excepto la CK-MB cuyo nivel
disminuy6 en las hembras tratadas con DOX, todas las enzimas aumentaron sus niveles
en los grupos tratados con respecto al control (Tabla 4). Sin embargo, la comparacién
de medias post-ANOVA mostré que el aumento de CK-MB fue significativo solo en los
machos del grupo tratado con DOX. La LDH se elevé de manera significativa tanto en
machos como hembras en los grupos tratados con DLP. El aumento de AST fue muy
escaso en los grupos tratados con DOX de ambos sexos. La CK mostr6 un aumento que
no resulto significativo en ningin grupo (Tabla 4). El pequefio tamafio de la muestra y,
probablemente las dosis utilizadas, no permitieron observar un aumento significativo

de todas las enzimas.

Si bien las cuatro enzimas estudiadas son indicadoras de inflamaciéon, LDH, CK y CK-MB
son especificas de inflamacion y dafio cardiaco, en particular la CK-MB [14,35,36,76, 82]
por lo que su significativo aumento en el grupo tratado con DOX confirma que la DLP
induce menos toxicidad que la DOX. Se ha reportado que el aumento de CK-MB es

proporcional a la dosis de DOX [36].
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El aumento de la concentracién de las enzimas estudiadas en sangre se produce debido
a que cuando se dafia la membrana mitocondrial ellas se fugan hacia la circulacién [36].
Los resultados indican que la DOX afecta al tejido cardiaco (valor elevado de CK-MB) y
muy probablemente produce dafio muscular por distrofia o inflamacién (valor elevado
de CK), ademas de dafio a corazoén, higado, rifdn, muasculos, cerebro, células sanguineas
y pulmones (valor elevado de LDH). El aumento de LDH en sangre también se
corresponde con la reduccion del peso de los animales, pues la DOX afecta el colesterol

total, los 4cidos grasos libres y el nivel de glucosa en sangre [33].

Los resultados indican que los RF son mucho mas sensibles para detectar inflamacién
multiorganica inducida por medicamentos que la variaciéon de los niveles plasmaticos

de enzimas, detectados por analisis bioquimico.
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5.4. Conclusiones

El 18F-FDG es mas sensible que el ¢7Ga-citrato para visualizar inflamacién. Esto pudiera
atribuirse a que en la inflamacién provocada por la DOX la homeostasis energética juega
un papel mas importante que la homeostasis del Fe. Cuando se dafia la mitocondria a
causa del estrés oxidativo provocado por la DOX, en aquellos drganos con elevado
metabolismo de la glucosa (corazén, cerebro, higado, bazo, grasas, pulmén y rifién) se
incrementan los receptores de glucosa GLUT1 y GLUT3 en la superficie celular con el
fin de mejorar la produccién de energia lo que conduce a un aumento de la captacion
de 18F-FDG. El ¢’Ga-citrato, sin embargo, visualiza la inflamacién provocada en aquellos
organos donde la homeostasis del Fe es muy importante (pulmoén y rifién). La variacién
en la captacion de ¢7Ga-citrato en los pulmones de los animales tratados con DOX fue
significativa. En rifiones también se elevé considerablemente, pero debido a la
dispersion de los resultados la variacién no fue significativa. Contrario a lo esperado, la
captacion hepatica del ¢’Ga-citrato en los animales tratados con DOX apenas varié con
respecto al control, pero pudiera explicarse por el hecho de que cuando los rifiones se
inflaman el ¢’Ga-citrato tiende a captarse menos en higado [118] Esto confirma que la
interpretacién de los resultados de biodistribucion en el caso del ¢7GA-citrato es mucho
mas compleja que en el caso de la DOX, y que los mecanismos de acumulacion de ¢7Ga-

citrato en el tejido inflamado no estan del todo clarificados.

En ratones que no presentan tumores la DLP resulta mas téxica que la DOX,
especialmente en las hembras. Esto se debe a la sinergia que se produce al captarse los
liposomas de manera inespecifica en los diferentes 6rganos seguido de la lenta
liberaciéon de la DOX. Los liposomas pegilados de por si, comprometen el sistema
inmune lo que desencadena diversas respuestas que conducen a la inflamacién. La
liberacion lenta de la DOX posibilita que esta pueda inducir mas dafio atin en las células,

lo que se comprob6 especialmente en el caso de los ratones hembra que fueron mas
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sensibles a estos efectos toxicos. Sera necesario realizar un experimento con animales
a los que se les haya inducido tumor para poder llegar a conclusiones mas precisas.

Una vez mas queddé demostrado que los métodos nucleares son mucho mas sensibles
que los métodos de deteccion enzimdtica en sangre. Solo CK-MB en ratones macho
tratados con DOX y LDH en machos y hembras tratados con DLP se elevaron de manera
significativa. La AST y la CK no mostraron un incremento apreciable a pesar de haberse

detectado por los RF utilizados el dafio producido en higado y corazén.
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