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Resumen: La doxorrubicina es un antibiético de la familia de las antraciclinas sintetizado por

Streptomyces peucetius subs. caesius cepa ATCC 27952 ampliamente utilizado en quimioterapia
debido a su funcién como agente intercalante de ADN que le permite inhibir la topoisomerasa
Il desencadenando la apoptosis de las células. Debido a su gran potencial, a lo largo de los afios
se ha estudiado su biosintesis con el objetivo de obtener mayores niveles de doxorrubicina;
descubriendo que existen tres proteinas que actuan como reguladores positivos: Dnrl, DnrN y
DnrO y una cuarta proteina que regula negativamente la sintesis; DnrW. A pesar de su
implicacién en el céncer, la doxorrubicina presenta graves efectos secundarios como Ia
cardiotoxicidad que aparece como consecuencia de la generacién de radicales libres. A su vez,
las células cancerigenas tratadas con doxorrubicina generan resistencia contra el farmaco
(MDR). Esto ha hecho que las investigaciones se hayan centrado en la bdsqueda de nuevas
formulaciones que permitan reducir estos efectos adversos y revertir la resistencia. Se han
descubierto nuevos derivados como la epirrubicina o la idarrubicina que presentan menos
cardiotoxicidad; asi como diferentes agentes que tienen funcidn cardioprotectora. Del mismo
modo, también se han desarrollado nuevas formas de aplicacidn para disminuir el dafio cardiaco
como es el caso de la encapsulacidn en liposomas. Sin embargo, el futuro de la doxorrubicina
estd en su aplicacién mediante nanoparticulas que permiten combinar diferentes factores

aumentando la eficacia del tratamiento y eliminando la resistencia.

Summary: Doxorubicin is an antibiotic of the anthracycline family synthesized by

Streptomyces peucetius subs. caesius strain ATCC 27952 widely used in chemotherapy to its
function as a DNA intercalating agent that allows the inhibition of topoisomerase II, triggering
apoptosis of cells. Due to its great potential, its biosynthesis has been studied over the years
with the aim of obtaining higher levels of doxorubicin; discovering that there are three proteins
that act as positive regulators: Dnrl, DnrN and DnrO and a fourth protein which act as negative
regulator; DnrW. However, doxorubicin has serious side effects such as cardiotoxicity that
appears as a consequence of the generation of free radicals. Moreover, cancer cells treated with
doxorubicin generate resistance against the drug. This fact, has focused research on finding new
formulations that will reduce these adverse effects and reverse resistance. New derivatives such
as epirubicin or idarubicin have been discovered to produce less cardiotoxicity; as well as
different agents that have a cardioprotective function. In the same way, new forms of
application have also been developed to reduce cardiac damage, such as encapsulation in
liposomes. However, the future of doxorubicin will be its application through nanoparticles
because combining different factors, increasing the effectiveness of the treatment and

eliminating resistance.
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1. Introduccion
En los ultimos afios el cancer ha sido una de las enfermedades mas estudiadas. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la segunda causa de muerte a nivel mundial y una
de cada seis muertes en el mundo se producen como consecuencia de dicha enfermedad (OMS,

2018).

El Instituto Nacional del Cancer (NIH) explica los diferentes tipos de tratamientos que se
emplean para combatir la enfermedad y menciona que es bastante frecuente que se combinen
varios de ellos. La eleccion de un tipo u otro de tratamiento depende de varios factores como el
tipo de tumor, la localizacién etc. Algunos de ellos son: la cirugia en la cual se extirpa el tumor;
la radioterapia que utiliza la radiacién para eliminar las células cancerigenas y disminuir la
dimensién de los tumores; la inmunoterapia que fortalece el sistema inmune para superar la
enfermedad; la terapia hormonal la cual ralentiza el crecimiento de aquellos canceres que se
desarrollan mediante hormonas; o incluso el trasplante de células madre donde se reestablecen

las células madre en la sangre (Escudero-Ortiz et al., 2012)(NCI, 2020).

Uno de los tratamientos mas utilizado es la quimioterapia; donde se utilizan diversos farmacos
como, por ejemplo, las antraciclinas, que son un tipo de antibidticos citotdxicos obtenidos a
partir de cultivos de bacterias del género Streptomyces y que estan especialmente indicados
para tratar tumores sélidos y hematoldgicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las
antraciclinas también producen efectos adversos como la cardiotoxicidad (Romero-Barzola et

al., 2018)

La doxorrubicina es una de las principales antraciclinas usadas en quimioterapia desde su
descubrimiento en la década de los 70. Es un medicamento antineoplasico, es decir, inhibe la
proliferacién celular indiscriminada que se produce cuando hay un cancer. Tiene un efecto
citotéxico que puede conducir a un estrés oxidativo, el cual provoca una muerte celular por

apoptosis (Escudero-Ortiz et al., 2012).

Su mecanismo de accidn se caracteriza por la intercalacidon en el ADN. Cuando se intercala

impide la sintesis macromolecular porque inhibe la enzima topoisomerasa Il (Rivankar, 2014)

En la actualidad se utiliza mucho en su forma liposomal. Cabe destacar que fue el primer
medicamento encapsulado en liposomas que tuvo aprobacién para usarse contra el cancer. La
forma de clorhidrato de doxorrubicina provoca daio en el ADN y en la membrana celular debido

a la produccion de radicales libres (Rivankar, 2014).
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2. Material y métodos
Es un trabajo de indole bibliogréfico y para su realizacién se ha llevado a cabo una investigacion
mediante el uso de diversos buscadores como PubMed, Web of Science (WOS), Elsevier y Google
Académico utilizando como palabras claves: doxorrubicina, Stretptomyces peucetius,
anthracyclines, cancer, cardiotoxicity, resistance y nanoparticles. La blsqueda y lectura de
articulos cientificos se ha realizado en inglés debido a que es la lengua mas utiliza en el dmbito

cientifico.

Se han incluido articulos y revisiones con una amplia temporalidad con el fin de conocer los
inicios de este farmaco y a su vez reportar las nuevas técnicas que se estdn investigando y que

podrian resolver graves problemas

Por ultimo, con el objetivo de poder gestionar adecuadamente todas las referencias
bibliograficas se ha utilizado el editor bibliografico Mendeley para guardar, citar y referenciar de

forma adecuada todas las fuentes consultadas.

3. Historia de la doxorrubicina

En la década de los 50 comenzaron a estudiarse diferentes antibiéticos antitumorales aislados a
partir de Streptomyces. No fue hasta una década después cuando producto de esas
investigaciones se descubrié que, a partir de la cepa Streptomyces peucetius se podia obtener
un antibiético natural con accién antitumoral especialmente indicado para tratar leucemias;
este compuesto recibié el nombre de daunorrubicina. Sin embargo, a medida que los estudios
avanzaron se detecté que el farmaco generaba una gran toxicidad gastrointestinal y
dermatoldgica, aunque destacaba especialmente la cardiotoxicidad. A su vez también provoca
otros efectos secundarios como la alopecia o la estomatitis. Por tanto, los analisis se centraron

en encontrar otros compuestos relacionados que resultaran menos téxicos (Nobili et al., 2009).

En el afio 1969 un equipo italiano (Arcamone et al.) aislé un derivado de la daunorrubicina con
un grupo hidroxilo en la posicidn 14, la 14-hidroxidaunorrubicina a la que se denomind
doxorrubicina. Sin embargo, la doxorrubicina también presenta cierta toxicidad, por lo que en

la actualidad se siguen buscando formas de reducir estos efectos adversos (Nobili et al., 2009).

Es de vital importancia el estudio del proceso de biosintesis de la doxorrubicina, ya que
determinadas modificaciones en dicho proceso pueden presentar ciertas ventajas, como el

aumento de la produccion o la sintesis de nuevos compuestos con mayor efectividad. Mediante
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la manipulacion de determinados genes que intervienen en el proceso de biosintesis se puede
conseguir una mayor producciéon del farmaco; y a su vez si se introducen ciertos genes
heterdlogos en mutantes se pueden obtener diferentes derivados mediante fermentacién

(Marinelli & Molinari, 2012).

4. Biosintesis

4.1 Sintesis general
Tanto la daunorrubicina como la doxorrubicina son producidas por diferentes cepas de
Streptomyces peucetius. La daunorrubicina se sintetiza de manera natural a través de esta
bacteria, cepa ATCC 29050. Sin embargo, la doxorrubicina es el producto mayoritario de S.
peucetius subs. caesius cepa ATCC 27952, siendo la daunorrubicina un intermediario de la ruta
biosintética. La doxorrubicina, por tanto, se obtiene mediante la hidroxilacion en el carbono 14

de la daunorrubicina que es su precursor inmediato (Lomovskaya et al., 1999).

En la biosintesis de antraciclinas interviene un complejo multienzimatico denominado policétido
sintasa tipo Il (PKSII) la cual actia sobre la unidad de inicio, el propionil-CoA. La finalidad es
formar un decaquétido, una cadena de un de 21 carbonos, a partir del propionil-CoA y de nueve

unidades de malonil-CoA (Bao et al., 1999).

Una vez formado el decaquetido tienen lugar una serie de condensaciones aldélicas de ciclacion
y el carbono 12 se oxida lo cual lleva a la formacién del acido aclandnico que es el primer
policétido dotado del sistema caracteristico de anillos de la ruta de sintesis de la daunorrubicina
(Bao et al., 1999)El acido aclandnico se convierte en E-rodomicinona la cual se glicosila por la
incorporacién del deoxyazucar aminado TDP-daunosamina formando el primer intermediario
glicosilado, la rodomicina D A partir de la rodomicina D se forma la daunorrubicina vy
posteriormente la doxorrubicina. En este proceso intervienen 3 genes: dnrP, dnrK y DoxA. En
primer lugar, la rodomicina D sufre una desmetilacion mediada por dnrP y a continuacidn una
descarboxilacion produciendo 13-desoxicarminomicina (DOC). La 13-desoxicarminomicina se
metila por la accién de dnrK dando lugar a 13-desoxidaunorrubicina (DOD). Mediante DoxA se
produce una hidroxilacion en el carbono 13 y posteriormente una oxidacién formandose
daunorrubicina. En este momento ya se obtiene la daunorrubicina que puede utilizarse como
farmaco antitumoral. Sin embargo, para obtener la doxorrubicina es necesario un ultimo paso
mediado nuevamente por DoxA que hidroxila el carbono 14 creando asi la doxorrubicina (Figura

1) (Walczak et al., 1999).

Lucia Fernandez Alvarez




Universidad de Oviedo

COM o COR

CH,CH,COSCoA

- dpsABCD- Op gy, GG O g,
CH,COSCoA g e
CO.H OH O HO O OH O HO ©
12-deoxyaklanonic acid (1) aklanonic acid (2, R=H) aklaviketone ()

aklanonic acid
mathyl ester (3, R=CH;)

o, SOCH 0 g COLH, o
CHy CHy TOP-L-
dnrE oM dnrF “OH caunosamlnf . CHy
[Fig. 2}

OH O HO OH OH O HO OH OH O HO
Q
aklavinone (5) e-rhodemycinons (6) ‘CH;.]

0 po SOH

CHa|  dneP CHy dnrk CH, dorA
ElesecciENoseocal o =
OH O HO © OH O HO O CHO DO HD ©
o o o
8  (CHy CHy CH,
HO HO! HO
MHy NHg HHy
13-deorycamminormycin (9} 13-deoxydaunorubicin (10)
O Ho OH O Ho 9. O ho Q
CHy ~~CHy == CH,OH
OH roxA OH  dowt OH
O O HO 0 oo G KO O CHO O HO_ @ paumycin-like
¢ ) 'Ik )
e K + an, glycosides
HO! HO' HO'
NH; My Ny
13-dihydrodaunarubicin (11} daunorubicin (12) doexorubicin (13)

Figura 1- Ruta simplifica del proceso de biosintesis de doxorrubicina. Las flechas abiertas indican
varios pasos entre en precursor y el producto final (Hutchinson & Colombo, 1999)

4.2 Genes implicados
Hay tres proteinas que regulan transcripcionalmente la sintesis de doxorrubicina: Dnrl, DnrN y
DnrO. Ademas, se descubrié una cuarta proteina que actua como regulador negativo, DnrW
Mediante diferentes estudios se llegd a la conclusidn de que la sintesis de doxorrubicina estd
regulada por una retroalimentacidn gracias a la diferente expresidn de los genes que codifican

estas proteinas reguladoras (Jiang & Hutchinson, 2006).

La proteina DnrO regula de forma positiva la expresion del gen dnrN. A su vez la proteina DnrN
activa el gen dnrl que es el responsable del inicio de la sintesis de doxorrubicina. Se ha
demostrado experimentalmente que, si se inactiva el gen dnrO, el dnrN o el dnrl, se bloquea la
sintesis de daunorrubicina. Por otra parte, también se ha visto que el gen dnrO se autoreprime

(Otten et al., 2000).

En el caso de la regulacién negativa, parece ser que la proteina DnrW actiia como un regulador
negativo del gen dnrl. Esto tiene grandes implicaciones, puesto que si se elimina gen dnrW la
transcripcién de dnrl aumenta, lo cual provoca un incremento en la produccidon de

daunorrubicina (Yuan et al., 2011).

En todo el proceso de biosintesis intervienen multiples genes que tienen gran importancia a la
hora de conseguir la doxorrubicina. De hecho, dependiendo de estos genes y sus mutantes
podemos obtener mayores cantidades de doxorrubicina, o mejorar algunos de los aspectos de

su sintesis.
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Los genes que codifican la PKSIl en el caso de Streptomyces peucetius se denominan dps y cada
uno de ellos presenta distintas funciones. Por ejemplo, los genes dspA y dspB codifican las
subunidades de cetosintasa (KS), mientras que los genes dspC y dspD codifican proteinas que
estan implicadas en el establecimiento de la unidad de inicio de la ruta de biosintesis; y el gen
dpsE codifica para una cetoreductasa. A lo largo de diferentes estudios se ha visto que estos
genes presentan analogias con otros presentes en otras bacterias como Streptomyces lividans

(Grimm et al., 1994).

Sin embargo, en el proceso de biosintesis el paso fundamental es el que permite la conversidn
de daunorrubicina a doxorrubicina y esto se consigue mediante la hidroxilacién en el carbono
14 de la daunorrubicina y se ejecuta gracias a la accién de DoxA un citocromo P-450
monooxigenasa. Ademas, se ha visto que DoxA tiene mucha especificidad de sustrato para
antraciclinas glicosiladas y cataliza otros dos procesos de oxidacién a lo largo de la sintesis de la

doxorrubicina, lo que la convierte en una proteina esencial (Walczak et al., 1999).

4.3 Sobreproduccion de doxorrubicina
El aumento de produccion de la doxorrubicina supone un gran interés tanto comercial como
farmacoldgico. Por esta razén se han realizado diferentes estudios para conseguir mayores
cantidades del farmaco mejorando el proceso de fermentacién o modificando la cepa original

mediante ingenieria genética (Malla et al., 2009).

La obtencion de doxorrubicina disminuye principalmente por dos motivos. El primero es que se
trata de una sustancia citotdxica y, por tanto, provoca la muerte celular impidiendo el desarrollo
del organismo que la produce. El segundo es la transformacion de daunorrubicina y

doxorrubicina en glucésidos denominados baumicinas (Malla et al., 2010).

Para evitar estos problemas y aumentar la sintesis de doxorrubicina se han estudiado diferentes
mecanismos; uno de ellos implica la mutacién del gen dnrH que en su forma natural estd
implicado en la transformacién de doxorrubicina a baumicinas y la sobreexpresién del gen dnmT,
un gen que participa en la biosintesis de la daunosamina. Por tanto, su sobreexpresion permite
una mayor produccion de rodomicina D y al combinar esto con la mutacion del gen dnrH se

aumenta la sintesis de doxorrubicina (Scotti & Hutchinson, 1996).

Por otra parte, el gen dnrX tiene una funcidn similar al dnrH, y el gen dnrU funciona como
cetorreductasa y se ha visto que la cepa que combina los genes dnrX, dnrU y dnrH inactivados

fue la que consiguié una mayor produccion de doxorrubicina (Malla et al., 2009).
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Los genes reguladores juegan un papel clave en la sobreproduccién de doxorrubicina. Al estudiar
dichos reguladores positivos en Streptomyces peucetius se ha visto que tienen un gran impacto
en la obtencién del antibidtico. Mediante diversos experimentos se comprobd que si se insertan
mas copias de los genes dnrN y dnrl aumenta la biomasa y produccién de doxorrubicina.
Ademas, existe un regulador global que es capaz de activar los genes estructurales del azucar de
tal modo que incrementa la abundancia de daunosamina denominado afsR. Debido a esto, si se
sobreexpresan de forma conjunta dnrN, dnrly afsR se maximiza la produccién de doxorrubicina

(Malla et al., 2010).

En cuanto a la proteina reguladora negativa DnrW, se ha visto que si se elimina el gen dnrW hay
una mayor transcripcion de dnrl que se traduce en una produccién de daunorrubicina hasta ocho
veces mayor de la normal. A su vez, también proporciona una mayor resistencia contra la

toxicidad propia de la daunorrubicina (Yuan et al., 2011).

Por tanto, para crear cepas que aumenten la sintesis de doxorrubicina se necesita el efecto
conjunto de dos factores. Por un lado, sobreexpresar genes de azlcares que permitan aumentar
la cantidad de daunosamina y por otro, mutar genes que confieran mds resistencia a la
citotoxicidad de la doxorrubicina. Ademas, también se puede mejorar afiadiendo resinas

adsorbentes en la fermentacién (Malla et al., 2010).

5. Mecanismo de accion

La doxorrubicina se intercala en el ADN e inhibe la topoisomerasa Il desencadenando en ultimo

término una muerte celular programada (Figura 2).

La topoisomerasa Il es una enzima que actua sobre la topologia del ADN durante los procesos
de replicacidn y transcripcidn. Para realizar esta funcidn realiza cortes en las dos hebras del ADN
haciendo que un segmento de ADN pase a través de la rotura (mella) para después volver a unir
los cortes consumiendo ATP. En este proceso se forma un complejo entre la topoisomerasa Il y
el ADN. La doxorrubicina se fija a este complejo y lo estabiliza impidiendo que la doble hélice de

ADN pueda volver a sellarse de modo que bloquea la replicacién (Flérez Beledo et al., 2013).

Sin embargo, la doxorrubicina también puede actuar contra las células cancerosas debido a que
produce radicales libres que generan un estrés oxidativo provocando dafios en el ADN y muerte
celular (Figura 2). Esto se debe a que la doxorrubicina tiene una estructura de quinona que se
puede oxidar a un radical semiquinona el cual reacciona con oxigeno formando superdxido y

perdxido de hidrégeno que producen dafio en el ADN (Yang et al., 2014).
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Otra de las acciones de la doxorrubicina es que es un quelante del hierro, con el que forma un
complejo doxorrubicina-hierro. Este complejo interviene en la reaccidon que transforma el
perdxido de hidrégeno en radicales libres de hidroxilo que nuevamente dafan el ADN (Yang et

al., 2014).

/
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Intercalation

Transcription /
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Figura 2- La doxorrubicina se intercala en el ADN y atrapa a la topoisomerasa Il aumentando la tension de torsion
y produciendo roturas en la doble hebra de ADN que conducen a la muerte celular. A su vez, genera especies
reactivas de oxigeno (ROS) que también desencadenan dafio celular (Yang et al., 2014).

6. Cardiotoxicidad

6.1 Tipos de cardiotoxicidad y factores de riesgo

La cardiotoxicidad es el principal problema que presenta el tratamiento con doxorrubicina en
particular y otras antraciclinas en general. Dependiendo del dafio que se produzca se diferencian

dos tipos de cardiotoxicidad:

1. Aguda: Es poco frecuente y normalmente ocurre tras la aplicaciéon de una dosis del
farmaco y los sintomas se presentan en la primera semana de tratamiento. Los
pacientes presentan arritmias y pueden llegar a tener pericarditis.

2. Crodnica: Es mds frecuente. Comienza habitualmente en el primer afio de tratamiento
debido a la acumulacién de dosis y puede continuar una vez finalizado el mismo. Da
lugar a miocardiopatias. En ocasiones los efectos aparecen afios después de haberse
administrado el tratamiento y provocan arritmias e insuficiencia cardiaca (Fl6rez Beledo

et al., 2013)

Es de vital importancia conocer los factores que aumentan el riesgo de padecer cardiotoxicidad
inducida por el tratamiento con antraciclinas, ya que eso permite minimizar los riesgos y actuar

de forma adecuada segun el paciente.
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En el caso de la cardiotoxicidad crdnica se ha visto que la dosis que se acumula de doxorrubicina
es un factor de riesgo, por lo que es importante administrar la menor cantidad posible. A su vez,
la edad y el sexo también suponen un problema que se agudiza en menores de 4 afios. Superada
la infancia, con el aumento de la edad se incrementan las probabilidades de sufrir
cardiotoxicidad. En cuanto al sexo, las mujeres son mas vulnerables que los hombres. Por otra
parte, los pacientes que tienen enfermedades cardiacas previas o hipertensidon presentan peor

prondstico (Pai & Nahata, 2000).

Para prevenir que se produzcan grandes dafos e incluso la muerte hay que llevar a cabo un
seguimiento en el paciente para lo que se realizan con frecuencia electrocardiogramas,
radiografias de tdrax etc. También puede realizarse una biopsia miocardica que es un método
con gran sensibilidad, pero debido a que es invasivo no se puede realizar con frecuencia (Pai &

Nahata, 2000).

6.2 Causas de la cardiotoxicidad
La cardiotoxicidad se produce por acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) vy
especies reactivas de nitrégeno (RNS). Las enzimas NOS y NOX son las principales responsables
de la producciéon de ROS debido a que son las responsables de que la doxorrubicina se
transforme en una semiquinona y se formen especies como el superdxido, el perdxido de
hidrégeno y el radical hidroxilo. Este radical hidroxilo también aumenta cono consecuencia de
la interacciéon que se produce entre la doxorrubicina y el hierro. La presencia de estos radicales

libres va a provocar dafio en el ADN y muerte celular (Koleini & Kardami, 2017).

El dafio en el miocardio se produce por la presencia de todos estos radicales debido a que
presenta poca cantidad de superdxido dismutasa y catalasa por lo que la Unica manera que tiene
para protegerse del dafio es mediante la enzima glutation peroxidasa. El problema radica en que

esta enzima se ve disminuida por el tratamiento con doxorrubicina (Hurtado et al., 2011).

Las enzimas NOS son las responsables de la produccidon de éxido nitrico que reacciona con el
superéxido dando lugar a peroxinitrito que es un agente oxidante muy reactivo. Existen dos
isoformas de Nos: la endotelial (eNOS), y la inducible (iNOS). Ambas isoformas juegan un papel
fundamental en la toxicidad que produce la doxorrubicina. En un experimento llevado a cabo
con ratones se demostré que la eliminacién de eNOS disminuia los efectos de la cardiotoxicad,
y, por el contrario, la sobreexpresion de eNOS produce un mayor impacto en los miocardiocitos.

Ademas, también hay algunos experimentos que muestran un efecto similar con iNOS de modo
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que los ratones que no expresan este enzima tienen mayor resistencia a la cardiotoxicidad

(Koleini & Kardami, 2017).

Hay que tener en cuenta que el ciclo REDOX de la doxorrubicina no es el tnico culpable de la
cardiotoxicidad que genera. Cuando se aplica doxorrubicina, ésta se une a la topoisomerasa tipo
Il dando lugar a un mecanismo que provoca la muerte celular. La topoisomerasa |l presenta dos
isoformas: la alfa y la beta. La doxorrubicina forma un complejo uniéndose a la isoforma alfa que
es expresada por las células tumorales en altas cantidades. Sin embargo, los cardiomiocitos
expresan la isoforma beta. El problema es que la doxorrubicina interacciona con esta
topoisomerasa llI-beta haciendo que se acumulen ROS y desencadenando un gran dafio en el
miocardio. De hecho, existen evidencias de que la supresion de la topoisomerasa llI-beta protege

a los cardiomiocitos de la toxicidad (Cappetta et al., 2017).

Ademas, se ha visto que el citocromo CYP2J2 se encarga de transformar el dcido araquidénico
(acido graso) en cuatro regioisémeros de acidos epoxieicosatrienoicos (EET). Estos ETT son
cardioprotectores. A su vez, el socio redox de CYP2J, el citocromo P-450 reductasa (CPR) reduce
a la doxorrubicina dando lugar a 7-deoxydoxorubicin (7-de-aDOX) que inhibe de forma parcial el
metabolismo del dcido araquidénico y aumenta la sintesis de unos ETT que tienen menos
eficacia contra la cardiotoxicidad. Por tanto, esta es otra de las razones por las que aumenta el

efecto cardiotdxico de la doxorrubicina (Arnold & Das, 2018).

6.3 Cardioproteccion
Tal como se ha mencionado anteriormente, la cardiotoxicidad es el principal problema que
presenta el uso de doxorrubicina. Por esta razdn, se han investigado en diversas estrategias que

permitan evitar y reducir sus efectos nocivos.

Para llevar a cabo una prevencién primaria de la cardiotoxicidad se pueden seguir dos vias

diferentes:

1. Disminuir la intensidad cardiotdxica: Esto se consigue utilizando distintos métodos de
administracién o derivados de la doxorrubicina que tengan menor toxicidad.

2. Combinar el tratamiento con el uso de un agente cardioprotector.

6.3.1 Métodos de administracion de doxorrubicina

La aplicacién de doxorrubicina en infusidn continua disminuye la cardiotoxicidad. En diferentes

estudios se ha comprobado que cuando se administra el fdirmaco de manera estable las
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concentraciones de doxorrubicina en el corazén disminuyen respecto a la aplicacion en bolo. La
infusidn continua no debe prolongarse mucho en el tiempo ya que puede tener otros efectos
adversos. Habitualmente se utiliza una infusién continua de doxorrubicina entre 48-72 horas
(Vejpongsa & Yeh, 2014). Sin embargo, en un estudio realizado en 2012 en nifios con leucemia
linfobldstica aguda (LLA) se observd que la infusién continua no confiere ninguna mejora contra
la cardiotoxicidad respecto a la aplicacién en bolo. Por tanto, no sirve como cardioprotector en

la poblacidn infantil (Lipshultz et al., 2012).

La encapsulaciéon liposomal permite reducir los niveles de cardiotoxicidad sin que se pierda
eficacia respecto al tratamiento con doxorrubicina convencional debido a que las moléculas de
doxorrubicina se encuentran encapsuladas en el interior de esferas con una bicapa lipidica,
formando unas vesiculas llamadas liposomas. La doxorrubicina liposomal se puede administrar

de dos formas diferentes (Rivankar, 2014):

1. Doxorrubicina liposomal pegilada: El liposoma estd rodeado por una capa de
polietilenglicol (PEG). Aumenta la vida media del farmaco que, ademas, se mantiene
encapsulado hasta llegar al lugar donde estd el tumor. Reduce la cardiotoxicidad, pero
produce el sindrome mano-pie (HSF), por lo que solo estd aprobado su uso para el
cancer de ovario.

2. Doxorrubicina liposomal no pegilada (NPDL): En este caso no esta recubierta de PEG por
lo que no se produce el HSF. A su vez, también aumenta la vida media respecto a la
doxorrubicina convencional y disminuye la cardiotoxicidad. Se usa ampliamente para

diferentes tipos de cancer como el de mama.

6.3.2 Derivados de doxorrubicina menos cardiotdxicos

Ademas de la daunorrubicina y de la doxorrubicina existen otras antraciclinas que se usan en

clinica debido a que presentan ventajas respecto a los niveles de cardiotoxicidad que producen.

6.3.2.1 Epirrubicina
Es un epimero de la doxorrubicina que se obtiene por la epimerizacidn del grupo hidroxilo en la
posicion 4 del anillo de daunosamina. Su mecanismo de accidn es practicamente igual que el de
la doxorrubicina. Sin embargo, se ha demostrado que aplicando dosis equimolares de
doxorrubicina y de epirrubicina, los pacientes tratados con epirrubicina presentan menos
toxicidad lo que permite administrar dosis mas altas del farmaco. Su uso estd ampliamente

aprobado en clinica y se usa, por ejemplo, para tratar el cancer de mama (Khasraw et al., 2012).
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Ademas, segun un estudio realizado en el 2017 primero en ratas y después con pacientes
humanos, se ha llegado a la conclusion de que al igual que ocurre con la doxorrubicina, si se
administra epirrubicina en infusién continua la cardiotoxicidad se reduce aun mas (Yang et al.,

2017).

6.3.2.2 Idarrubicina
Es un analogo de la daunorrubicina que sustituye un &tomo de hidrégeno por un grupo metoxilo
presente en el anillo D (4-demetoxi-daunorrubicina), lo que la hace ser mas lipofilica. Al igual
que la doxorrubicina funciona como agente intercalante de ADN, pero desde que comenzd a
estudiarse este farmaco se vio que reducia los niveles de cardiotoxicidad, siendo entre cinco y

diez veces menos cardiotéxica que la daunorrubicina (Crivellari et al., 2004).

A su vez la idarrubicina también tiene una mayor actividad antitumoral, por lo que se utiliza
especialmente para tratar algunos tipos de cadncer como las leucemias agudas en las que aporta
muy buenos resultados especialmente si se combina con citarabina.(Hollingshead & Faulds,

1991).

6.3.3 Agentes cardioprotectores

Pese a que las formas de administracion de la doxorrubicina, o el uso de otras antraciclinas
puedan ayudar a disminuir la cardiotoxicidad no solventan el problema, ya que todas estas
formas siguen siendo cardiotdxicas, aunque en menor medida. Por esta razon se usan multiples

agentes cardioprotectores con el fin de evitar al maximo los dafios.

El agente mas usado es el dexrazoxano, un farmaco que se suministra al paciente por via
intravenosa junto con la doxorrubicina para reducir los problemas derivados de la
cardiotoxicidad que produce la antraciclina. Se aconseja que se inyecte en una proporcion 10:1
frente a la doxorrubicina. Funciona como un quelante de hierro, interacciona con el hierro libre
al cual se une y provoca que haya una menor cantidad de complejos doxorrubicina-hierro de
modo que reduce la presencia de ROS, disminuyendo a su vez la potencia de la cardiotoxicidad

(Eneh & Lekkala, 2020).

Recientemente se ha realizado un estudio para relacionar la cardioproteccién que ofrece el
dexrazoxano con los miRNA, y se ha demostrado que el miR-17-5p regula la proteccion frente a

la apoptosis que el dexrazoxano aporta a los cardiomiocitos. Esto podria tener grandes
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implicaciones en la busqueda de nuevos tratamientos que protejan al paciente contra la

toxicidad de la doxorrubicina (Yu et al., 2020).

Existen otros agentes cardioprotectores que presentan muy buenos resultado. Este es el caso
de algunos bloqueadores beta como el carvedilol que previene la liberacién de radicales libres;
de los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) que disminuyen la apoptosis
y el estrés oxidativo; y, de las estatinas como la fluvastina que puede reducir el estrés oxidativo
aumentando la expresién de la superdxido dismutasa Il haciendo que se produzca menos

inflamacion cardiaca (Cruz et al., 2016).

No obstante, es un tema de plena actualidad y se siguen realizando una gran cantidad de
estudios con el objetico de identificar nuevos agentes que ofrezcan cardioproteccion frente a
las antraciclinas. Por ejemplo, se ha demostrado experimentalmente con ratas que la oximatrina
protege de la cardiotoxicidad producida por doxorrubicina debido a que disminuye el estrés
oxidativo y la apoptosis por lo que podria usarse en clinica si se comprueba que no se interpone

con el efecto antitumoral de la doxorrubicina (Zhang et al., 2017).

7. Resistencia a la doxorrubicina

El problema principal en el tratamiento farmacoldgico contra el cancer es la aparicion de
resistencias que impiden el correcto funcionamiento del procedimiento. Esta resistencia a la
quimioterapia puede ser innata en el caso de que se desarrolle con anterioridad a la existencia
de contacto entre el tumor y el farmaco; o puede ser adquirida si se presenta con posterioridad

a la administracion del medicamento (Paredes et al., 2006).

Las células cancerigenas pueden generar resistencia a multiples farmacos (MDR). Existen
bombas de eflujo MDR que expulsan hacia fuera de las células varios de los farmacos que se
suministran para tratar un cdncer; como por ejemplo la doxorrubicina. También existe la
posibilidad de que capture dichos medicamentos en lisosomas impidiendo la interaccién con la
diana molecular. Por otra parte, la inestabilidad genémica juega un papel clave en el aumento
de las resistencias contra farmacos, de modo que determinados factores como mutaciones o
deleciones y translocaciones pueden incrementar la probabilidad de desarrollar resistencia. Esto
supone un grave problema debido a que impide que el tratamiento funcione contra el tumory

por tanto, la enfermedad no presenta mejoria (Cao et al., 2020).
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7.1 Transportadores ABC
En el caso de las antraciclinas en general y la doxorrubicina en particular, la mayoria de las
resistencias aparecen por un aumento de las bombas de salida MDR que pertenecen a la familia
de transportadores ABC. Esta demostrado que la sobreexpresién de algunos transportadores
ABC aumenta la resistencia a multiples farmacos (MDR) lo que conlleva una menor eficiencia de

la quimioterapia (Amawi et al., 2019).

Estos sistemas transmembranales, son transportadores que contienen dominios de unién vy
degradacion de ATP, de ahi sus siglas ABC. Constituyen un amplio conjunto de proteinas
transmembrana que intervienen en el transporte activo de diferentes sustratos a través de la
bicapa de la membrana celular. Normalmente, los transportadores ABC estan formados por dos
dominios de unidn a nucledtidos (NBD) o dominios de unién a ATP también y por dos dominios
transmembrana (TMD) que se encuentran asociados con 6-11 hélices alfa que establecen la

especificidad del sustrato (Figura 3) (Amawi et al., 2019).

Destaca principalmente el efecto de 3 proteinas pertenecientes a los transportadores ABC: la
glicoproteina P (P-gp), la proteina asociada a la resistencia de multiples farmacos (MRP1) y la

proteina de resistencia contra el cdncer de mama (BCRP).

Figura 3-Estructura de las 3 proteinas que forman parte de los transportadores
ABC: P-gp, MRP1 Y BCRP (Aouali et al., 2005)

7.1.1 P-gp
La sobreexpresion de la glicoproteina P (P-gp) es el mecanismo mas estudiado de MDR. La P-gp
es una proteina transmembrana de 170 Kda (también se llama proteina P-17015) que esta
codificada por el gen MDR1. Actiia como una bomba dependiente de ATP provocando la salida
del farmaco al exterior celular, siendo la culpable de que las células cancerigenas sean
resistentes a multitud de agentes citotdxicos entre los que se incluye la doxorrubicina (Choi et

al., 2002).
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La P-gp lleva a cabo el eflujo de doxorrubicina fuera de las células debido a que fomenta la salida
de doxorrubicina del nucleo, que es el lugar en el que el antibidtico se une a la topoisomerasa Il
y al ADN. De este modo, disminuye los niveles de doxorrubicina haciendo que no consiga atacar
a las células y por tanto, induce la resistencia a multiples farmacos (MDR). Sin embargo, cuando
se produce un bloqueo farmacolégico y hay una menor expresién de la P-gp; las células si son

sensibles al tratamiento con doxorrubicina (Chaikomon et al., 2018).

Hay muchos grupos de investigacion cuyo estudio se basa en la bisqueda de nuevos métodos
que permitan disminuir los niveles de expresién de P-gp con el objetivo de eliminar la resistencia
a doxorrubicina que produce. Se ha descubierto que el verapamilo y la ciclosporina A funcionan
como inhibidores de la P-gp por lo que podrian usarse en diferentes terapias para reducir esta

farmacorresistencia (Paredes et al., 2006).

7.1.2 Mrp
La Mrp es una familia de transportadores celulares que incluye varias proteinas. Ademas de ser
un transportador ABC, también se encuentra en el reticulo endoplasmatico por lo que estas
proteinas estan involucradas tanto en la expulsién de los farmacos de las células como en el

secuestro de dichos agente antitumorales en vesiculas citoplasmaticas (Choi et al., 2002).

MRP1 es una glicoproteina que se encuentra unida a la membrana que es codificada por el gen
MRP1 y tiene 190 Kda. Cuando se expresa aumenta la resistencia de las células cancerigenas
aportando resistencia a la quimioterapia con diferentes farmacos como las antraciclinas, entre
las que destaca la doxorrubicina. Estructuralmente es muy similar a la P-gp siendo las Unicas
diferencias entre ambas proteinas la existencia en MRP1 de un dominio extra que cruza la
membrana en el extremo amino terminal; el TMDO. Por otra parte, los sustratos que utiliza la P-
gp son compuestos organicos neutros, mientras que la MRP1 usa como sustratos compuestos
hidréfobos, aniones orgdnicos conjugados y agentes anidnicos no conjugados. Por ejemplo,
transporta los farmacos que se suministran contra el cancer cuando estan conjugados con

glutation (Amawi et al., 2019).

La MRP1 ofrece resistencia al tratamiento con doxorrubicina en distintos tipos de cancer, pero
donde mas se ha estudiado es en el cancer de pulmdn; y se ha visto que otra proteina de la
familia Mrp, la MRP3 también aporta resistencia a la doxorrubicina en pacientes con cancer de
pulmén debido a que contribuye a la resistencia intrinseca de este cancer contra la

guimioterapia (Paredes et al., 2006).
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7.1.3 BCRP
La proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP) es otro de los transportares ABC. Sin
embargo, se dice que es un medio transportador porque solo tiene un TMD en el extremo
carboxilo terminal y un NBD en el extremo amino terminal. Debido a su papel como medio
transportador es necesaria una homodimerizacion para que la BCRP funcione como
transportador plenamente activo. La BCRP tiene 72 Kda y estd codificada por el gen ABCG2
(Choi & Yu, 2014).

La BCRP puede utilizar diferentes sustratos entre los que se incluyen agentes quimioterapéuticos
como la doxorrubicina. Puesto que es capaz de reconocer y transportar los farmacos usados
contra el cadncer, la expresion de BCRP en las células cancerigenas genera multiples mecanismos
de resistencia contra farmacos (MDR) debido a que se produce una salida activa del

medicamento (Nakanishi & Ross, 2012).

El descubrimiento de inhibidores que sean capaz de bloquear la salida del fadrmaco de las células
que se produce por la accién de la BCRP es de gran interés para mejorar la eficiencia de los

tratamientos y conseguir un mejor prondstico (Nakanishi & Ross, 2012).

7.2 Mecanismos genéticos y epigenéticos

Ademas de la accién de los transportadores, la resistencia a la quimioterapia también puede

producirse como consecuencia de alteraciones en determinados genes o enzimas.

Diferentes estudios han demostrado que una reduccidn en la expresion de la topoisomerasa Il
conducen a la quimiorresistencia frente a determinados farmacos como las antraciclinas. Dicha
quimiorresistencia también puede surgir como resultado de enzimas aberrantes que actuan
arreglando el dafio que se produce en el ADN. Existe una relacién entre la supresidn de los
enzimas que reparan estos fallos del ADN (MSH2 y MLH1) y la presencia de un genotipo
resistente a inhibidores de la topoisomerasa |l como la epirrubcina, la doxorrubicina y la

mitoxantrona (Fedier et al., 2001).

El hecho de que si existe una pérdida de MSH2 o MLH1 se genere resistencia a doxorrubicina
indica que la seleccion de células resistentes a las antraciclinas puede producirse como
consecuencia del fallo en la reparacion del ADN. En base a esto, diferentes estudios han probado
que los fallos en la reparacidn de los errores de emparejamiento del ADN estan involucrados en

una disminucién de la supervivencia en el cdncer de mama. De hecho, en un experimento en el
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qgue se tomaron muestras de pacientes con cancer de mama antes y después de recibir un
tratamiento de quimioterapia con doxorrubicina se verificd una gran reduccidn de células que
expresan MLH1. Por tanto, las células cancerigenas que expresan MLH1 en poca proporcion
tienen una mayor capacidad de sobrevivir durante la quimioterapia con doxorrubicina (Fedier

et al., 2001).

Por otra parte, cuando se produce un aumento en la metilacién del ADN se pueden incrementar
las formas de supervivencia y la evasiéon de la apoptosis produciendo resistencia. Se ha
comprobado que la metilacidn del ADN puede interactuar con la metilacion de histonas dando
lugar a cambios epigenéticos que aumentan las metilaciones y acetilaciones en las células del
cancer de mama que son resistentes a doxorrubicina. A su vez, la MSH2 al inactivarse
epigenéticamente conduce a la desactivacion de la via apoptética dependiente de MSH2 que
genera resistencia a diversos fdrmacos. Todos estos cambios epigéneticos que se originan en la
etapa inicial de resistencia contra los farmacos se incrementan de forma proporcional al

aumentar el nivel de resistencia (Ponnusamy et al., 2018).

7.3 Reversion de resistencia

Puesto que la resistencia supone un grave problema en el tratamiento con doxorrubicina
muchas de las investigaciones realizadas a lo largo de los afios se han centrado en la busqueda
de nuevos farmacos o mecanismos inhibitorios que permitan devolver a las células la

sensibilidad al farmaco.

7.3.1 Rinacantina-C
La rinacantina-C es un éster de naftoquinona que se encuentra en hojas y raices de la planta
Rhinacanthus nasutus. Tiene una accidon quimiosensibilizante y se ha visto que la combinacion
de farmacos citotéxicos como la doxorrubicina con farmacos quimiosensibilizantes aportan
grandes beneficios en la terapia contra aquellos tipos de cancer que tienen un fenotipo MDR. La
rinacantina-C interacciona con dos de los transportadores ABC: P-gp y MRP2, provocando su
inhibicidn y consiguiendo asi un incremento en los niveles intracelulares de doxorrubicina. Por
tanto, es capaz de aumentar la cantidad de doxorrubicina en las células hasta sus niveles
citotéxicos haciendo que pueda revertirse la MDR y que las células cancerigenas superen la

resistencia a la doxorrubicina (Chaisit et al., 2017).
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7.3.2 Verapamilo
El verapamilo es un bloqueador de los canales de calcio ampliamente utilizado en el tratamiento
de diversas enfermedades como por ejemplo las cardiovasculares. Ademads, es un inhibidor de
la glucoproteina P-gp, lo que le permite revertir la resistencia que se produce en las células
tumorales por la sobreexpresién de P-gp consiguiendo eliminar completamente la MDR cuando
se aplica en dosis de entre 5-10 uM. El problema es que cuando la concentracion de verapamilo
es mayor de 2 uM se genera dano cardiovascular por lo que hay que buscar nuevos sistemas

gue permitan eliminar la MDR vy sin que se produzca este dafio cardiaco (Li et al., 2019).

7.3.3 Resveratrol
El resveratrol es una fitoalexina que esta presente en la piel de algunas frutas como las uvas y
gue tiene grandes propiedades en quimioterapia como la inhibicién del crecimiento de
diferentes tipos de células tumorales. En el caso del tratamiento con doxorrubicina resulta de
especial interés debido a que la administracion de resveratrol produce una bajada en los niveles
de la proteina MRP1 y esto hace que las células cancerigenas pierdan la resistencia contra la
doxorrubicina. Por tanto, el resveratrol permite la reversion del fenotipo MDR en células
tratadas con doxorrubicina. Puesto que es un compuesto natural que podemos encontrar en
muchos alimentos como frutas y verduras se ha propuesto su aplicacién como suplemento
dietético para aquellos pacientes que presenten resistencia contra la quimioterapia (Kweon et

al., 2010).

7.3.4 \VielaninP

El vielanin P es un meroterpenoide presente en las hojas de Xylopia vielana. Este compuesto
tiene propiedades importantes para mejorar la resistencia de las células cancerigenas al
tratamiento con doxorrubicina debido a que reduce los niveles de uno de los transportadores
ABC con mas relevancia en cuanto a la resistencia: la proteina MRP1, que disminuye de una
forma proporcional tanto en funcion del tiempo como de la concentracidn a la que se administra
el vielanin P. Esta MRP1 disminuye debido a que el vielanin P inhibe la via de sefializacion
PI3K/Nrf2. Esto provoca un aumento de la concentracién intracelular de doxorrubicina
revirtiendo la resistencia a multiples farmacos (MDR). Ademds, tiene la gran ventaja de que no
aumenta los niveles de citotoxicidad por lo que podria usarse en un futuro como un agente

farmacoldgico contra la quimiorresistencia (Gao et al., 2019).
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7.3.5 Ciclosporina A
La ciclosporina A es un modulador de MDR que es capaz de inhibir la actividad ATPasa de P-gp.
Cuando la ciclosporina A esta presente aumenta la captacién de doxorrubicina por parte de las
células, revirtiendo la resistencia a la quimioterapia (Morjani & Madoulet, 2010). Sin embargo,
existe un compuesto derivado de la ciclosporina D, el PSC833 o valsopodar que tiene una
efectividad 10 veces superior a la de la ciclosporina A reduciendo la resistencia contra la
doxorrubicina. Tanto la ciclosporina A como el PSC833 son buenos candidatos para usarse como
inhibidores de la glucoproteina P y aumentar la disponibilidad intracelular de farmacos contra

el cancer, eliminado asi la resistencia (Aouali et al., 2005).

8. Nuevas formulaciones de doxorrubicina

La cardiotoxicidad y la quimiorresistencia son los principales problemas que presenta el
tratamiento con doxorrubicina. Debido a ello, se han estado desarrollando nuevos métodos de
aplicacion del fdrmaco que consigan minimizar al maximo estos efectos secundarios

indeseables.

8.1 Nanomicellas
El uso de micelas poliméricas que se cargan con doxorrubicina combinada con alglin otro
compuesto que ayude a mejorar sus cualidades estd ampliamente extendido como una de las

formulaciones mas exitosas para revertir la MDR.

Las nanomicellas cargadas con doxorrubicina y curcumina pueden disminuir la resistencia en el
cancer de pulmén. La curcumina es un colorante natural procedente de la circuma, especia
obtenida del rizoma de la planta del mismo nombre, que tiene multiples propiedades como la
induccidn de la apoptosis o la inhibicion del crecimiento de células cancerigenas. Por tanto, es
un buen candidato para superar la resistencia a multiples farmacos. Se han generado micelas
poliméricas (PM) utilizando PGS 1000 (succinato de d-tocoferil polietilenglicol) y DSPE-PEG 2000
(1,2-diestearoil- sn glicero-3-fosfoetanolamina- N -metoxi-poli (etilenglicol),000) debido a que la
curcumina es hidréfoba y si no se administrara en nanomicellas junto a la doxorrubicina se

degradaria (Figura 4). A su vez, también se necesita que tengan un pequefno tamafo para que
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puedan atacar a las células tumorales a través del efecto de mayor permeabilidad y retenciéon

(EPR) (Gu et al., 2016)
Cytotoxicity analysis

DL (%) = (M /M) x100% () - sz
Human lung cancer cells, A549 cells (DOX-sensitive),

LE (%) = (M/M,) x100% (2)  A549/Adr cells (P-gp overexpressing, DOX-resistant), and

DSPE-PEG
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Figura 4- Estructura de las nanomicellas formadas por doxorrubicna, curcumina,
TPGSloo YDSPE—PEGzooo (GU et al., 2016)

La curcumina puede eliminar el bombeo de P-gp y el componente PGS 1000 de la micela
polimérica es capaz de inhibir P-gp. De este modo, la combinacién de doxorrubicina, curcumina
y el componente PGS 100 tienen una actividad sinérgica que permite un aumento de la
citotoxicidad hacia las células tumorales ya que aumenta la concentracion de doxorrubicina en
las células y ademas se incrementa el tiempo de circulacion en sangre. A su vez, estas micelas

también permiten una reversién de la resistencia generada a la doxorrubicina (Gu et al., 2016).

En modelos de ratones se ha demostrado que estas micelas de curcumina y doxorrubicina son
capaces de inhibir la proliferacion de células tumorales en aquellos individuos portadores de
tumores, por lo que podrian ser un buen tratamiento futuro para diferentes tipos de cancer

como el de pulmodn (Gu et al., 2016).

En el caso del cancer de ovario se ha visto que las nanomicellas cargadas con doxorrubicina y
reina disminuyen la quimiorresistencia. La reina es una antraquinona lipofilica abundante en
hierbas con propiedades medicinales. Las micelas poliméricas se han ensamblado gracias a la
combinacion de PGS 1000 Y DSPE-PEG 2000. La aplicacién de estas nanomicellas provoca una
liberacion del farmaco mas lenta de modo que combinandolo con el diminuto tamafio de estas
particulas se produce un aumento en el tiempo en el cual esta presente en la circulacién y como

consecuencia aumenta la concentracion plasmatica del medicamento (Han et al., 2018).

Por otra parte, también se ha comprobado que las nanomicellas cargadas con doxorrubicina y
reina aumentan la citotoxicidad y son capaces de inducir la apoptosis de aquellas células
tumorales que son resistentes a la doxorrubicina revertiendo asi la resistencia a multiples

farmacos (MDR). Este estudio tiene un gran valor debido a que a las mejoras de citotoxicidad y
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reversion de la resistencia hay que sumarle que presenta unos niveles de toxicidad bastante
bajos por lo que es un buen método sobre el que seguir estudiando para poder prevenir el

avance del cancer de ovario (Han et al., 2018).

Otro estudio ha relevado una gran mejora de los resultados en pacientes que presentan
glioblastoma gracias al uso de nanomicellas cargadas con doxorrubicina modificadas con
borneol. En el tratamiento contra el glioblastoma se utiliza una inyeccién intracraneal de
doxorrubicina a través de la arteria cardtida interna. El problema radica en que la doxorrubicina
no es capaz de atravesar la barrera hematoencefilica (BHE) de forma eficiente y ademas genera

cardiotoxicidad (Meng et al., 2019).

El borneol se obtiene de productos procesados de resinas y aceites volatiles presentes en plantas
de la familia Dipterocarpaceae. Este compuesto cobra gran interés debido a que es capaz de
atravesar la BHE y combinarse con la P-gp bombedndola fuera de la célula y provocando que los
farmacos puedan acumularse en el cerebro. Para formar y ensamblar las nanomicellas cargadas
con borneol y doxorrubicina se usé DSPE-PEG 2000. Una vez aplicado este tratamiento se vio que
efectivamente habia mejorado notablemente el transporte de doxorrubicina a través de la BHE
y que se acumulaba rdpidamente en los tejidos cerebrales. A su vez, el estudio reveld que en los
ratones tratados con estas nanomicellas se inhibia el crecimiento tumoral lo que lo convierte en

un posible tratamiento futuro contra el glioblastoma muy interesante (Meng et al., 2019).

8.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NP) son un buen enfoque en Hipsomel, i (
Pegylated liposomal Magnetic
. . . Polymeric Carbon based
el tratamiento contra el cancer debido a que 4 puec miceles P .
. i i , é Solid lipid nanoparticles % S
permiten incrementar los niveles de farmaco en g H 1
= &
a ]
el interior de las células lo que contribuye a % 2 <
s F =
0 B0
. . . . - -
disminuir los diferentes efectos adversos °© 2 ]

haciendo que la nanotecnologia sea una de las

_Inner where
" drug added

PEG chain

mejores opciones para combatir los actuales

B phospholipid

problemas que presenta la quimioterapia. En el |posomal

PEG Liposomal

caso de la doxorrubicina, las nanoparticulas se Figura 5- Clasificacion y esquema general de las

clasifican en tres grupos: NP inorganicas; NP diferentes nanoparticulas (NP) (Shafei et al., 2017)

organicas y NP integradas (Figura 5) (Shafei et al., 2017).
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8.2.1 Nanoparticulas organicas

8.2.1.1 Nanoparticulas de polialquilcianoacrilato (PACA)
Estas nanoparticulas elevan la accidn citotdxica de la doxorrubicina y ademds son capaces de
disminuir la resistencia a multiples farmacos (MDR). Sin embargo, su eficacia contra los
mecanismos de resistencia no es muy elevada por lo que con el objetivo de revertirla se cargaron
las nanoparticulas de PACA con ciclosporina A encapsulada con doxorrubicina. La ciclosporina A
es un farmaco inhibidor de la P-gp por lo que al encapsularla con la doxorrubicina se observé

una inhibicién de la proliferacién de las células cancerigenas (Soma et al., 2000).

Estas nanoparticulas provocan un aumento en las concentraciones del farmaco a nivel
intracelular ocasionando una menor resistencia contra en tratamiento. Ademas, el estudio
mostrd que la inhibicidn de la tasa de crecimiento es superior a la que se obtiene con otros
métodos y esto es debido a la sinergia entre la doxorrubicina y la ciclosporina A; ya que si se
administran sin encapsular su accién es mucho mas reducida. Por tanto, este método supone
un avance en la mejora del tratamiento y podria implementarse proximamente (Soma et al.,

2000).

8.2.1.2 Nanoparticulas de MPEG-PLA
MPEG-PLA es un polimero anfipdtico que tiene capacidad biodegradable y a su vez puede formar
un complejo de inclusién con diferentes farmacos usados en la terapia contra el cancer por lo
que tiene diversas aplicaciones en dicha terapia. Ademas, también es capaz de hacer que los
compuestos insolubles se solubilicen y mejorar la eficacia de los fdrmacos una vez que éstos se

han administrado al paciente (Zheng et al., 2018).

En un estudio realizado para revertir la resistencia a la quimioterapia en casos de cdncer de
ovario se han usado las nanoparticulas MPGE-PLA para coencapsular verapamilo y
doxorrubicina. El verapamilo es un inhibidor de la P-gp cuya sobreexpresidn contribuye a que
las células cancerigenas presenten resistencia. Por tanto, elimina la P-gp de modo revierte la
resistencia contra el farmaco y ademas aumenta la inhibicion del crecimiento del tumor (Zheng

et al., 2018).

La administracidn simultanea de verapamilo y doxorrubicina encapsulados en nanoparticulas
MPEG-PLA incrementa la citotoxicidad haciéndola mas efectiva a la vez que disminuye los
niveles de toxicidad. Esto sumado a la reversion de la resistencia lo convierte en un tratamiento

con mucho potencial para tratar a pacientes con cancer de ovario (Zheng et al., 2018).
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8.2.2 Nanoparticulas inorganicas

8.2.2.1 Nanoparticulas de oro
Las nanoparticulas de oro tienen una serie de caracteristicas excepcionales como su pequeiio
volumen o su simplicidad para sintetizarse. Debido a esto y a otros factores como una gran
permeabilidad y una citotoxicidad nula, son una herramienta adecuada para suministrar
diversos farmacos. En diferentes estudios se ha probado la eficacia de estas nanoparticulas para
tratar varios tipos de cdncer como el de pancreas o el de mama debido a que la conjugacidn de
estas nanoparticulas de oro con agentes antitumorales permite disminuir los efectos

secundarios del tratamiento (Coelho et al., 2019)

En un ensayo clinico llevado a cabo en el aino 2019 se utilizaron nanoparticulas de oro para
combatir la leucemia. Para ello se conjugaron las nanoparticulas de oro con anti-221 (inhibidor
de miR-221) y con AS1411 (oligonucledtido que se expresa en la superficie de las células
leucémicas) y se cargaron con doxorrubicina. De este modo, gracias a la endocitosis las
nanoparticulas de oro son capaces de entrar en el interior de las células y mediante el
reconocimiento de AS1411 pueden penetrar en aquellas células que presentan resistencia al
tratamiento. La doxorrubicina se libera del complejo formado por la nanoparticula de oro y
AS1411 interaccionando con el ADN impidiendo la proliferacidon celular y estimulando la
apoptosis. A su vez, anti-221 disminuye los niveles de P-gp aumentando la sensibilidad de las

células y superando asi la resistencia (Deng et al., 2019)

Por tanto, las nanoparticulas de oro tienen un gran potencial futuro para combinar diversos
factores que puedan ayudar a superar la resistencia contra la doxorrubicina haciendo que el

tratamiento sea mas efectivo y presente menos efectos secundarios.

8.2.2.2 Nanoparticulas de dxido de hierro supermagnético (SPIONSs)
Las SPIONs estan formadas por un nucleo magnético de Fes0,. Gracias a sus propiedades
magnéticas, estas nanoparticulas se usan para administrar farmacos de forma dirigida ya que
mediante la aplicacidon de un campo magnético se pueden redireccionar hacia diversos tumores

en el cuerpo.

Sin embargo, este sistema tiene varios inconvenientes como una baja solubilidad en agua por lo
gue es necesario combinarlo con PEG de modo que se forma un complejo SPIO-PEG-DOX que

permite una menor degradacién de la doxorrubicina, aumentando su vida media y permitiendo
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que la doxorrubicina se entrelace con el ADN desencadenando un incremento de la apoptosis

de las células cancerigenas (Liang et al., 2016).

A su vez, si se utiliza un campo magnético local, el

‘ SPIO core
Magnetic feld
-  PEG

complejo SPIO-PEG-DOX puede dirigirse al tumor o Dounicn

SPIO-PEG-D

y retenerlo con mas facilidad (Figura 6). De este
modo se demostré que aplicando un campo
magnético local el tamafio del tumor disminuia
significativamente y ademas se lograba reducir la
cardiotoxicidad y los efectos secundarios
derivados de ésta (Liang et al., 2016). Figura 6- Nanoparticulas de SPIO conjugadas con PEG y

aplicacion de un campo magnético durante el
tratamiento con doxorrubicina (Liang et al., 2016).

8.2.2.3 Nanoparticulas de diamante
Los nanodiamantes son unas de las nanoparticulas que menor toxicidad presentan. Por esta
razon se ha investigado su uso en nanomedicina para ayudar a la administracién dirigida de
farmacos por lo que se ha propuesto la combinacidn de estas nanoparticulas con transferrinay

doxorrubicina (Wang et al., 2015).

La transferrina (Tf) ha servido como marcador especifico de las células tumorales debido a que
reacciona con receptores de transferrina que estan presentes en la superficie de dichas células.
De este modo se ha formado el complejo Tf-DOX y se ha conjugado con nanodiamantes, dando
lugar a las nanoparticulas ND-(Tf-DOX) que pueden actuar de forma especifica sobre las células
cancerigenas gracias a una endocitosis dependiente de clatrina; lo que impide el desarrollo
tumoral y reduce los efectos adversos del tratamiento por lo que es una via de investigacion

futura para la quimioterapia con doxorrubicina (Wang et al., 2015).

9. Conclusiones
La doxorrubicina ha sido desde su descubrimiento un importante agente quimioterapéutico. A
pesar de tener grandes desventajas como la cardiotoxicidad, se ha seguido utilizando debido a
su gran utilidad en la lucha contra el cancer. No obstante, las investigaciones cientificas se han

centrado en reducir al maximo los efectos adversos generados por el farmaco.

Se han descubierto diferentes proteinas reguladoras (DnrO, DnrN, Dnrl y DnrW) asi como
diferentes genes como afsR, que es un gen regulador global capaz de activar los otros genes

estructurales, que contribuyen a la produccidon del compuesto por el microorganismo S.
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peucetius. Estos descubrimientos y muchos otros han hecho posible aumentar las producciones
industriales de doxorrubicina consiguiendo que el tratamiento sea mds favorable en términos

econdmicos.

Mediante el estudio del mecanismo de accidn se ha comprobado que al intercalarse con el ADN

ataca a la topoisomerasa ll, crea especies reactivas de oxigeno e incluso actia como un quelante

de hierro desencadenando la muerte celular de las células. Esto cobra gran relevancia debido a
qgue no solo provoca la apoptosis de las células tumorales, sino que también dafia al resto de
células del organismo produciendo efectos adversos, siendo el mas destacado Ia
cardiotoxicidad. Controlando la dosis que se aplica del farmaco se pueden reducir los niveles de
cardiotoxicidad. A su vez, se han desarrollado nuevas formulaciones como la encapsulacién en
liposomas o nuevos derivados sintéticos como la epirrubicina e idarrubicina que disminuyen este
problema. Sin embargo, no se ha logrado eliminar la cardiotoxicidad totalmente, por lo que en

la actualidad se investiga en agentes cardioprotectores como el dexrazoxano y nuevas formas

de aplicacion para lograr su desaparicién.

El otro gran problema que presenta la doxorrubicina es la aparicion de MDR, producida
especialmente por la sobreexpresion de transportadores ABC (P-gp, MRP1, y BCRP).
Actualmente ya se han encontrado compuestos que actian como inhibidores de estos

transportadores como el verapamilo o la ciclosporina A, pero todavia no esta extendido su uso.

Todo esto nos conduce al futuro en el tratamiento con doxorrubicina, ya que la prioridad es
solventar todos los problemas que se han expuesto (cardiotoxicidad, resistencia, etc.). Esto
puede lograrse mediante el uso de la nanomedicina. Hay gran cantidad de estudios que reflejan
que mediante el uso de nanomicellas o nanoparticulas conjugadas con doxorrubicina se puede
reducir la citotoxicidad, disminuyendo el dafio cardiaco y aumentando la sensibilidad de las
células tumorales al tratamiento. Es un amplio campo de investigacidn, ya que pueden utilizarse

desde nanoparticulas poliméricas hasta nanoparticulas metalicas (oro, diamante, etc.).

Por tanto, la doxorrubicina es un agente quimoterapeutico muy utilizado que tiene una alta
eficacia y que en un futuro lograra sin ninguna duda, superar todos los problemas que presenta

en la actualidad, mejorando notablemente la calidad de vida de los pacientes.
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