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Rezumat

Introducere. Epirubicina este un antibiotic din clasa antraciclinelor cu un
puternic efect antitumoral, fiind utilizata in terapia adjuvantd si neoadjuvantd in
tumorile vezicale infiltrative, precum si in tratamentul instilational intravezical al
tumorilor vezicale superficiale.

Obiectiv. Evaluarea cu ajutorul cromatografiei de lichide de inalta performantad
cu detectie in ultraviolet (HPLC-UV) a epirubicinei din serul pacientilor cu tumori
superficiale ale vezicii urinare, carora li s-a administrat citostaticul imediat dupd
rezectia endoscopicd, in scopul detectarii unei eventuale reabsorbtii sistemice a
acestuia.

Material §i metodd. Masurdtorile au fost efectuate pe ser obtinut prin
centrifugare din probele sanguine recoltate inainte si la 1, 2, respectiv 10 ore dupd
administrare intravezicald de epirubicind. De asemenea, au fost efectuate masuratori
pe ser recoltat de la pacienti tratati cu epirubicind pe cale sistemica pentru cancere
vezicale infiltrative sau metastatice. Inregistrarile au fost realizate cu ajutorul unui
cromatograf de lichide Jasco-980 la 254 nm, utilizand o coloand Luna CI18 si faza
mobila acetonitril-apa (55:45, v/v). Cromatogramele si curba de calibrare au fost
inregistrate si procesate cu softul ChromPass.

Rezultate. Metoda HPLC-UV elaborata a permis determinarea epirubicinei
din serul obtinut de la pacientii cu chemoterapie sistemicd panad la o concentratie
minimd de 2 ug/mL a acesteia. In probele prelevate de la pacientii cu administrare
intravezicald dupa rezectia endoscopica epirubicina nu a fost detectatd.

Concluzie. Rezultatele obtinute demonstreaza ca metoda HPLC-UV elabo-
rata poate fi aplicatd la monitorizarea tratamentului instilational cu epirubicina la
pacientii cu cancer de vezica urinard.

Cuvinte cheie: Epirubicina, HPLC-UV, cancer de vezica urinara, chemoterapie
intravezicala.

CHROMATOGRAPHIC MONITORING OF EPIRUBICIN TREAT-
MENT IN PATIENTS WITH BLADDER TUMORS

Abstract

Introduction. Epirubicin is an anthracyclinic antibiotic with a strong antiblastic
activity used in the adjuvant and neoadjuvant therapy in muscle invasive bladder
cancer, as well as in the postoperative intravesical instillation treatment of superficial
in non-muscle invasive bladder tumors.

Objective. The assessment using high performance liquid chromatography with
ultraviolet detection (HPLC-UV) of epirubicin in the serum of patients with superficial
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bladder tumors to whom the antiblastic was immediately administered after the
endoscopic resection, in order to detect its possible systemic reabsorption.

Materials and methods. The measurements were done on serum obtained by
centrifugation from the sanguine samples collected before and after 1, 2 respectively 10
hours after the intravesical instillation treatment with epirubicin. Also, measurements
on serum collected from patients treated with epirubicin on systemic way for the
infiltrative or metastatic bladder cancer were carried out. The registrations were
performed with a Jasco-980 liquid chromatograph at 254 nm using a Luna CI8
column and a mobile phase of acetonitril-water (55:45, v/v). The chromatograms and
the calibration curve were recorded and processed by Jasco ChromPass software.

Results. The developed HPLC-UV method allowed the determination of
epirubicin in the serum samples obtained from patients with systemic chemotherapy to
a minimum concentration of 2 ug/mL of it. In the samples taken from the patients with
intravesical instillation of epirubicin after the endoscopic resection, this cytostatic

S72

drug was not detected.

Conclusion. The obtained results demonstrate that the developed HPLC-UV
method can be applied to monitor the instillation treatment with epirubicin at the
patients with bladder cancer.

Keywords: epirubicin, HPLC-UV, urinary bladder cancer, intravesical

chemotherapy.

Introducere

Epirubicina (figura 1) este un antibiotic antra-
ciclinic nou, cu activitate antiblasticd si capacitate de
penetrare rapida in citoplasma, localizare la nivelul
nucleului si inhibare a sintezei acizilor nucleici, precum si
a activitatii mitotice [1,2].

H N
Figura 1. Formula structurala a epirubicinei. Denumirea IUPAC
(8R,10S)-10-((2S,4S,5R,6S)-4-amino-5-hidroxi-6-metiltetrahidro-
2H-piran-2-i1)-6,8,11-trihidroxi-8-(2-hidroxiacetil)- 1 -metoxi-
7,8,9,10-tetrahidrotetracen-5,12-diona [1].

Epirubicina este utilizatd ca terapie adjuvantda si
neoadjuvantd in cancerul vezical infiltrativ, precum si
chemoterapie instilationald in tumorile vezicale super-
ficiale [2]. Rezectia endoscopica a tumorilor vezicale
(TUR-V) reprezinta primul pas terapeutic la pacientii cu
tumori vezicale [3,4]. Se considera ca implantarea tumo-
rald in timpul si imediat dupa rezectia endoscopica este
responsabila de majoritatea recidivelor tumorale precoce
[5]. Astfel s-a implementat utilizarea chemoterapiei
intravezicale peroperatorii, recomandare Grad A in
Ghidurile Asociatiei Europene de Urologie [6]. Instilatiile
intravezicale cu epirubicind in primele 6 ore postoperator
conduc la o scadere a ratei de recurenta cu pana la 56% in
cazul tumorilor multiple (LE: 1a) [4,7,8].
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Cu toate ca uroteliul nu permite reabsorbtia, totusi,
la nivelul solutiilor de continuitate date de rezectie, epirubi-
cina administrata intravezical poate ajunge teoretic in
circulatia sistemicd [2]. In literatura de specialitate exista
foarte putine referinte care sa descrie acest fenomen [2].
Datoritd scaderii varstei de aparitie a bolii, existd situatii
speciale (gravide si lauze) in care patrunderea acestor
substante in circulatia sistemica nu este permisd. Datele
din literatura indica utilizarea cromatografiei de lichide de
inalta performanta (HPLC) la determinarea epirubicinei si
a metabolitilor sdi din probe biologice [9-17].

Scopul lucrarii noastre consta in evaluarea cu aju-
torul cromatografiei de lichide de inaltd performantd cu
detectie in ultraviolet (HPLC-UV) a epirubicinei din
serul pacientilor cu tumori superficiale ale vezicii urinare,
carora li s-a administrat citostaticul imediat dupd rezectia
endoscopica, in scopul detectdrii unei eventuale reabsorbtii
sistemice a acestuia.

Materiale si metoda

Echipamente: Cromatograf de lichide de inalta
performanta Jasco-980 echipat cu: pompa de inalta presiune
(PU-980), unitate cu gradient ternar (LG-980-02), degazor
3-line (DG-980-50), termostat de coloana (CO-2060 Plus),
coloand Luna C18 (100 A, 5 um, 25%0,46 cm), detector
UV-Vis (UV-980-975), software ChromPass; Echipament
de extractie in fazd solida (SPE, Phenomenex) cu 12
canale, pompa de vacuum si cartuse PolySpher RP18-Cat
(100 mg); Spectrometru UV-Vis Unicam UV 4 cu detectie
cu fotomultiplicator in domeniul 190-900 nm si software
Vision.

Materiale: Epirubicina 50 mg, produs liofilizat
pentru solutie perfuzabila, 50 mg clorhidrat de epirubicina
si excipienti (lactozd monohidrat si p-hidroxibenzoat de

Clujul Medical 2013 Vol. 86 - Supplement no. 1



Clinical investigations

metil) per un flacon pentru administrare intravenoasa/
intravezicald. A fost preparata o solutie stoc (1 mg/mL) de
epirubicina (produs liofilizat) in apa (0,9% NaCl; solutie de
culoare rosie) care a fost trecuta pe filtre de teflon speciale
(Serynge filters, PTFE 0,45 pm, Traser) pentru indepartarea
posibilelor impuritati. Solventii utilizati au fost acetonitril
pentru uz HPLC (Merck) si apa ultrapura (Millipore), iar
clorura de sodiu de puritate p.a. (Chimopar, Bucuresti).

Metoda HPLC-UV: Probele etalon si cele biologice
au fost eluate 1n conditii izocratice pe o coloand Luna C18 cu
faza mobild acetonitril-apa (55:45, v/v) la un debit de elutie
de 1 mL/min. Detectia UV a fost la 254 nm. Cromatograma
obtinutd pentru epirubicind reprezinta profilul caracteristic al
epirubicinei obtinutd din antibioticul administrat. Picul de la
3,8 min este considerat ca fiind cel atribuit epirubicinei, iar
cel de la 2,3 min este atribuit altor componente din matricea
antibioticului. Pentru determinarea cantitativa a epirubicinei
in probele biologice (ser) a fost necesara trasarea curbei de
calibrare. Din solutia stoc de epirubicing, au fost preparate
in apa solutiile de referinta pentru liniaritate in intervalul de
concentratii 5-80 pg/mL.

Prelevarea probelor biologice pentru analiza: Dupa
obtinerea acordului comisiei de etica a clinicii §i a consim-
tamantului informat al pacientilor, au fost recoltate probe
de sange de la pacienti aflati sub chemoterapie sistemica si
de la pacienti cu chemoterapie instilationald intravezicala.
Probele de ser au fost obtinute prin centrifugare la 30
minute dupa recoltare si au fost pastrate la intuneric la
temperaturi cuprinse in intervalul 2-8°C pana la prelucrare
[2]. Pacientii cu administrare sistemica au reprezentat lotul
A, iar cei cu administrare intravezicala lotul B.

Lotul A. Au fost efectuate prelevari de sange de
la 10 pacienti cu cancer infiltrativ/metastatic de vezica
urinara cdrora li s-a administrat solutie perfuzabild de
epirubicind 80 mg/m? astfel: inainte de administrarea dozei
de epirubicina (Proba I), la 1 ora (Proba II) si, respectiv, la
2 ore de la administrarea dozei (Proba III).

Lotul B. Au fost efectuate prelevari de sange
de la 20 pacienti cu cancer superficial de vezica urinard
stadializati pTa-pT1 post TUR-V, cu administrare intra-
vezicalda de epirubicind (50 mg/50 mL) si mentinerea
citostaticului in vezica timp de 2 ore, dupa cum urmeaza:
inainte de administrarea dozei de epirubicina (ProbaI), la 1
ora (Proba II), 1a 2 ore (Proba III) si, respectiv, la 10 ore de
la administrarea dozei (Proba IV).

Pregatirea probelor biologice pentru analiza: Pro-
bele de ser au fost centrifugate si trecute pe cartuse SPE
PolySpher RP18-Cat (100 mg). Cartusele au fost initial
conditionate cu acetonitril. Apoi, s-a trecut prin cartus un
volum de 0,5 mL sau 1 mL din proba de ser, care a fost apoi
eluatd cu 0,5 mL acetonitril. Inainte de analiza HPLC, pentru
eliminarea urmelor de particule solide din solutie, probele
obtinute prin SPE au fost trecute pe filtre de teflon speciale
(Serynge filters, PTFE 0,45 pum, Traser). Probele au fost
injectate in cromatograf manual, intr-o valva-inel de 20 pl,

cu ajutorul unei seringi Hamilton Rheodyne (50 pL). Au fost
inregistrate cromatograme in UV la 254 nm, verificandu-se
reproductibilitatea acestora prin trei-patru injectari.

Rezultate

Studii spectroscopice UV-Vis

Pentru a stabili lungimea de unda optima necesara
detectiei epirubicinei prin metoda HPLC, a fost inregistrat
spectrul UV-Vis al unei solutii metanolice de eprubicina,
in domeniul spectral 190-700 nm. Masuratorile UV-Vis au
fost realizate in solutie metanolicd, in celule de cuart cu
drum optic de 1 cm. Determinarea pozitiei maximelor din
spectru si a absorbantei acestora s-a efectuat automat prin
programul soft Vision al spectrometrului (figura 2).
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Figura 2. Spectrul UV-Vis al epirubicinei in solutie NaCl 0,9%
(celuld cu drum optic de 1 cm).

Banda caracteristica pentru epirubicind este la 254
nm, fiind selectata pentru detectia UV prin metoda HPLC.
Benzile de la 204 nm si 235 nm sunt datorate lactozei,
respectiv p-hidroxi benzoatului de metil, compusi prezenti
in excipient. Banda de absorbtie din domeniul vizibil este
rezultata din suprapunerea a cel putin trei benzi §i este
datorata structurii antraciclinice.

Metoda HPLC-UV

Pentru determinarea cantitativd a epirubicinei din
ser a fost trasata curba de calibrare pe baza a 6 puncte,
obtindndu-se un raspuns liniar, coeficientul de corelatie
fiind de 0,9955 (figura 3). Limita de detectie (LD) obtinuta
a fost <2 pg/mL. Cromatograma inregistratd a epirubicinei
reprezinta profilul caracteristic al epirubicinei obtinuta din
antibioticul administrat. Picul de la 3,8 min este atribuit
epirubicinei, iar cel de la 2,3 min altor componente din
matricea citostaticului.
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Figura 3. Cromatograma HPLC-UV a epirubicinei (c = 0,8 pg/mL)
si curba de calibrare (r = 0,9955); detectie la 254 nm; LD <2 pg/
mL.
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Studiul probelor biologice analizate

Din cromatogramele Inregistrate in UV la 254 nm
si fluorescentd reiese ca cele mai bune rezultate au fost
obtinute prin detectie UV. In figurile 4 si 5 sunt prezentate
cromatogramele obtinute pentru probele biologice anali-
zate. Acestea reprezinta profiluri caracteristice ale probelor
evaluate si interpretate datele obtinute.

Cromatogramele probelor de ser obtinute de la pa-
cientii tratati sistemic indica prezenta epirubicinei in serul
analizat, observandu-se o scadere a concentratiei plasmatice
la 2 ore dupa administrare, in timp ce cromatogramele
probelor de ser obtinute de la pacientii tratati prin admi-
nistrarea intravezicala a epirubicinei nu indicd prezenta
acesteia in serul analizat la o limitd de detectie de 2
pg/mL. Ca urmare, nivelul reabsorbtiei sistemice dupa
administrarea intravezicald a 50 mg/50 mL epirubicina este
practic inexistent sau mai mic de 2 pg/mL.

60V
40 1
20;
o RT [min]
1 2 3 4 5 6 7 8
607y
40 "
20,
o J\L RT [min]
1 2 3 a 5 6 7 8
60V
a0 n
20;
- A R i
1 2 3 5 6 7
200{mV 38
150,
Referinta
100! _
0 RT [min]
[ 1 2 3 4 5 6 7

Figura 4. Cromatogramele HPLC-UV ale probelor de ser prove-
nite de la pacientii cu administrare sistemica a epirubicinei: proba
I (recoltare inainte de administrare), proba II (recoltare la o ord de
la administrare), proba III (recoltare la 2 ore de la administrare)
comparativ cu cromatograma epirubicinei referinta.
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FiguraS. Cromatogramele HPLC-UV ale probelor de ser provenite
de la pacientii cu administrare intravezicald a epirubicinei: proba I
(recoltare inainte de administrare), proba II (recoltare la o ora de
la administrare), proba III (recoltare la 2 ore de la administrare),
proba IV (recoltare la 10 ore de la administrare) comparativ cu
cromatograma epirubicinei referintd.

Discutii

Maessen si colab. [9] au imbunatatit metoda HPLC
de determinare a epidoxorubicinei, utilizand cartuse de
extractie C18 Sep-Pak. Domeniul de recuperare a fost
de 58% pentru agliconul doxorubicinei si 98% pentru
glucuronida 4’-epidoxorubicina. Antraciclinele au fost
separate prin metoda HPLC cu faza inversa in 9 minute si
masurate in fluorescentd. Shinkai si colab. [10] au utilizat
o metoda HPLC cu fazd inversa cu detectie in fluorescenta
pentru determinarea concentratiilor antraciclinelor si a
metabolitilor lor din probe biologice. Utilizand extractia pe
cartuse C18 Sep-Pack si apoi extractia cu solventi, limita
de detectie a fost mai mica de 1 ng/mL pentru toti compusii
de extractie din 0,5 mL de plasma. Dine si colab. [11] au
dezvoltat o metodda HPLC izocraticd, rapida si sensibila
pentru analiza epirubicinei §i a trei metaboliti din plasma.
Medicamentul a fost extras pe o coloana Sep-Pak C18,
iar recuperarea medie a fost mai mare de 85%. Barker si
colab. [12] au utilizat o metoda HPLC de determinare a
epirubicinei si a metabolitilor sdi din plasma, in timp de
96 ore de la infuzia de epirubicind la pacienti cu multiple
micloame. Metoda a fost validata pentru epirubicind pe
domeniul 5-100 ng/mL. Fogli si colab. [13] au validat
o metoda HPLC de determinare a daunorubicinei,
idarubicinei, doxorubicinei, epirubicinei si a 13 metaboliti
dihidro. Curba de calibrare efectuata pe domeniul 0.4-
10.000 ng/mL a fost liniara. Limita de detectie si limita de
cuantificare au fost de 0,4 ng/mL pentru o proba de 50 mL
(40 pg/injectie) pentru toate antraciclinele testate. Utilizand
o metoda HPLC, Dodde [14] a determinat epirubicina si
metabolitul sdu epirubicinol din saliva si plasma. Detectia
s-a efectuat spectrofluorimetric cu excitare la 474 nm si
emisie la 551 nm, metoda fiind liniard pe domeniul de
concentratie 5-1000 pg/L pentru epirubicina si 2-400 pg/L
pentru epirubicinol.

Pe baza datelor din literaturd am considerat apli-
cabild cromatografia HPLC pentru studiul efectuat. Am
realizat o metodd HPLC cu detectie UV (LD <2 pg/mL)
pe care am utilizat-o la monitorizarea epirubicinei serice,
concentratiile plasmatice in terapia sistemica fiind de 0,018
mg/mL la o dozd administrata de 80 mg/m? [2].

La pacientii cu functie hepatica si renald normala,
dupa administrarea intravenoasa de 60-150 mg/m?* Epirubi-
cina nivelul plasmatic scade dupa un model triexponential,
cu o prima faza foarte rapida, fenomen obiectivat si de
cromatogramele noastre la doud ore de la administrare,
urmand o fazd terminala lentd cu un timp mediu de
injumatatire de 40 ore [2].

Eficacitatea instilatiei intravezicale peroperatorii
a fost doveditda de numeroase metaanalize prin reducerea
ratei de recurentd cu 11,7% (de la 48,4% la 36,7%) la
tumorile unice, ceea ce implica o reducere a riscului
relativ de 24,2%. O imbunatatire mult mai semnificativa
(56%) a fost observata in cazul tumorilor multiple [4,7,8].
Studiile experimentale pe animale sugereaza cd epirubicina
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poate afecta sarcina. Cu toate cad epirubicina nu trece de
bariera hematoencefalica, nu se cunoaste daca epirubicina
este excretatd n laptele matern. Din considerentul ca alte
antracicline ajung in lapte si au potentiale efecte nocive
asupra nou-ndscutilor, alimentatia la san se Iintrerupe
inainte de administrarea epirubicinei. Datorita faptului ca
am tratat paciente lauze cu tumori vezicale, am dorit sa
verificdm daca epirubicina administrata intravezical ajunge
in circulatia sistemica. Desi cromatogramele noastre nu
au detectat epirubicind plasmaticd dupa administrare
intravezicala, epirubicina nu poate fi administrata la
mamele care aldpteaza, fapt sustinut si de recomandarile
producatorului [2,6].

Cu toate cad nu am gasit date in literaturad despre
reabsorbtia produsului dupa administrarea intravezicala,
prospectul revizuit in 2011 al medicamentului specifica
faptul ca “doar o cantitate micd de ingredient activ se
reabsoarbe sistemic dupa administrare intravezicala” [2].
Ca urmare, sunt necesare studii mai aprofundate si mai
precise, cu scaderea limitei de detectie si corelarea cu
numarul tumorilor rezecate si dimensiunea suprafetei de
rezectie.

Concluzii

Metoda HPLC-UV elaboratd in aceastd lucrare
poate detecta epirubicina din probe biologice pana la o
concentratie minima de 2 pg/mL.

Rezultatele obtinute demonstreaza utilitatea apli-
carii. metodei HPLC-UV la monitorizarea epirubicinei
administrata sistemic, ceea ce sugereaza utilitatea metodei
in ajustarea administrarii dozelor de epirubicind la pacientii
cu cancer vezical infiltrativ sau metastatic.

Indicatd si administrata corect, epirubicina nu a
fost detectatd prin metoda elaborata in serul obtinut de la
pacientii cu administrare intravezicald, ceea ce sugereaza
ca metoda HPLC-UV poate constitui un indicator al
corectitudinii actului medical.
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