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RESUMEN

Se ha desarrollado un método fluorimétrico rapido y sensible para la estimacion del clorhidrato de doxorubicina
(DH) en sangre entera y tejidos de ratas. También se ha desarrollado un método relativamente mas simple y sensible
para la estimacion en plasma. L os parametros analiticos se establecieron y compararon en ambos métodos. L os datos
de intensidad de fluorescencia relativa (IFR) de los métodos de estimacion de DH en plasma y en sangre entera
indican la elevada sensibilidad del método anterior. La comparacién de los valores de IFR de la sangre entera y de
los tejidos indican una baja extraccién de DH de la sangre entera. Los valores bajos de | FR se observaron en tejidos
gue contienen elementos formadores de sangre, tales como el bazo y el higado, mientras que en pulmones, rifiones
y corazon los valores de | FR detectados fueron elevados. La incubacion de DH con diver sas concentraciones de ADN
in vitro mostré una reducciéon de la IFR del DH en comparacion con la IFR inicial, lo que indica una fuerte
interaccion dependiente de la concentracion. Se observaron coeficientes de correlacion elevados en pulmones (0,9996),
sangre entera (0,9985) y corazoén (0,9991). La prueba de interceptacion realizada para el método de estimacion de
DH en plasma y e método de estimacion en sangre entera y tejidos indica que no se producen interferencias de
blancos en las estimaciones. La prueba ‘t’ realizada para las concentraciones estimadas en los estudios de recupe-
racion no indican ninguna diferencia significativa entre las concentraciones afiadidas y estimadas que demuestran
la exactitud, y el bajo coeficiente de variacion (%) y los limites de confianza indican la precision de los métodos.
PALABRAS CLAVE: Estimacion fluorimétrica. Clorhidrato de doxorubicina. Sangre de rata. Plasma de rata. Tejidos de
rata

ABSTRACT

A rapid and sensitive fluorimetric method of estimation of doxorubicin hydrochloride (DH) in whole blood and tissues
of rat was developed. A relatively simpler and sensitive method of estimation in plasma was also developed. The
analytical parameters were established for both the methods and were compared. The data of relative fluorescence
intensities (RF1) of the methods of estimation of DH in plasma and whole blood indicate high sensitivity of the former
method. Comparison of RFI values of whole blood and tissues indicate low extraction of DH from whole blood. Low
RF1 values were observed in case of tissues such as spleen and liver containing blood forming elements, where as, high
RFI values were found in case of lung, kidney and heart. Incubation of DH with various concentrations of DNA in vitro,
showed a decrease in RFI of DH with time compared to the initial RFI, indicating a strong interaction which is
concentration dependant. High correlation coefficients were observed with lung (0.9996), whole blood (0.9985) and
heart (0.9991). The test of intercept performed for the method of estimation of DH in plasma, and the method of
estimation in whole blood and tissues indicate no interference of blank in the estimations. The ‘t’ test performed for the
estimated concentrationsin recovery studies indicate no significant difference between the added and estimated concentrations
proving the accuracy, and low coefficient of variation (%) and confidence limits indicate the precision of the methods.
KEY WORDS: Fluorimetric estimation. Doxorubicin hydrochloride. Rat blood. Rat plasma. Rat tissues.
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INTRODUCCION

El clorhidrato de doxorubicina (DH) es un
antibiotico citotoxico de la familia de las antra-
ciclinas aislado a partir de cultivos de la varie-
dad caesius de Streptomyces peucetius. Esté for-
mado por un nucleo de quinona-naftaceno
vinculado mediante un enlace glucosidico en el
anillo atbmico 7 a una daunosamina de aminoazu-
car. Quimicamente, el DH es (85-10S)-10-(3-
amino-2,3,6-trideoxi-a-L -lixo-hexopiranosil) oxi-
7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-hidro-
Xiacetil-1- metoxi-5,12-naftacenediona, clorhidrato.
El DH es un anfotérico que contiene funciones
acidicas en los grupos del anillo fendlico y una
funcién basica en el grupo de aminoazUcares. El
farmaco actla enlazdndose a los &cidos nuclei-
cos, mediante el intercalado especifico del ni-
cleo de la antraciclina planar con la doble hélice
del ADN, lo que impide que se siga replicando.!

Para |la estimacién de la doxorubicina en for-
mulaciones farmacéuticas, fluidos y tejidos bio-
l6gicos, se comunico la utilizacion de varios
métodos analiticos. Para el andlisis de las for-
mulaciones farmacéuticas se comunico la utili-
zacion de polarografia?, espectrofotometria visi-
ble**, deteccién electromecanica® y cromatografia
liguida de alto rendimiento (HPLC) 8. Se comu-
nico la utilizacion de técnicas tales como €l ra-
dioinmunoensayo para el plasmay la orind, la
voltametriaparalauring®®, laHPLC parael andlisis
de la doxorubicina en bazo y bilis de rata®, plas-
ma y tejidos de ratal!, plasma humano de pa-
cientes con cancer’? y en sangre®®, y espectro-
fluorometria para el andlisis de la doxorubicina
en plasma* y suero'® de conegjo.

Muchos de los métodos anteriores son sensi-
bles, pero las técnicas analiticas tales como el
radioinmunoensayo resultan muy costosas, espe-
cialmente para la estimacion en muestras biol6-
gicas en andlisis rutinarios para la monitoriza-
ciéon de farmacos. Por ello, resulta muy util
disponer de un método sencillo para la estima-
cion en andlisis rutinarios de la doxorubicina en
muestras biol 6gicas, con una sensibilidad igual a
la de las técnicas mencionadas anteriormente para
la estimacién de DH en muestras biolégicas, y
una de estas posibles técnicas es la estimacion
fluorimétrica. No obstante, nosotros no tenemos
conocimiento hasta la fecha de ningiin método
espectrofluorimétrico utilizado parala estimacion
de DH en plasma, sangre enteray tejidos de ratas.
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INTRODUCTION

Doxorubicin hydrochloride (DH) is a cyto-
toxic anthracycline antibiotic isolated from cul-
tures of Streptomyces peucetius var. caesius. It
consists of a naphthacene quinone nucleus linked
through a glycosidic bond at ring atom 7 to an
amino sugar daunosamine. Chemically DH is (85
10S)-10-(3-amino-2,3,6-trideoxy-a-L-lyxo-
hexopyranosyl)oxy-7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-tri-
hydroxy-8-hydroxyacetyl-1-methoxy-5,12-
naphthacenedione, hydrochloride. DH is ampho-
teric containing acidic functions in the ring phe-
nolic groups and a basic function in the sugar
amino group. The drug acts by binding to nu-
cleic acids, by specific intercalation of the pla-
nar anthracycline nucleus with DNA double he-
lix resulting in the prevention of further
replication.?

Several analytical methods were reported for
the estimation of doxorubicin in pharmaceutical
formulations, biological fluids and tissues. Pola-
rography?, visible spectrophotometry3#, electro-
chemical detection® and high performance liquid
chromatography (HPLC) ¢ were reported for the
analysis of pharmaceutical formulations. Tech-
niques such as radioimmunoassay for plasma and
urine’, voltammetry for urine®®, HPLC for analysis
of doxorubicin in rat lymph and gall*, rat plas-
ma and tissues!!, human plasma of cancer pa-
tients'? and in blood?3, and spectrofluorimetry for
analysis of doxorubicin in rabbit plasma“ and
serum?®> were reported.

Many of the above methods are sensitive, but
analytical technique such as radioimmunoassay
is expensive particularly, in estimations in bio-
logical samples in routine analysis for drug
monitoring. Hence a simple method of estima-
tion of doxorubicin in biological samplesfor routine
analysis, equally sensitive to the above mentioned
techniquesis very much warranted for the estima-
tion of DH in biological samples, and one of the
techniques possible is fluorimetric estimation.
However, to our knowledge, till date, no spectro-
fluorimetric method is reported for the estimation
of DH in plasma, whole blood and tissues of rat.
In this communication, fluorimetric method of
estimation of DH in rat biological media such as
plasma, whole blood and tissues is developed and
reported along with calibration curves in plas-
ma, whole blood and tissues and relevant statis-
tical analytical parameters were established.
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En esta comunicacion, se desarrollay publica un
método fluorimétrico para la estimacion de DH
en medios bioldgicos tales como plasma, sangre
entera y tegjidos, junto con las curvas de calibra-
cion en plasma, sangre y tejidos, y se establecen
los parametros de andlisis estadisticos relevan-
tes.

MATERIALES Y METODOS
Productos quimicos

El clorhidrato de doxorubicina era una mues-
tra proporcionada gratuitamente por RPG life
sciences limited, India. El &cido borico, cloruro
potasico, cloruro sadico, diclorometano y alco-
hol isopropilico se adquirieron a Qualigens, In-
dia. El &cido tricloroacético se adquirié a Loba
Chemie, Mombai, India. Todos los demas pro-
ductos quimicos y reactivos utilizados en el es-
tudio eran de grado analitico. El agua utilizada
en el estudio se habia sometido a doble destila-
cion y filtrado antes de su utilizacion.

Instrumental

Todas las mediciones fluorimétricas se rea-
lizaron en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-
540 (fabricado por Shimadzu Corporation, Ja-
pén) equipado con una |l&mpara de xenén. Los
parametros experimentales se ajustaron de la
siguiente forma: ancho de rendija de excitacién
= 3, emision = 4, y Aexcitacion = 480 nm y
Aemision = 558 + 2 nm. Entre el resto de los
equipos utilizados en el estudio se incluyen un
agitador ciclico y una centrifugadora refrigerada
(Sigma, Alemania).

Reactivos

(@) Se prepard una solucién de clorhidrato
de doxorubicina mediante disolucion en
agua (100 pg/ml). Las diluciones adicio-
nales requeridas se realizaron con agua.

(b) Se prepar6é un tampo6n de borato alcalino
con pH 9,2 segln las especificaciones de
la farmacopea india (Indian Pharmaco-
poeia) [16].

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Doxorubicin hydrochloride was a gift sample
obtained from RPG life sciences limited, India
Boric acid, Potassium chloride, Sodium Chlori-
de, Dichloromethane and Isopropyl alcohol were
purchased from Qualigens, India. Trichloroace-
tic acid was purchased from Loba Chemie,
Mumbai, India. All other chemicals and reagents
used in the study were of analytical grade. Water
used through out the study was double distilled
and filtered before use.

| nstrumentation

All fluorimetric measurements were perfor-
med on a Shimadzu RF-540 spectrofluorophoto-
meter (Shimadzu Corporation, Japan) equipped
with axenon lamp. Experimental parameters were
adjusted as, slit width for excitation = 3, emis-
sion = 4, Aexcitation = 480 nm, and Aemission
= 558 + 2 nm. Other equipments used in the
study include cyclomixer and cooling centrifuge
(Sigma, Germany).

Reagents

(@) A stock solution of doxorubicin hydro-
chloride (100 pg/ml) was prepared by dis-
solving in water. Further dilutions were
made with water as required.

(b) pH 9.2 akaline borate buffer was prepa-
red according to Indian Pharmacopoeia’®.

(i) Boric acid + potassium chloride solution:
12.37 gm of boric acid and 14.91 gm of
potassium chloride were dissolved in water,
and the volume was made up to 1000 ml.

(i) To 50 ml of the above solution was added
26.4 ml 0.2N sodium hydroxide solution,
and the volume was made up to 200 ml
with water.
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(i) Solucion de cloruro potasico + &cido bé-
rico: Se disolvieron en agua 12,37 g de
acido bérico y 14,91 g de cloruro potasi-
co, hasta completar un volumen de 1.000
ml.

(ii) Se afadieron 26,4 ml de solucién de hi-
dréxido sodico 0,2N a 50 ml de la solu-
cion anterior, y se utiliz6 agua hasta com-
pletar un volumen de 200 ml.

Obtencion de sangre y preparacién de tejidos

Se anestesiaron con cloroformo ratas albinas
de cualquier sexo con un peso de entre 200 y
250 g. La sangre se extrajo del plexo retroorbital
mediante un tubo capilar estéril de cristal y se
introdujo en viales de cristal que contenian solu-
cién de AEDT (éacido etilendiaminotetraacético)
como anticoagulante. Las ratas se sacrificaron
mediante dislocacién cervical y se diseccionaron
para obtener tejidos del rifion, higado, pulmon,
bazo y corazdn. A continuacién se secaron con
papel de filtro, se pesaron separadamente y se
homogeneizaron en una concentracion de 10%
p/v en agua.

Construccion de las curvas de calibracién
En plasma

Se afiadié a 0,1 ml de sangre la cantidad
correspondiente a 0,9 % de solucién salina, con
lo que tras la disolucién del fa&rmaco se obtuvo
un volumen final de 1 ml, con una concentracion
de la cantidad correspondiente de solucién de
DH de entre 30 y 1000 ng/ml. El contenido se
mezcld lentamente para evitar dafiar las células
y se dejo reposar durante 30 minutos. El conte-
nido se centrifugd a 3.000 RPM durante 4 minu-
tos, y se tomaron 0,9 ml del sobrenadante. Se
anadieron 2,1 ml de isopropanol al sobrenadan-
te, se agitd durante 30 segundos y se centrifugd
a 6.000 RPM durante 10 minutos para sedimen-
tar las proteinas del plasma precipitadas. Se re-
cogio6 el sobrenadante y se completé hasta 3 ml
de volumen con isopropanol. Las mediciones de
fluorescencia se realizaron en €l espectrofluori-
metro con una Aexcitacion de 480 nm y una
Aemision de 558 nm. El procedimiento anterior
se repitid seis veces, y se calcularon los valores
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Blood collection and tissue preparation

Albino rats of either sex weighing between
200-250 gms, were anaesthetized with chloro-
form. Blood was collected from retro orbital plexus
using sterile glass capillary tube into glass vials
containing disodium EDTA solution as anticoa-
gulant. The rats were sacrificed by cervical dis-
location and dissected to collect the tissues such
as kidney, liver, lung, spleen and heart. The or-
gans were then blotted using filter paper, weig-
hed separately and homogenized, to a concentra-
tion of 10% wi/v in water.

Construction of calibration curves
In Plasma

To 0.1 ml blood was added the corresponding
guantity of 0.9 % saline, which after the addi-
tion of drug solution leads to the final volume of
1 ml, and the corresponding amount of stock
solution of DH ranging between 30 — 1000 ng/
ml. The contents were mixed slowly to avoid
damage to cells, and kept aside for 30 min. The
contents were centrifuged at 3000 RPM for 4
min, and 0.9 ml of the supernatant was collec-
ted. To the supernatant was added 2.1 ml isopro-
panal, vortexed for 30 s, and centrifuged at 6000
RPM for 10 min to sediment the precipitated
plasma proteins. The clear supernatant was co-
llected and volume was made up to 3 ml with
isopropanol. The fluorescence measurements were
done in spectrofluorophotometer at Aexcitation
of 480 nm and Aemission of 558 nm. The above
procedure was repeated six times, and the avera-
ge RFI and regressed RFI values were cal cul ated.

In whole blood and tissues

To 0.1 ml blood or 1 ml tissue homogenate
was added the corresponding quantity of stock
solution of DH ranging from 50 — 1000 ng/ml
for blood, and 100 — 1000 ng/ml for tissues. The
contents were vortexed on a cyclomixer for 15 s
and kept aside for 30 min. The contents were
then treated with 0.5 ml 5% TCA solution as
protein precipitant and vortexed for 15 s, follo-
wed by the addition of 0.3 ml pH 9.2 alkaline
borate buffer and mixed for 15 s. The drug was
extracted with 1 ml dichloromethane (DCM) by
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de intensidad de fluorescenciarelativa (IFR) pro-
mediada y de regresion.

En sangre entera y tejidos

A 0,1 ml de sangre o 1 ml de homogeneizado
de tejido se afiadioé la cantidad correspondiente
de solucion de DH con una concentracion de
entre 50 y 1.000 ng/ml en el caso de la sangre y
de 100 — 1.000 ng/ml en el caso de los tejidos.
El contenido se agit6 en un agitador ciclico du-
rante 15 seg. y se dejo reposar durante 30 minu-
tos. A continuacion, se trat6 e contenido con
0,5 ml de solucion de TCA a 5% como precipi-
tante de proteinas y se agitaron durante 15 se-
gundos, tras o cual se anadieron 0,3 ml de tam-
pén de borato alcalino con pH 9,2 y se mezcld
durante 15 segundos. El farmaco se extrajo con
1 ml de diclorometano (DCM) mediante agita-
cion durante 3 minutos, y se centrifugd a 6.000
RPM durante 4 minutos. Seguidamente se reco-
0i6 la capa orgénica del fondo. La extraccion se
repitié dos veces para la parte acuosa con 1 ml
de DCM cada vez. Por dltimo, se combinaron
los extractos y se completé con DCM hasta un
volumen de 3 ml. La fluorescencia del farmaco
extraido se midié en el espectrofluorimetro con
una excitacion de 480 nm y una emision de 558.
Se construyeron graficos de calibracion para
comparar la intensidad de fluorescencia relativa
(IFR) con la concentracion del farmaco. El pro-
cedimiento anterior se repitio seis veces con la
sangre entera y tres con los tejidos, y se calcu-
laron los valores de IFR promediados y de re-
gresion (método de minimos cuadrados).

Exactitud y precision

La exactitud y precision del método se deter-
mino afadiendo concentraciones conocidas de DH
a las muestras bioldgicas y procesandolas de la
manera indicada anteriormente por triplicado. La
exactitud del limite d deteccion inferior también
se realizd con seis réplicas.

Estudio de lainteraccion in vitro del clorhidrato de
doxorubicinacon € &cido dexosirribonucleico (ADN)

Se prepararon separadamente sol uciones acuo-
sas de DH (100 ng/ml) y ADN (100 — 1000 ng/
ml). A la solucién de DH se le afiadié solucion
de ADN adistintas concentraciones, de entre 100

vortexing for 3 min, and centrifuged at 6000 RPM
for 4 min and the bottom organic layer was co-
llected. The extraction was repeated twice for
agueous portion with 1 ml DCM every time.
Finally, the extracts were combined and the volume
was made up to 3 ml with DCM. The fluores-
cence of extracted drug was measured in spec-
trofluorophotometer at excitation of 480 nm and
?emission of 558. Calibration plots were cons-
tructed for the measured Relative fluorescence
intensity (RFI) against drug concentration. The
above procedure was repeated six times for whole
blood and thrice for tissues, and the mean RFI
and regressed RFI values (method of least squa-
res) were calculated.

Accuracy and Precision

Accuracy and precision of the method was
determined by adding known concentrations of
DH in the biological samples, and processing as
mentioned above in triplicate. Accuracy of lo-
wer limit of detection was also performed in six
replicates.

In vitro interaction study of Doxorubicin hydro-
chloride with Deoxyribo nucleic acid (DNA)

Aqueous solutions of DH (100 ng/ml) and DNA
(100 — 1000 ng/ml) were prepared separately.
To the DH solution was added DNA solution at
various concentrations ranging from 100-1000
ng/ml and incubated at 30°C. Fluorescence of
the solutions was measured at predetermined time
intervals up to 20 h. DH solution (100 ng/ml)
and DNA solution (100 ng/ml) (as controls) were
also incubated separately and fluorescence was
recorded at excitation of 480 nm and emission
of 558 nm.

RESULTS AND DISCUSSION

DH fluoresces in isopropanol and dichloro-
methane, and peak florescence was observed at
Aexcitation of 480 nm and Aemission of 558 + 2
nm. The fluorescence property of DH was ex-
plored for its determination in biological fluids
and tissues of rat even in very small quantities.
In the present study, methods were described for
the estimation of DH in plasma, whole blood
and tissues of rat.
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y 1.000 ng/ml, y se incub6 a 30 °C. La fluores-
cencia de las soluciones se midio a intervalos de
tiempo predeterminados hasta 20 h. Las solucio-
nes de DH (100 ng/ml) y ADN (100 ng/ml) (como
controles) se incubaron también separadamente,
y se registré la fluorescencia con una excitacion
de 480 nm y una emision de 558 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

El DH es fluorescente en isopropanol y diclo-
rometano, y la fluorescencia maxima se observo
con una Aexcitacion de 480 nm y una Aemision
de 558 + 2 nm. Se estudi6 la fluorescencia del
DH para su determinacion en tejidos y fluidos
biol6gicos de ratas incluso en cantidades muy
pequefias. En el presente estudio, se describieron
métodos para la estimacion de DH en plasma,
sangre entera y tejidos de ratas.

Estimacién en plasma

Para |a estimacion de DH en plasma se utili-
z0 isopropanol como disolvente por su baja vo-
latilidad y toxicidad y por su facilidad de mani-
pulacién, en comparacion con otros disolventes
tales como metanol y etanol. No obstante, los
experimentos se realizaron a una temperatura de
entre 20 y 27°C, se tuvo cuidado para evitar la
evaporacion del disolvente en todas las etapas
de la estimacién, y las muestras de la cubeta se
cubrieron con tapas de teflon durante las medi-
ciones de fluorescencia. Para diluir la sangre e
impedir la hemdlisis se utilizd solucién salina al
0,9%. Tras afiadir isopropanol, se agitd el conte-
nido para solubilizar el farmaco adsorbido en las
proteinas precipitadas y, a continuacién, se cen-
trifugd. Por ello se esperaba que este método
sirviera para extraer la méxima cantidad de far-
maco del plasmay evitar los problemas deriva-
dos de una extraccion incompleta que surgen en
procedimientos en los que se utilizan disolven-
tes orgéanicos no polares. Lafigura 1 (a) muestra
un pico de emision tipico de la doxorubicina en
extracto de plasma de rata.
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Estimation in plasma

For estimation of DH in plasma, isopropanol
was used as a solvent because of its low volati-
lity, toxicity and easy handling compared to other
solvents such as methanol and ethanol. Howe-
ver, al the experiments were carried out bet-
ween 20 - 27°C, and care was taken to prevent
solvent evaporation at every stage of estimation,
and the samples in cuvette were covered with
teflon lids during fluorescence measurements. 0.9%
saline was used to dilute the blood to prevent
haemolysis. After addition of isopropanol, the
contents were vortexed to solubilize the drug
adsorbed to precipitated proteins and then cen-
trifuged. Hence this method was expected to aid
in maximum drug extraction from plasma, and
avoids the problems of incomplete drug extrac-
tion encountered in procedures involving non polar
organic solvents. A typical emission peak of
doxorubicin in rat plasma extract was shown in
fig 1 (a).
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FIGURA 1. Picos de Aemisién de la doxorubicina en extractos de (a) plasma, (b) sangre entera y (c) tejidos de rata
con una excitacion de 480 nm.

FIGURE 1. Aemission peaks of doxorubicin in extracts of (a) plasma, (b) whole blood and (c) tissues of rat
a Aexcitation 480 nm.

(a) (b)

(c)

558 nm*

*Aemisién con una Aexcitacion de 480 nm
*Aemission at a Aexcitation of 480 nm

El gréfico de calibracién se construyé en
el plasma tras afiadir DH a la sangre entera. Se
obtuvo un coeficiente de correlacion de 0,9952,
lo que indica una fuerte relacion lineal entre la
intensidad de fluorescencia relativa del farmaco
y su concentracion. Para mejorar la sensibilidad
de la curva, se seleccionaron puntos de datos
minimos de concentraciones del farmaco para
construir la curva de calibracién. Se sigui6 la
linealidad en el rango de 30-1.000 ng/ml, y se
observé que el limite de deteccion se encontraba
en 15 ng/ml. Los datos experimentales y el an&
lisis de regresién (método de minimos cuadra-
dos) se muestran en la tabla 1. La ecuacion de
regresion obtenida es la siguiente:

y = 0.4527 x —5.1534 (1)

La varianza de la variable respuesta (SzY’X)
calculada fue 15,52. Este valor tan bgjo indica
una baja variabilidad entre |os val ores estimados
y calculados, y por tanto el bajo grado de varia-
cion del método. Esto se confirma por los bajos
valores de error estandar de la media (ESM) del
IFR de las soluciones de muestra utilizadas para
la preparacién de la curva de calibracion.

558 nm*

558 nm"

Cdlibration plot was constructed in plasma after
addition of DH in whole blood. Correlation co-
efficient of 0.9952 was obtained, indicating a
strong linear relationship between the relative
fluorescence intensity of drug and its concentra-
tion. In order to improve the sensitivity of the
curve, minimum data points of drug concentra-
tions in a narrow range were selected for the
construction of calibration curve. Linearity was
obeyed in the range of 30-1000 ng/ml, and the
limit of detection was found to be 15 ng/ml. The
experimental data and regression analysis (me-
thod of least squares) are shown in table 1. The
regression equation obtained is

y = 04527 x — 51534 (1)

The variance of response variable (&, ) cal-
culated was 15.52. This low value indicates low
variability between the estimated and calcul ated
values and hence low variation in the method.
This is supported by the low values of standard
error of mean (SEM) of the RFI of sample solutio-
ns used for the preparation of calibration curve.
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TABLA 1. Vaores de IFR promediados y de regresion obtenidos de la curva de calibracion de la estimacion
fluorimétrica del clorhidrato de doxorubicina en plasma de rata

TABLE 1. Mean RFI and regressed values obtained from calibration curve of fluorimetric estimation of doxorubicin
hydrochloride in rat plasma

Concentration Mean Relative Fluorescence  Regressed values**
(ng/ml) Intensity (RFI)* (x SEM)
50 16.867 + 0.88 17.482
100 40.964 = 2.78 40.117
300 132.129 +1.81 130.657
500 215.663 + 4.65 221.197
700 316.868 + 4.02 311.737
1000 446.185 + 2.10 447 547

**Utilizando la ecuacion de regresion y = mx + ¢

Interceptacién (a) = -5,1534, Pendiente (b) = 0,4527, Coeficiente de correlacion (R?) = 0,9995

*Promedio de seis determinaciones

**Using regression equation y = mx + ¢

Intercept (a) = -5.1534, Slope (b) = 0.4527, Correlation Coefficient (R? = 0.9995

*Mean of six determinations

Lavarianza de la pendiente, S*, obtenida fue
2,31 x 10°. La varianza de interceptacion S,
calculada fue 7,09. La prueba de interceptacion
se utiliz6 para estudiar la interferencia de los
espacios en blanco en las mediciones. El valor t
obtenido para la interceptacion de la curva fue
1,94. El valor ‘t’ calculado fue inferior a valor
de ‘t’ requerido con un nivel de significacion del
5% para 4 grados de libertad (2,78). Esto de-
muestra que la interceptacion no es significati-
vamente distinta de cero, o que indica que €l
disolvente no interfiere en las estimaciones.

Para investigar la exactitud y precision del
método se sometieron a estudios de recupera-
cion cantidades conocidas de DH, tras afadir el
farmaco a la sangre entera. La tabla 2 representa
los resultados obtenidos. La exactitud del méto-
do se evaludé mediante la prueba ‘t' en cada ni-
vel de la estimacion. Los valores de ‘t’ obteni-
dos para 150, 300 y 450 ng/ml fueron 0,080,
0,040 y 0,026 respectivamente. El valor de ‘t’
requerido para significacion a un nivel del 5%
para 5 grados de libertad es 2,57, y los valores
obtenidos se encontraban muy por debajo de este
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The variance of slope, S?, was obtained as
2.31 x 10°. The variance of intercept, S, calcu-
lated was 7.09. The test of intercept was used to
study the interference of blank with the measu-
rements. The t value obtained was 1.94 for the
intercept of the curve. The calculated ‘t’ value
was lower than the value of ‘t’ required at 5%
significance level at 4 degrees of freedom (2.78).
This shows that the intercept is not significantly
different from zero, indicating no interference of
solvent in the estimations.

Accuracy and precision of the method was
investigated by subjecting known amounts of DH
for recovery studies, after addition of drug in
whole blood. Table 2 represents the results ob-
tained. Accuracy of the method was evaluated
by using ‘t’ test at each level of estimation. The
‘t’ values obtained for 150, 300 and 450 ng/ml
were 0.080, 0.040 and 0.026 respectively. The
‘t" value required for significance at 5% level at
5 degrees of freedom is 2.57, and the obtained
values were well below this value. Thus no sig-
nificant difference was observed between the
amounts of drug added and recovered. Precision
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valor. Por tanto, no se observaron diferencias
significativas entre las cantidades de farmaco
anadido y recuperado. Para evaluar la precisién
del método se utilizaron el coeficiente de varia-
cion (%) y los limites de confianza (tabla 2).
Los bajos limites del CV (%) y de confianza
indican la precision del método.

of the method was ascertained by the coefficient
of variation (%) and the confidence limits (table
2). The low CV (%) and confidence limits indi-
cate the precision of the method.

TABLA 2. Determinacion de la exactitud, precision y limites de confianza de la estimacion fluorimétrica
del clorhidrato de doxorubicina en plasma de rata

TABLE 2. Determination of accuracy, precision and confidence limits of fluorimetric estimation of doxorubicin
hydrochloride in rat plasma.

Theoretica Measured Accuracy Precison Relative Confidence
concentration  concentration (%) (%) mean error limits
(ng/ml) (ng/ml)*£ S.D. (RME)

150 144,04 + 6.65 96.03 462 0.010 144.04+6.98
300 302.54 + 7.45 100.85 2.46 -0.002 302.54+7.82
450 439.40 + 5.48 97.64 1.25 0.006 439.40+5.75

*Promedio de seis determinaciones
* mean of six determinations

Estimacién en sangre entera y tejidos

El DH se extrgjo de la sangre entera 'y de los
tejidos como su base (doxorubicina) en condi-
ciones alcalinas y se procedié a su estimacién.
L os tejidos seleccionados para el estudio fueron
de rifién, higado, pulmén, bazo y corazon. Para
convertir el DH a su base se afadié solucién
tampon de borato alcalino y se extrajo con DCM.
El DCM se seleccion6 como disolvente por su
mayor naturaleza no polar en comparacion con
otros disolventes organicos tales como €l cloro-
formo, y también evité la emulsion durante el
proceso de extraccion, como ocurria con el clo-
roformo. La extraccion se realizo tres veces con
1 ml de DCM cada vez. La agitacion durante 3
minutos demostré ser ideal para la reproducibi-
lidad de la extraccién. Los picos de emision ti-
picos de la doxorubicina en extractos de sangre
entera y tejido de ratas se muestran en las figu-
ras 1 (b) y (c) respectivamente.

Los coeficientes de correlacion (R?) obteni-
dos de las curvas de calibracion trazadas con

Estimation in whole blood and tissues

DH was extracted from whole blood and tis-
sues as its base (doxorubicin) under alkaline
conditions and estimated. The tissues selected
for the study were kidney, liver, lung, spleen
and heart. DH was converted to its base by addi-
tion of pH 9.2 akaline borate buffer and extrac-
ted with DCM. DCM was selected as extracting
solvent because of its more non polar nature
compared to other organic solvents such as chlo-
roform, and also avoided emulsion formation
during extraction process, which was the case
with chloroform. Extraction was performed thri-
ce with 1 ml DCM every time. Vortexing for 3
min was found optimum for reproducibility of
extraction. Typical emission peaks of doxorubi-
cin in rat whole blood and tissue extracts were
shown in fig 1 (b) and (c) respectively.

Correlation coefficients (R? obtained from
calibration curves plotted with RFI against con-
centration (ng/ml) for whole blood, kidney, li-
ver, lung, spleen and heart were 0.9985, 0.9992,
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IFR frente a concentracion (ng/ml) para sangre
entera, rifion, higado, pulmoén, bazo y corazédn
fueron 0,9985, 0,9992, 0,9974, 0,9996, 0,9953 y
0,9991 respectivamente (tabla 3). Los valores del
coeficiente de correlacion indican una fuerte
relacion lineal entre el IFR y la concentracion.
La linealidad se observé en el rango de 50 —
1.000 ng/ml en la sangre entera, y en el rango de
100 — 1.000 ng/ml en los tejidos. Los datos de
las curvas de calibracion y los valores de regre-
sién se muestran en la tabla 3.

HARIVARDHAN REDDY L, MURTHY RSR.

0.9974, 0.9996, 0.9953 and 0.9991 respectively
(table 3). The correlation coefficient values indi-
cate a strong, linear relationship between RFI
and concentration. The linearity was found in
the range of 50 — 1000 ng/ml for whole blood,
and 100 — 1000 ng/ml for tissues. The data of
calibration curves and regressed values are shown
in table 3.

TABLA 3. Vaores de IFR promediados y de regresion obtenidos de la curva de calibracion de la estimacion
fluorimétrica del clorhidrato de doxorubicina en sangre entera y tejidos de rata

TABLE 3. Mean RFI and regressed values obtained from calibration curve of fluorimetric estimation of doxorubicin
hydrochloride in whole blood and tissues of rat.

Conc Mean Relative Fluorescence Intensity (SEM)* Regressed values**

(ng/ml)
Whole Kidney Liver Lung | Spleen | Heart Whole | Kidney’ Liver Lung Splean Heart
blood blood

50 3665 - - - - 4350 - - - - -

100 6777 32.000 19.679 44177 20.000 32.000 7625 28.406 24,963 41.107 17.209 35.308
(0:35) (1.55) (1.36) (L12) (1.55) (0.89)

300 21.838 100333 74.699 125301 44177 110.000 20.725 101.726 70.244 128.967 43799 109.128
(0.38) (4.65) (2.16) (2.16) (1.65) (2.68)

500 35040 172,000 118,000 217671 65.667 186.000 33825 175.046 115524 216.827 70.299 182,948
(0.36) (4.73) (1.96) (271) (181) (2.68)

800 53.263 281333 185542 345382 108.145 298.000 67.068 285026 183444 348617 110,049 293678
(0.38) (372) (2.16) (1.89) (313) 322)

1000 65.813 362.876 225055 439.357 140,000 362.651 66.575 358.346 228724 436477 136,549 367.498
(0.50) (361) (171) (271) (3.10) (2.47)

*Promedio de seis determinaciones para sangre entera, y de tres determinaciones para tejidos

**Utilizando la ecuacién de regresion y = mx + ¢

*Mean of six determinations for whole blood, and mean of three determinations for tissues

**Using regression equation y = mx + ¢

L as ecuaciones de regresion obtenidas fueron
las siguientes:

y = 0,0655 x + 1,0752 para la sangre entera

y = 0,3666 x — 8,2537 para €l rifion

y = 0,2264 x + 2,3235 para el higado

y = 0,4393 x — 2,8233 para el pulmdn

y = 0,1325 x + 4,0491 para €l bazo

y = 0,3691 x — 1,6022 para €l corazén

La varianza de la variable respuesta (S?, )
calculada fue 1,16, 19,43, 23,92, 8,47, 1481 y
21,06 para sangre entera, rifion, higado, pulmaon,
bazo y corazén respectivamente. Estos bajos
valores indican la proximidad de los puntos ex-
perimentales y los valores de regresion. El bajo
error estandar de la media (ESM) de los valores
promediados de IFR también indican la baja
variabilidad del método.

La varianza de la pendiente &, calculada fue
1,59 x 10°, 3,65 x 10°, 4,5 x 10°®, 1,59 x10°,
2,78 x 10%y 3,96 x 10° para la sangre entera,
rifion, higado, pulmoén, bazo y corazédn respecti-
vamente.
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The regression equations obtained were as
follows

y = 0.0655 x + 1.0752 for whole blood

y = 0.3666 x — 8.2537 for kidney

y = 0.2264 x + 2.3235 for liver

y = 0.4393 x — 2.8233 for lung

y = 0.1325 x + 4.0491 for spleen

y = 0.3691 x — 1.6022 for heart

The variance of the response variable (SZYYX)
calculated was 1.16, 19.43, 23.92, 8.47, 14.81
and 21.06 for whole blood, kidney, liver, lung,
spleen and heart respectively. These low values
indicate the closeness of experimental points and
regressed values. Low standard error of mean
(SEM) of the mean RFI values also indicate low
variability of the method.

The variance of the slope, &, calculated was
1.59 x 10°¢, 3.65 x 105, 4.5 x 105, 1.59 x105,
2.78 x 10%and 3.96 x 10° for whole blood, ki-
dney, liver, lung, spleen and heart respectively.
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Para determinar la exactitud y precision del
método se realizaron estudios de recuperacion
de DH en sangre entera y tejidos por triplicado.
Los resultados se muestran en la tabla 4. Los
bajos valores de ESM indican una baja variabi-
lidad entre los puntos de datos del andlisis. La
exactitud y precision del método se evaludé me-
diante la prueba ‘t' en cada nivel del andlisis.
Los valores de ‘t’" obtenidos a 150, 300 y 450
ng/ml fueron 0,017, 0,007 y 0,005 (para la san-
gre entera), 0,079, 0,039 y 0,026 (para €l rifion),
0,023, 0,011y 0,007 (para el higado), 0,028, 0,014
y 0,009 (para el pulmén), 0,039, 0,020 y 0,013
(para el bazo) y 0,016, 0,346 y 0,310 (para el
corazdn) respectivamente. El valor tabulado de
‘t’ requerido para la significacion a un nivel del
5% para 2 grados de libertad son 4,30 y 2,57
respectivamente. Los valores de ‘t’ obtenidos se
encuentran muy por debajo del valor de ‘t’ re-
querido, lo que indica que no existe diferencia
significativa entre la cantidad de farmaco afadi-
day larecuperada. Para evaluar |la precision del
método se utilizaron valores de desviacion es-
tandar, el coeficiente de variaciéon (%) y los li-
mites de confianza (tabla 5). Los bajos limites
del CV (%) y de confianza indican la precision
del método.

La comparacion de los valores de IFR del
DH determinados en plasma y en sangre entera
indican la elevada sensibilidad del método de
estimacion en plasma utilizando isopropanol.
También sugiere una extraccion incompleta del
farmaco de la sangre entera realizada mediante
DCM. Esto se puede atribuir ala vinculacién del
DH a ADN liberado de las células sanguineas
dafiadas tras la adicion de TCA como proteina
precipitante. Para apoyar |a hipétesis anterior se
realiz6 un estudio in vitro de la interaccion del
DH con el ADN. El DH se incubd con diferentes
concentraciones de ADN en medio acuoso a 30
°C durante interval os de tiempo predeterminados
y se registro la fluorescencia. EI DH en solucién
acuosa presenté una disminucion de lalFR en el
tiempo. Por otra parte, en asociacién con ADN,
el grado de disminucion de la IFR del DH fue
superior. La reduccién de la IFR del DH dismi-
nuyé al aumentar la concentracién de ADN en el
tiempo, lo que indica una interaccion entre el
DH y el ADN in vitro, dando como resultado
una reduccion de la IFR del DH. La veracidad
de la hipotesis se puede aumentar por los bajos
valores de IFR obtenidos en sangre entera y

Accuracy and precision of the method was
determined by performing recovery studies of
DH in whole blood and tissues in triplicate. The
results were shown in table 4. Low SEM values
indicate low variability between each data point
of analysis. Accuracy and precision of the me-
thod was determined by applying ‘t’ test at each
level of analysis. The ‘t’ values obtained at 150,
300 and 450 ng/ml were 0.017, 0.007 and 0.005
(for whole blood), 0.079, 0.039 and 0.026 (for
kidney), 0.023, 0.011 and 0.007 (for liver), 0.028,
0.014 and 0.009 (for lung), 0.039, 0.020 and 0.013
(for spleen) and 0.016, 0.346 and 0.310 (for heart)
respectively. The tabulated ‘t’ value required for
significance at 5% level at 2 degrees of freedom
and 5 degrees of freedom are 4.30 and 2.57 res-
pectively. The obtained ‘t’ values are well below
the required ‘t’ value, indicating no significant
difference between the amount of drug added
and recovered. Precision of the method was ascer-
tained using standard deviation values, the co-
efficient of variation (%) and confidence limits
(table 5). The low CV (%) and confidence limits
indicate the precision of the method.

Comparison of RFI values of DH determined
in plasma and whole blood indicate high sensi-
tivity of the method of estimation in plasma using
isopropanol. It also suggests the incomplete ex-
traction of drug from whole blood extracted by
DCM. This can be attributed to the binding of
DH to DNA released from the damaged blood
cells after addition of TCA as protein precipi-
tant. To support the above hypothesis, the inte-
raction of DH with DNA was studied in vitro.
DH was incubated with different concentrations
of DNA in aqueous medium at 30°C for prede-
termined time intervals and fluorescence was
recorded. DH in agueous solution showed de-
crease in RFI with time. On the other hand, in
association with DNA, the extent of decrease in
RFI of DH was more. The decrease in RFI of
DH increased with increased concentrations of
DNA and with time, indicating an interaction
between DH and DNA in vitro, resulting in de-
crease in RFl of DH. The hypothesis could be
strengthened by the obtained low RFI values in
whole blood and organs containing blood for-
ming elements such as spleen liver and heart,
compared to lung and kidney, and also by the
high correlation coefficient (0.9996) obtained for
lung, which contains only traces of blood. In
spite, the proposed method of estimation of DH
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Organos gue contienen elementos formadores de
sangre, tales como el bazo, el higado y el cora-
zOn, en comparacion con el pulmén y el rifién,
y también por el elevado coeficiente de correla-
cion obtenido para el pulmén (0,9996), que sblo
contiene trazas de sangre. A pesar de todo, €l
método de estimacion de DH mostré mejores
valores de coeficiente de correlacién para sangre
entera y tejidos, lo que indica la elevada linea-
lidad de los gréficos de calibracion y la baja
variabilidad del método.
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showed better correlation coefficient values for
whole blood and tissues indicating strong linea-
rity of calibration plots and low variability of
the method.

TABLA 4. Determinacion de la exactitud y precision de la estimacion fluorimétrica del clorhidrato de doxorubicina
en sangre entera y tejidos de rata

TABLE 4. Determination of accuracy and precision of fluorimetric estimation of doxorubicin hydrochloride in whole
blood and tissues of rat

Theoreticd  concentration  Measured concentration  Accuracy (%) Precison (%) Relative mean Confidencelimits
(ng/ml) (ng/ml) £ SD. error (RME)

(n=3)
Whal e blood
150 14383+5.28 95.90 3.67 0.010 143.83+5.54
300 28954 +6.06 9651 2.9 0.008 289.54+6.36
450 440.15 +5.70 9781 1.29 0.005 440.15+5.97
Kidney
150 145.09 +5.72 96.73 3A 0.008 145.09+17.40
300 29349+ 4.77 97.83 1.63 0.005 29349+14.50
450 441.35+5%4 98.08 1.3% 0.005 441.35+18.06
Liver
150 14396 +5.59 95.97 3.8 0.010 14396+16.99
300 29194 £5.65 9731 1% 0.007 291.94+17.19
450 441.32 +5.68 98.07 1.29 0.005 441.32+17.27
Lung
150 14397 +4.80 95.98 3 0.010 143.97+14.59
300 290.16 + 6.56 96.72 2.26 0.008 290.16+19.H
450 440.07 + 6.36 97.79 144 0.006 440.07+19.33
Spleen
150 14244 +5.70 94.96 4.01 0.013 142.44+17.35
300 289.86 £ 6.85 96.62 2.36 0.009 289.86+20.82
450 43943 £ 6.97 97.65 1.5 0.006 439.43+21.21
Heart
150 14297 £ 4.40 95.31 3.07 0.012 142.97+13.36
300 289.48 +6.75 96.49 233 0.010 289.48+20.52
450 43831 +5.43 97.40 1.24 0.007 438.31+16.50
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FIGURA 2 Estudio de la interaccion in vitro del clorhidrato de doxorubicina con el ADN. ([3]) 100 ng/ml de clorhi-
drato de doxorubicina (DH), ([I]) 100 ng/ml DH + 100ng/ml ADN, ([&) 100 ng/ml DH + 300 ng/ml ADN, () 100
ng/ml DH + 500 ng/ml ADN, (Eg) 100 ng/ml DH + 1000 ng/ml ADN.

FIGURE 2. In vitro interaction study of doxorubicin hydrochloride with DNA. (E3) 100 ng/ml doxorubicin hydrochlo-
ride (DH), ([I1) 100 ng/ml DH + 100ng/ml DNA, (f&) 100 ng/ml DH + 300 ng/ml DNA, () 100 ng/ml DH + 500
ng/ml DNA, (&) 100 ng/ml DH + 1000 ng/ml DNA.
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CONCLUSION

El presente estudio explora la posibilidad de
realizar con precision y sensibilidad una estima-
cion fluorimétrica del clorhidrato de doxorubici-
na en sangre entera y tejidos. También se descri-
be un método independiente para la estimacion
de DH en plasma. Los pardmetros analiticos
calculados a partir de los gréficos de calibracién
fueron satisfactorios. Ambos métodos suponen
ventgjas para la estimacion de DH en términos
de simplicidad, sensibilidad, reproducibilidad,
exactitud y precision. EI método de estimacion
resulto ser més sensible en plasma que en sangre
entera, donde el método de extraccion se utilizo
de la forma indicada por los elevados valores de
IFR. La vinculacion del DH a ADN liberado
por laruptura de las células sanguineas y tejidos
condujo a los reducidos y diferentes valores de
IFR para la misma concentracion de farmaco en
sangre entera y en diferentes tejidos. El método
present6 valores elevados de IFR de DH en €
pulmén y el rifidén, y un alto coeficiente de co-
rrelacion de 0,9996 en el pulmon.

Time (hours)

CONCLUSION

The present study explores the possibility of
simple and sensitive fluorimetric estimation of
doxorubicin hydrochloride in whole blood and
tissues. A separate method was also described
for the estimation of DH in plasma. The analy-
tical parameters calculated from calibration plots
were found to be satisfactory. Both the methods
are advantageous for estimation of DH in terms
of simplicity, sensitivity, reproducibility, accu-
racy and precision. The method of estimation in
plasma was found more sensitive than in whole
blood, where the extraction method was used as
indicated by high RFI values. Binding of DH to
DNA released by rupture of blood cells and tis-
sues, lead to the reduced and different RFI va-
lues for the same concentration of drug in whole
blood and different tissues. The method showed
high RFI values of DH in lung and kidney, and
a high correlation coefficient of 0.9996 in lung.

The above study shows great potential of fluo-
rimetric estimation of DH in biological samples
such as plasma, whole blood and tissues of rat,
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El estudio descrito anteriormente muestra el
gran potencial de la estimacion fluorimétrica de
DH en muestras biolégicas tales como plasma,
sangre enteray tejidos de ratas, y puede sustituir
a otros métodos analiticos complejos, que re-
quieren mucho tiempo y cantidades elevadas de
disolventes organicos para la estimacion.
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