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Resumen

Antecedentes: Las antraciclinas son una importante familia de agentes quimioterapéuticos
utilizados contra diferentes tipos de neoplasias, incluyendo el cAncer de mama, sin embargo
su uso estid limitado por la ocurrencia de cardiotoxicidad. La cardiotoxicidad puede
manifestarse de forma aguda, evidencidndose mediante la utilizacion de diferentes
biomarcadores, algunos de los cuales estan correlacionados ademas con el desarrollo de
cardiotoxicidad crénica. Si bien la cardiotoxicidad producida es conocida desde hace muchas
décadas, aun no ha logrado ser controlada en forma adecuada con alguna estrategia
preventiva. Entre los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en el dafio miocérdico por
antraciclinas, y que son diferentes de los mecanismos antineoplasicos, destaca la
generacién de especies reactivas de oxigeno, las que producirian tanto una injuria directa
sobre los cardiomiocitos, pero mas importantemente modularian una serie de eventos
fisiopatol6gicos posteriores, que pudieran llevar al desarrollo progresivo de cardiotoxicidad
cronica. Fundamentados en esto, el objetivo de nuestro estudio fue el de evaluar el efecto en
la cardiotoxicidad aguda producida por antraciclinas de dos intervenciones farmacolédgicas
basadas en el reforzamiento del sistema de defensa antioxidante, mediante la administracion
de carvedilol y de acidos grasos omega 3, en pacientes con cancer de mama.

Metodologia: Un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado por placebo fue
realizado en un grupo de 36 pacientes de sexo femenino con cancer de mama, que tenian
indicacion de recibir quimioterapia con antraciclinas. Las pacientes con una media de edad
de 50,2+9,5 afios fueron asignadas al azar en 3 grupos de intervenciéon para recibir durante
el primer ciclo de quimioterapia desde 7 dias antes y hasta 7 dias después del tratamiento
con antraciclinas, alguna de las siguientes intervenciones: a) omega-3 en dosis de 3
comprimidos (1 gr) c/12 hrs via oral (proporcion DHA: EPA = 2:1) mas placebo carvedilol 1
comprimidos ¢/12 hrs via oral; o b) carvedilol 1 comprimido (12,5 mg) ¢/12 hrs via oral mas
placebo omega-3 con 3 comprimidos c¢/12 hrs via oral; o c¢) placebo carvedilol 1 comprimido
c/12 hrs via oral mas placebo omega-3 con 3 comprimidos ¢/12 hrs via oral. Durante el
primer ciclo de quimioterapia, las pacientes fueron evaluadas clinicamente y controladas con
tres muestras de sangre seriadas: con controles pre-quimioterapia, al 2° dia y 4° dia post
quimioterapia (dia +3 y dia+5 respectivamente). En este primer ciclo también se realizaron
controles electrocardiograficos seriados: con controles pre-quimioterapia (basal), a las 6
horas y al 2° dia post quimioterapia (dia +3). Como variable de observacion primaria
(endpoint primario) para evaluar la cardiotoxicidad aguda, se determin6 el NT-ProBNP (NT-
Pro B-type natriuretic peptide), y como variables de observacion secundaria (endpoints
secundarios), se evaluaron otros marcadores de cardiotoxicidad aguda tales como la
distancia y dispersion del intervalo QTcorregido y niveles séricos de Troponina T. Ademas
para determinar los efectos de las intervenciones sobre el status redox se evaluaron los
mecanismos de defensa antioxidante no enzimatica mediante la capacidad antioxidante
plasmética total (FRAP) y el indice thiolico eritrocitario (glutation reducido/glutation
oxidado; GSH/GSSG). Los mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante de eritrocitos
fueron evaluados a través de la determinacion de las actividades de superédxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutatiobn peroxidasa (GSH-Px). El dafio oxidativo de lipidos se
evalu6é de acuerdo a las concentraciones plasmaticas de F2—isoprostanos. El potencial
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efecto a méas largo plazo de las intervenciones sobre la cardiotoxicidad aguda, fueron
también evaluados con dos controles ecocardiograficos: una determinacion pre-
quimioterapia y otra determinacion a los 10-12 meses después del inicio de la quimioterapia.
Resultados: El grupo total de pacientes evidenci6 un incremento estadisticamente
significativo del NT-ProBNP en el dia +3, sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de intervencion. En las variables de observacion secundaria
marcadoras de cardiotoxicidad aguda, la distancia y dispersion electrocardiografica del
intervalo QTcorregido y los niveles séricos de Troponina T, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. En los biomarcadores de estrés oxidativo en
muestras de sangre, el grupo placebo presentd mayores niveles séricos de lipoperoxidacion
y una disminucién en la actividad de las tres enzimas antioxidantes en eritrocitos entre los
dias +3 y +5 de tratamiento con antraciclinas, efectos que fueron prevenidos por las dos
intervenciones. Esta disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes en eritrocitos
en el grupo placebo fue acompafiada por un aumento del indice tidlico (relacion
GSH/GSSG), probablemente como una respuesta compensatoria para mantener el balance
redox. El control ecocardiogréfico encontr6 en el grupo total de pacientes un descenso
significativo de la Fraccion de Eyeccién de Ventriculo I1zquierdo (FEVI) a los 10-12 meses. En
el andlisis por grupos de intervencién, el grupo carvedilol presentd un menor delta de
reduccion de FEVI, comparado al grupo placebo.

Conclusiones: El uso de dos intervenciones farmacolégicas basadas en el reforzamiento del
sistema de defensa antioxidante, mediante la administracion de carvedilol y de acidos grasos
omega 3, en pacientes con cancer de mama, no logré una reduccién significativa de los
niveles de NT-ProBNP post tratamiento con antraciclinas durante el primer ciclo de
quimioterapia. Sin embargo, las dos intervenciones evaluadas fueron capaces de reducir la
injuria oxidativa sistémica y prevenir la disminucion de la actividad de las enzimas
antioxidantes en eritrocitos durante el primer ciclo de quimioterapia. Este efecto de reduccion
del estrés oxidativo sistémico, podria potencialmente reducir también los efectos del estrés
oxidativo en el corazén, con lo cual se pudiera disminuir a su vez los diferentes mecanismos
de dafio a un mediano o largo plazo modulados por el estrés oxidativo. En este sentido, el
hallazgo de que una corta intervencién con carvedilol provocdé un menor delta de reduccion
de FEVI a los 10-12 meses, podria ofrecer un potencial beneficio a largo plazo, lo cual debe
ser evaluado con nuevos estudios clinicos con un mayor tamafio muestral y con periodos
mas largos de seguimiento.

20



Abstract

Background: Anthracyclines are an important family of chemotherapeutic agents used
against different types of neoplasms including breast cancer but its use is limited by
the occurrence of cardiotoxicity. Cardiotoxicity can be presented in an acute form and
evidenced through the use of different biomarkers, some of which are also correlated
with the development of chronic cardiotoxicity. Although induced cardiotoxicity is
known since many decades, has not been yet achieved an adequate control with
some preventive strategy. Among the pathophysiological mechanisms involved in
myocardial damage by anthracyclines, which are different respect to the
antineoplastic mechanisms, we can highlight the generation of reactive oxygen
species, which would cause of a direct injury in cardiomyocytes, but also primarily
modulate one subsequent series of pathophysiological events that could lead to the
progressive development of chronic cardiotoxicity. Founded on this, the aim of our
study was to evaluate the effect in the acute anthracyclines cardiotoxicity of two
pharmacological interventions based on strengthening of antioxidant defense system
by administration of carvedilol and omega 3 fatty acids in breast cancer patients.

Methodology: A placebo-controlled, randomized, double-blind clinical trial was
conducted on a group of 36 female patients with breast cancer, which had indication
to receive chemotherapy with anthracyclines. The patients with a mean age of 50.2 £
9.5 years were randomly assigned to 3 intervention groups to receive during the first
cycle of chemotherapy since 7 days before until 7 days post treatment with
anthracyclines, some of the following interventions: a) omega-3 (DHA:EPA ratio =
2:1) in dose of 3 tablets (1g) orally every 12 hours plus carvedilol placebo 1 tablet
orally every 12 hours; b) carvedilol 1 tablet (12.5 mg) orally every 12 hours plus
omega-3 placebo with 3 tablets orally every 12 hours; c) carvedilol placebo 1 tablet
orally every 12 hours plus omega-3 placebo with 3 tablets orally every 12 hours.
During the first cycle of chemotherapy, patients were clinically evaluated and
controlled with three serial blood samples: pre-chemotherapy, 2nd and 4th days after
chemotherapy (day +3 and day +5, respectively) controls. In the first cycle, serial
electrocardiographic controls were also performed: pre-chemotherapy (baseline), to
the 6 hours and the 2nd day after chemotherapy (day +3). As primary endpoint to
evaluate acute cardiotoxicity, NT-proBNP (NT-pro B-type natriuretic peptide) was
determined. In the secondary endpoints, other markers of acute cardiotoxicity such as
electrocardiographic QTc interval distance and dispersion and the serum troponin T
levels were evaluated. In addition to determine the effects of interventions on the
redox status, mechanisms of non-enzymatic antioxidant defense through the total
plasma antioxidant capacity (FRAP) and erythrocyte thiol index (reduced glutathione /
oxidized glutathione; GSH/GSSG) were evaluated. The enzymatic antioxidant
defense mechanisms of erythrocytes were evaluated through of determination of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px)
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activities. Lipid oxidative damage was evaluated according to the plasma
concentrations of F2-isoprostanes. The potential longer-term effects of interventions
in the acute cardiotoxicity were also evaluated with two echocardiography controls: a
pre-chemotherapy determination (baseline) and other determination to the 10-12
months after the initiation of chemotherapy.

Results: The total group of patients showed a statistically significant increase in NT-
proBNP at day +3, however were not found significant differences between the
intervention groups. In the secondary endpoints markers of acute cardiotoxicity, the
electrocardiographic QTc interval distance and dispersion and the serum troponin T
levels, didn't show statistically significant differences between intervention groups. In
the biomarkers of oxidative stress in blood samples, the placebo group showed
higher serum levels of lipoperoxidation and a decrease in the activity of the three
antioxidants enzymes of erythrocytes between +3 and +5 days of treatment with
anthracyclines, effects which were prevented by the two interventions. This decrease
in the activities of antioxidant enzymes in the placebo group was accompanied by an
increased in the thiol index (GSH/GSSG ratio), probably as a compensatory response
for maintaining the redox balance. The echocardiographic monitoring found in the
total group of patients a significant decrease in left ventricular ejection fraction (LVEF)
at 10-12 months. In the analysis of intervention groups, the carvedilol group showed a
smaller delta of LVEF reduction, compared to placebo group.

Conclusions: The use of two pharmacological interventions based on strengthening
the antioxidant defense system by administration of carvedilol or omega-3 fatty acids
in patients with breast cancer, did not achieve a significant reduction in the levels of
NT-proBNP post anthracyclines treatment during the first cycle of chemotherapy.
However, the two evaluated interventions were able to reduce the systemic oxidative
injury and prevent the decreased activity of erythrocytes antioxidant enzymes during
the first cycle of chemotherapy. This effect of reduction in the systemic oxidative
stress could potentially also reduce the effects of oxidative stress on the heart, which
could at the same time reduce the different mechanisms of damage to a medium or
long term modulated by oxidative stress. In this sense, the finding that a short
intervention with carvedilol led to a smaller delta of LVEF reduction at 10-12 months,
could offer a potential long-term benefit, which should be evaluated with new clinical
studies with larger sample sizes and longer follow-up periods.
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I.- INTRODUCCION
I.1. Caracteristicas Generales

Las antraciclinas representan una importante clase de agentes
quimioterapéuticos muy utilizados en la actualidad, siendo la doxorrubicina el
principal exponente (Kufe DW et al, 2003), sin embargo su uso clinico esta limitado
por la cardiotoxicidad producida, la que se presenta de manera acumulativa y dosis
dependiente (Hiridina et al., 2000) y que determina el prondstico a largo plazo de los
sobrevivientes del cancer (Zuppinger C et al, 2007).

Los efectos de la cardiotoxicidad producida se han hecho mas evidentes con
el mejoramiento en la expectativa de vida de los pacientes con céancer.
Recientemente un meta-analisis evaludé la incidencia de cardiotoxicidad por
antraciclinas, determinando la aparicibn de una cardiotoxicidad clinicamente
evidente en 6 %, y una cardiotoxicidad subclinica en 18% de los pacientes, después
de un periodo de seguimiento de aproximadamente 9 afios (Lotrionte M et al., 2013).

Por otra parte, lamentablemente el manejo terapéutico de los pacientes con
cardiotoxicidad por quimioterapia sigue siendo muy deficiente, evidenciandose en
pacientes con disfuncion sistolica de ventriculo izquierdo (DSVI) inducida por
quimioterapia, que el tiempo entre el diagnostico del cancer y el de la DSVI fue de
2,2 afos, en tanto que menos de 2/3 de los pacientes recibian un adecuado
tratamiento de insuficiencia cardiaca Sistolica segun la recomendacion de las guias y
solamente la mitad de los pacientes eran controladas por un cardiélogo (Ammon M et
al., 2013).

I.2. Caracteristicas farmacoldgicas de las antraciclinas

Las primeras antraciclinas, fueron aisladas de una especie de actinobacteria,
la Streptomyces peucetius (Arcamone F et al., 1969; Tan C et al., 1967), siendo el
primer antibiotico con actividad citotoxica la daunorrubicina, en tanto que su derivado
14-hidroxilado, la doxorrubicina, fue obtenido de una mutante (var peucetius) y
mostr6 mayor y mas extensa actividad biolégica. Las antraciclinas tienen una

estructura anular tetraciclica unida a un azucar. Los farmacos citotdxicos de esta
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clase tienen moléculas con residuos quinona/hidroquinona en anillos adyacentes que
permiten la ganancia y pérdida de electrones (Goodman & Gilman, 2007).

Posteriormente se han obtenido otros derivados: epirrubicina, idarrubicina,
pirarrubicina y zorrubicina. Las pequefias diferencias estructurales son suficientes
para que presenten propiedades y espectro antitumoral diferentes (Florez et al,
1998), es por esto que soblo profundizaremos en las caracteristicas farmacoldgicas de
la doxorrubicina, que es el tratamiento recibido por las pacientes en nuestro estudio.

Caracteristicas farmacocinéticas de la Doxorrubicina

La doxorrubicina se absorbe mal por via oral y atraviesa mal la barrera
hematoencefélica; el 70 % se une a proteinas plasmaticas y se metaboliza
extensamente, uno de cuyos metabolitos, el doxorrubinol, es mas cardiotoxico y
menos antitumoral que la doxorrubicina. Ambos se eliminan por bilis en el 40-50 % y
por la orina en el 5 % (Fl6rez et al, 1998).

La curva de desaparicion del plasma de la doxorrubicina es multifasica, con
una vida media de 18-30 horas (Florez et al, 1998), y se capta con rapidez en

corazén, riflones, pulmones, higado y bazo (Goodman & Gilman, 2007).

Indicaciones de uso terapéutico de la Doxorrubicina

Se dispone de la doxorrubicina para uso intravenoso, siendo la dosis
recomendada de 50 a 70 mg/m?, administrados en venoclisis rapida que se repite
después de 21 dias. Debe tenerse cuidado con evitar extravasacion, ya que puede
tener una accion irritante local y causar necrosis tisular grave (Goodman & Gilman,
2007).

La doxorrubicina es eficaz en linfomas malignos y varios tumores solidos, en
particular el cancer de mama (tanto en tratamiento coadyuvante como metastasico),

como también en cancer de células pequeiias de pulmén y en una amplia variedad

de sarcomas (Goodman & Gilman, 2007).
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Reacciones adversas generales.

En forma inicial luego de su administracion aparecen nauseas y vomitos,
diarrea, signos de irritacion local (sobre todo si hay extravasacion), estomatitis y
alopecia. La mielodepresion alcanza su mayor grado durante la segunda semana,
afectando en mayor proporcion la serie blanca que la roja o las plaquetas. Existe una
sinergia o sensibilidad entre antraciclinas y radiaciones, incrementando la toxicidad

en drganos aunque no hayan sido irradiados directamente (Flérez et al, 1998).

Caracteristicas generales de la cardiotoxicidad por antraciclinas.

La ocurrencia de cardiotoxicidad por antraciclinas puede manifestarse desde
el punto de vista temporal en una forma aguda (dias o semanas), subaguda (meses)
o crénica (afios). Con respecto a la cardiotoxicidad cronica, y que es la mas
ampliamente conocida, como ya se sefialé depende de la acumulacién de dosis
sucesivas, y aumenta cuando la dosis total de doxorrubicina supera los 550 mg/m?, y
se manifiesta clinicamente con insuficiencia cardiaca congestiva cuya mortalidad se
aproxima al 50%. Una dosis total de doxorrubicina de apenas 250 mg/mt? puede
causar alteraciones anatomopatolégicas en el miocardio, lo que puede ser
evidenciado a través de biopsias subendocéardicas, donde a través de microscopia
electronica pueden observarse alteraciones inespecificas, que incluyen una
disminucién del nuamero de fibrillas miocardicas, cambios mitocondriales vy
degeneracion celular (Flérez et al, 1998; Goodman & Gilman, 2007)

Otros de los factores de riesgo para la cardiotoxicidad cronica, ademas de las
dosis acumulativa de antraciclinas, serian la radioterapia en la region toracica, etnia
afro-americana, pacientes muy jovenes o muy afiosos, diabéticos, hipertensos, o con
muy alto o bajo peso corporal (Lotrionte M et al., 2013). La cardiotoxicidad ademas
puede verse acentuada en aquellos pacientes con cardiopatia prexistente o que
reciben tratamiento con trastuzumab (Chabner B et al., 2006; Outomuro D et al.,
2007; Elliot P, 2006; Lipshultz SE, 2006; Johnson SA, 2006; Jensen BV, 2006).

Por todo lo anteriormente descrito, se hace evidente la importancia de una
adecuada valoracion cardiolégica previa, durante y posterior al tratamiento, de los

pacientes con esquemas de quimioterapia que incluyen antraciclinas (D’Ortencio A,
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Navigante A, 2006). En este sentido, y como una forma de identificar a los grupos
mas vulnerables para poder realizar una intervencion mas oportuna, es que ha
surgido la necesidad de contar con biomarcadores de cardiotoxicidad precoces
(Gianni L et al, 2008).

[.3. Mecanismos de accion de las antraciclinas.

Se han descrito mdaltiples acciones biolégicas de las antraciclinas, pero
basicamente se agrupan en mecanismos de accion antineoplasica y mecanismos de
accion de cardiotoxicidad. En el ultimo tiempo se han realizado importantes hallazgos
en relacion a los mecanismos que originan la cardiotoxicidad por antraciclinas (Force
T, Wang Y, 2013), pero se mantendria la premisa de que los mecanismos que
sustentan el efecto antineoplasico de las antraciclinas sobre las células tumorales,
son diferentes de aquellos mecanismos que provocan la cardiotoxicidad. Es por esto
gue las nuevas intervenciones preventivas, actualmente en desarrollo, han tratado de
aprovechar estas diferencias existentes entre los efectos que se producen sobre las

células miocardicas y células neoplasicas

[.3.1. Mecanismos de Accién Antineoplasicos.

En el caso de los efectos antineoplasicos, destaca su capacidad para
intercalarse entre los pares de bases adyacentes de ADN Yy fijarse con intensidad
diversa, lo que lleva a la inhibicion de la sintesis de macromoléculas. Esta accién
modifica las propiedades del ADN, pero por si misma no es suficiente paral ejercer
su accion letal. Una de las acciones que actualmente se considera critica es la
inhibicion de la topoisomerasa Il (TOP2) (Florez et al, 1998). Las antraciclinas se
fijan al complejo binario ADN-topo Il formando un complejo ternario, de gran
estabilidad, que facilita la rotura irreversible tanto de cadenas sencillas como de
cadenas dobles de ADN (Flérez et al, 1998), lo que podria llevar posteriormente a
induccion de apoptosis (Takemura G, Fujiwara H, 2007; Gewirtz DA, 1999; Minotti G
et al, 2004).
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[.3.2. Mecanismos de accion de cardiotoxicidad.

Entre los mecanismos que explican la cardiotoxicidad por antraciclinas,
clasicamente la hipétesis mas extendida hasta hace muy poco tiempo, se basaba en
el ciclo redox de las antraciclinas. La evidencia de esta sefiala que inicialmente las
antraciclinas tienden a acumularse en las mitocondrias (Anderson et al, 2004), y
debido a sus efectos sobre el complejo | de la cadena transportadora de electrones
(Lebrecht D et al, 2005), se produciria uno de los eventos iniciales que se describe
con el uso de antraciclinas, que es la formacion de especies reactivas de oxigeno
(EROS). Estas se generarian posterior a la reduccion del anillo C de las antraciclinas,
lo que conduce a la formacién de un radical libre semiquinona (SimUnek T et al,
2009). Este radical es relativamente estable en un medio ambiente andxico, pero en
condiciones normoxicas, su electron no apareado es donado al oxigeno, formando
radicales superéxido. Flavoproteinas como el complejo |, catalizan la formacién del
radical semiquinona reducida al aceptar electrones desde el NADH o NADPH, y
entregandolos a las antraciclinas. Esta secuencia de reacciones es lo que
conocemos como ciclo redox, y que seria altamente perjudicial, porque una cantidad
relativamente pequefia de antraciclinas es suficiente para la formacion de numeroso
radical superoxido (Keizer HG et al, 1990), con la consecuente injuria oxidativa
(Doroshow JH et al, 1983).

Actualmente sin embargo, nuevos resultados entregados por Sui Zhang y
colaboradores, revelaron que la primera etapa en el dafio a los cardiomiocitos no
seria gatillado por las EROS, sino que mas bien estas serian una consecuencia de
otras alteraciones que ocurririan mas precozmente y que tienen relacion con las
interacciones entre las antraciclinas con un tipo particular de topoisomerasa, una
enzima que afecta tanto la tension como las caracteristicas topolégicas del ADN para
la replicacion y transcripcion (Zhang S et al, 2012). Como ya se sefialé previamente,
se considera que el principal efecto antineoplasico de las antraciclinas es el
provocado por su unién y posterior formacion de un complejo con la topoisomerasa |l
(TOP2), lo que ocasiona a un bloqueo de la actividad de esta enzima. Esto puede a

su vez, llevar a la activacion de vias encargadas de la respuesta al dafio del ADN, lo
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que podria inducir la muerte celular (Zhang S et al, 2012). Existen varias formas de
topoisomerasas, pero en el caso particular de las células tumorales, estas expresan
niveles elevados de topoisomerasa Il alfa (TOP2A), a diferencia de lo que ocurre en
los cardiomiocitos que no expresan la TOP2A, pero expresan una topoisomerasa |l
beta (TOP2B). Es asi como Sui Zhang et al, desarroll6 ratones mutantes deficientes
de TOP2B en los cardiomiocitos, los que al ser expuestos a doxorrubicina no
presentaron una lesion cardiaca aguda o cronica, y los que tampoco presentaron
reduccion en la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, en contraste con lo que
ocurrio en los grupos controles (Zhang S et al, 2012).

Es asi como se observd ademés, que las EROS se generarian como
consecuencia de las interacciones entre las antraciclinas con la TOP2B, debido a la
disfuncion mitocondrial producida, y no directamente como consecuencia del ciclo
redox de las antraciclinas (Zhang S et al, 2012; Force T, Wang Y, 2013).

Debemos decir, luego de haber conocido las dos hipétesis propuestas, que si
bien actualmente se piensa que el efecto sobre la TOP2B, seria el evento inicial en la
generacion de la cardiotoxicidad por antraciclinas, de todas formas en etapas
posteriores un mecanismo importante en el desarrollo de la cardiotoxicidad estaria
dado por la generacién de las EROS (FIGURA 1A, Sawyer DB, 2013).
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Anthracycline-Induced Heart Failure: the ROS Hypothesis
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Figura 1A. Mecanismos de la injuria inducida por antraciclinas en células
miocardicas. El modelo clasico de la cardiotoxicidad por antraciclina implica la generacién de
especies reactivas de oxigeno (EROS) por una quinona comun a todas las antraciclinas. Ahora, un
modelo alternativo postula que la toxicidad es provocada por la desactivacién de la funcion de la
topoisomerasa Il beta (TOP2B). Sin esta enzima funcional, se van acumulando las roturas en el ADN,
lo que lleva a eventos como la activacion de la proteina supresora de p53, disfuncién mitocondrial y lo
que también lleva a la generaciéon de EROS, proceso que finalmente termina en la muerte de células

cardiacas. PGC1-a y PGC1-f son los receptores activados por proliferadores de peroxisomas 1ay 18.
(Modificado de Sawyer DB, 2013).

Otro elemento que también ha contribuido a confirmar el rol de la TOP2, seria
el uso del dexrazoxano, el que originalmente se desarroll6 como un inhibidor de
TOP2. En las células parece prevenir la union de la doxorrubicina a TOP2B, evitando
roturas en el ADN y la muerte celular. Por lo tanto, podria pensarse que este
mecanismo alternativo para el efecto cardioprotector del dexrazoxano, que evitaria la
union de las antraciclinas a TOP2B en el miocardiocito, seria mas importante que su
rol como quelante del hierro (Zhang S et al, 2012; Force T, Wang Y, 2013; Vavrova A

et al, 2013). Sin embargo, si bien estos hallazgos permiten proyectar el posible
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desarrollo de inhibidores especificos para TOP2A para terapias antitumorales mas
eficaces sin efectos sobre el corazon, como también el eventual desarrollo de
moléculas que pueda unirse selectivamente a TOP2B de cardiomiocitos y evitar su
interaccidbn con las antraciclinas, aun son necesarios mayores estudios que
confirmen mas soélidamente que medicamentos como el dexrazoxano no afectaran

los efectos antitumorales sobre las TOP2A de las antraciclinas.

[.3.2.1. Rol del estrés oxidativo en la cardiotoxicidad por antraciclinas.

Como ya se sefiald, si bien el estrés oxidativo no seria el evento inicial en la
generacion de la cardiotoxicidad por antraciclinas, existen otros efectos posteriores
gue son modulados por el estrés oxidativo (Lee V et al, 1991; Xu MF et al, 2001),
entre las que se encuentran efectos sobre la homeostasis del calcio intracelular
(Solem LE et al, 1994) y sobre la generacion de apoptosis (Thorburn A, Frankel AE,
2006; Niu J et al., 2009; Chua C et al, 2009; Simunek T et al, 2009). En lo que
respecta al desarrollo de apoptosis, existe evidencia directa como las EROS
directamente pueden modular diferentes vias de sefalizacion que inducen la
apoptosis de los cardiomiocitos (Galang et al, 2000; Clanachan et al, 2003; Owuor &
Kong, 2002). A modo de ejemplo, en estudios in vitro la exposicién de cultivos de
cardiomiocitos a dosis bajas de un sistema exdgeno generador de EROS, tales como
peréxido de hidrogeno y anion superoxido, causan liberacion de citocromo c y
activacion de la caspasa-3, gatillando la muerte celular por apoptosis ( Von Harsdorf
R, 1999).

Por otra parte, con respecto a los efectos sobre la homeostasis del calcio
intracelular, las EROS a través de varios mecanismos, pueden contribuir a generar
una sobrecarga de calcio intracelular en los cardiomiocitos (Rothstein et al, 2002;
Waypa et al, 2002; Mukherjee et al, 2002; Pacher et al, 2001). Esta masiva
acumulacion intracelular de calcio provoca, la apertura de poros de transicion
mitocondrial (PTP) dependientes de calcio, con una subsecuente liberacion de
proteinas intermembrana hacia el citoplasma incluyendo el citocromo c y el factor
inductor de apoptosis (Mukherjee SB et al, 2002; Mathiasen IS et al, 2002; Chen M et
al, 2002).
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Asi, en suma, si consideramos que la generacion de EROS provocada por las
antraciclinas (ya sea producidos precozmente en el ciclo redox o bien en forma
posterior secundario a los efectos sobre la TOP2B), representarian un evento a nivel
intermedio en el desarrollo de cardiotoxicidad (al mediar efectos sobre el balance de
calcio intracelular y la apoptosis), pareciera légico considerarlo como un blanco
potencial de intervencion (Ray PD et al, 2012).

[.3.2.1.1. Biomarcadores de estrés oxidativo en la cardiotoxicidad por
antraciclinas.

La utilidad clinica de biomarcadores de estrés oxidativo, aun no ha sido bien
establecida, como tampoco su relacién con la ocurrencia de cardiotoxicidad aguda.
Las ventajas en su determinacion, serian atribuidas a una eventual mayor
sensibilidad frente al dafio celular por EROS, lo que podria asociarse, a la magnitud
de la muerte celular, ya sea por apoptosis o0 necrosis, como asi también a la
ocurrencia de disfuncién celular provocada en el resto de tejido miocardico (Dickey J,
Rao V, 2012).

En relacibn a los posibles biomarcadores que pudieran utilizarse,
recientemente Dickey JS y Rao VA han propuesto que los biomarcadores de estrés
oxidativo y de oxidacion de proteinas, podrian ser usados en conjunto con troponinas
séricas asi como NT-ProBNP para una mejor deteccién del dafio inducido por
antraciclinas. La logica de este enfoque puede ser visto como el actual entendimiento
de la linea de tiempo de eventos cardiacos representados en la FIGURA 1B. (Dickey
J, Rao V, 2012). Aunque el aumento de la produccién de EROS se producen
rapidamente y el dafio oxidativo a macromoléculas también surge de forma
relativamente rapida, estos puede permanecer detectables en el plasma durante un
periodo prolongado de tiempo (Dickey J, Rao V, 2012). Los niveles de
biomarcadores de dafio cardiaco pueden elevarse a partir de las 24 a 48 horas de la
injuria, y aumentos durante un periodo de tiempo mas prolongados serian un
indicador de mayor severidad del dafio. Es asi como mediante la medicién del dafio
oxidativo a macromoléculas, se podria pesquisar tempranamente una eventual

disfuncion cardiaca y correlacionarla con los aumentos posteriores de biomarcadores
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de dafio cardiaco (Dickey J, Rao V, 2012). Estos biomarcadores ademas podrian ser
evaluados en conjunto con examenes cardiacos clasicos como ECG o
ecocardiograma. Es asi como finalmente ellos propusieron que los futuros estudios
debieran utilizar una bateria de ambos biomarcadores tempranos y tardios de dafio
por estrés oxidativo y de dafio cardiaco para identificar mejor a los pacientes de
riesgo que reciben quimioterapia con antraciclinas FIGURA 1B (Dickey J, Rao V,
2012). Este enfoque es el que nosotros decidimos utilizar en nuestro estudio,
evaluando simultaneamente biomarcadores de dafio cardiaco (NT-ProBNP vy

Troponina), y al mismo tiempo biomarcadores de estrés oxidativo.
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Figura 1B. Esquema en que se visualiza la temporalidad de los potenciales

biomarcadores tanto de estrés oxidativo como de cardiotoxicidad. La relevancia de
una evaluacion con una combinacion de biomarcadores para la deteccion precoz de la cardiotoxicidad
inducida por antraciclinas. La relacion temporal entre el aumento de los biomarcadores cardiacos se
representa en formato cualitativo, en la gréfica. El aumento de EROS (ROS, linea roja) inducida por la
doxorrubicina se podria producir en etapas iniciales. Posteriormente se produciria el dafio oxidativo a
las macromoléculas, como proteinas, lipidos y ADN causado por las EROS (linea verde), que es un
poco mas tardio pero detectable en la sangre y plasma durante periodos de tiempo més prolongados.
Biomarcadores de dafio oxidativo incluyen la formacién de carbonilo y oxidacion de Keapl (oxidacion
de proteinas), 4HNE y MDA (oxidacién de lipidos) y 8-oxo-dG (oxidacion del ADN) y y-H2AX (ADN
doble filamento se rompe). Biomarcadores de dafio cardiaco (linea azul), como la troponina o el NT-
ProBNP se elevarian més tardiamente, y se correlacionarian fuertemente con la magnitud de la injuria
miocéardica. Por dltimo, mediciones de la funcién cardiaca (linea puarpura) a partir del ECG o
ecocardiograma para la pesquisa de alteraciones funcionales. Es asi como mediante el uso de una
combinacion de biomarcadores de dafio oxidativo, autofagia y dafio cardiaco, se podria obtener una
precoz evaluacion del riesgo cardiotoxicidad (Modificado de Dickey J, Rao V, 2012).
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I.4. Caracteristicas generales del NT-ProBNP.
I.4.1. Generalidades de Péptidos natriuréticos.

Todos los péptidos natriuréticos (incluyendo el péptido natriurético auricular
(ANP), el BNP, y el péptido natriurético tipo C (CNP) comparten un efecto diurético
directo, natriurético y vasodilatador, asi como una accion inhibidora sobre los
procesos proinflamatorios tanto del miocardio como de células musculares lisas
(Clerico A et al, 2006). Los péptidos natriuréticos ejercen un efecto protector sobre la
funcién endotelial y la remodelacion vascular (Scotland RS et al, 2005). Esos efectos
estan mediados por dos diferentes receptores acoplados a guanilato ciclasa, NPR-A
(mas especifico para ANP y BNP) y NPR-B (mas especifico para CNP), mientras que
un tercer receptor especifico, el NPR-C, no esta acoplado a una guanilato ciclasa, y
tiene esencialmente una funcion de depuracién para todos péptidos natriuréticos
(Clerico A et al, 2006).

[.4.2. Sintesis de NT-ProBNP en cardiomiocitos.

En los seres humanos, el BNP es sintetizado como una proteina precursora
(preproBNP) de 134 aminoacidos (aa), y es posteriormente procesado para formar
un propéptido de 108-aa, llamado proBNP 1-108. Los propéptidos de los péptidos
natriuréticos cardiacos pueden ser enzimaticamente clivados por convertasas de
proproteina producidos en el cardiomiocito (Nishikimi T et al, 2011). Una serina

proteasa cardiaca, corin, y una serina proteasa ubicua, la furina, han sido propuestas
como posibles convertasas para proBNP 1-108 (Ichiki T et al, 2011). Estas proteasas

convierten el proBNP 1-108 en un péptido N-terminal de 76-aa (es decir, NT-proBNP
1-76) y en el biol6gicamente activo péptido C-terminal de 32-aa (es decir, BNP 1-32).

1.4.3. Caracteristicas Bioquimicas del NT-ProBNP circulante.

Algunos recientes estudios han cambiado la vision sobre las caracteristicas
bioquimicas de las formas de los péptidos relacionados con el BNP circulante. Solo
hasta hace pocos afios atrds, se pensaba que las prohormonas (es decir, proANP y
proBNP) eran predominantemente almacenados en los granulos secretores y luego

casi completamente divididos en cantidades equimolares en fragmentos amino-
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terminales mas largos (es decir, NT-proANP y NT-proBNP) y mas cortas hormonas
peptidicas activas C-terminal (es decir, ANP y BNP), antes de la secrecion en la
sangre en sujetos sanos (Clerico A et al, 2006). Por el contrario, algunas evidencias
recientes sugieren que el proBNP 1-108 es la forma inmunorreactiva predominante

del tipo B en la sangre humana, tanto de los sujetos sanos y como de los pacientes

con insuficiencia cardiaca congestiva (Seferian KR et al, 2007).

[.4.4. Secrecion de NT-ProBNP.

Tradicionalmente se ha propuesto que el principal gatillante para la liberacion
de BNP y NT-ProBNP es un aumento en la tension de la pared del ventriculo
izquierdo, lo que ocurre por ejemplo en pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva (Mantymaa P et al, 1993). Sin embargo, recientes estudios clinicos han
tendido a demostrar que otros tipos de injurias sobre el miocardio, tales como la

isquemia cardiaca, podrian llevar a un incremento en la expresion de BNP similar al
observado en pacientes con insuficiencia cardiaca (Weber M et al, 2006; Kragelund

C et al, 2005).

Los mecanismos por lo que otros tipos de injuria miocardica pueden también
incrementar la expresion de BNP, han comenzado a conocerse recién en los dltimos
afos. Es asi, como por ejemplo en el caso de la injuria miocardica por isquemia, se
ha propuesto que dicha isquemia puede llevar a disfunciones sistélicas o diastdlicas,
gue se asocian con el estiramiento, es decir, la tensién mecanica de las estructuras
de miocardio, gatillando con ello la expresién de BNP y su liberacion (Hama N et al,
1995). Sin embargo, recientemente en un modelo de injuria por isquemia en que se
logré bloquear los efectos hemodinamicos asociados, se demostré que la isquemia
per se, gatilla la expresion de BNP en el miocardio humano independientemente de
estrés mecanico, sin embargo no estableci6 los mecanismos subcelulares
subyacentes que explicarian dicho fendémeno (Mollman H et al, 2010).

Debemos sefialar sin embargo, que pese a que estan recién conociéndose los
mecanismos por los cuales el BNP es liberado en condiciones de injuria miocéardica
diferentes de estrés hemodinamicos, en la actualidad el BNP y NT-ProBNP son

considerados los principales biomarcadores utilizado en estudios clinicos para la
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monitorizacion de la cardiotoxicidad en pacientes con quimioterapia con antraciclinas
(Cil T et al, 2009; Sandri et al, 2005; Romano et al, 2011; Sawyer DB et al, 2010).

1.4.5. NT-ProBNP como biomarcador de dafio por antraciclinas.

Desde hace afios se ha establecido que durante los primeros ciclos de
quimioterapia con antraciclinas se produciria una microinjuria miocardica, que
requerira del uso de biomarcadores altamente sensibles para su deteccion. Es asi,
como se han detectado elevaciones de marcadores como la Troponina cardiaca T
(cTnT) y el péptido natriurético tipo B (BNP), determinandose ademas que quienes
presentan una elevacién persistente de ellos, tendrian varias veces mas riesgo de
desarrollar miocardiopatia que quienes no los elevan (Nakamae H et al, 2005;
Cardinale D et al, 2002; Auner H et al, 2003; Lipshultz SE et al, 1997; Meinardi M et
al., 2001; Pichon M et al, 2005).

Pese a estos hallazgos, hasta la fecha ningiin biomarcador ha sido totalmente
validado para extender su uso de rutina en la practica clinica. Entre los
biomarcadores mas promisorios que se encuentran actualmente en desarrollo, se
encuentra el BNP (Péptido natriurético tipo B) y su fraccion amino terminal del pro-
péptido (NT-ProBNP) (Singh D et al, 2015). EI BNP seria un marcador muy sensible
de cardiotoxicidad aguda segun lo describe Nakamae et al, (2005), incrementandose
en aproximadamente en cuatro veces post-quimioterapia con respecto a su valor
basal. Es por esto que, como veremos posteriormente, hemos decidido utilizar este
biomarcador como como variable de observacion primaria de cardiotoxicidad aguda.
Ademas segun ha descrito Sandri (Sandri M et al., 2005), el incremento persistente
del NT-pro BNP, se asocia fuertemente con el desarrollo de disfuncién cardiaca a un
afo. De ahi su potencial papel como marcador de cardiotoxicidad aguda y como
eventual predictor de cardiotoxicidad a largo plazo.

En suma podemos decir, que si bien se conoce la utilidad del NT-ProBNP
como biomarcador de cardiotoxicidad en pacientes que reciben quimioterapia con
antraciclinas, hasta la fecha no se han descrito los mecanismos fisiopatolégicos que
explicarian que estimulos son los que llevan a su liberacion a la circulacion. En este

sentido, si bien tedricamente la injuria miocardica por estrés oxidativo, podria ser uno
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de los factores estimulantes, al llevar al dafio de miofibrillas con una posterior
disfuncion diastdlica, con el subsecuente estimulo mecanico sobre el ventriculo lo
que llevaria a la liberacion de NT-ProBNP, debemos considerar que muchas otras
mecanismos pudieran potencialmente provocar el estimulo de liberacion de NT-
ProBNP.

Es asi como el actual estudio pudiera entregarnos en forma secundaria, mas
alld de las intervenciones que fueron evaluadas, alguna informacién acerca de la
temporalidad con la que se liberan los biomarcadores de estrés oxidativo y NT-
ProBNP, lo que si bien no nos permitiria establecer causalidad, al menos nos
permitiria sustentar una potencial hipétesis que indicara al estrés oxidativo como un

estimulo de liberacion del NT-ProBNP.

I.5. Estrategias terapéuticas de prevencion.

Un elemento fundamental al momento de evaluar potenciales medicamentos
cardioprotectores, es el hecho de que los mecanismos por los cuales se produce la
accion antitumoral, son diferentes de aquellos que producen la cardiotoxicidad, por
lo que las intervenciones potencialmente no interferirian con la efectividad de la
quimioterapia.

Por otra parte, debido a que el estrés oxidativo seria un elemento esencial
entre los mecanismos de cardiotoxicidad por antraciclinas, es logico considerar a los
antioxidantes como los principales candidatos a contrarrestar tales efectos toxicos.
De hecho, varios compuestos con propiedades antioxidantes han sido estudiadas in
vitro con algun grado de éxito (DeAtley S et al, 1999; Monti E et al, 1996).

Esta estrategia pudiera ser de mucha utilidad debido a que ademas de actuar
impidiendo el dafio directo por estrés oxidativo, se lograria bloquear la induccion de
apoptosis provocada por EROS. Esto, debido a que teniendo en cuenta que las
EROS son los mayores iniciadores de apoptosis, el bloqueo de este proceso puede
enlentecer o evitar la ocurrencia de dichas anormalidades. Sin embargo, pese a que
estudios previos con antioxidantes y eliminadores (“scavengers”) de radicales libres
in vitro han mostrado una inhibicién de la apoptosis miocardica (Galang N et al, 2000;

Ambrosio G et al, 1998), la tasa de éxito durante su utilizacion en estudios in vivo ha
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sido menos satisfactoria. De hecho, moléculas con caracteristicas antioxidantes tales
como la vitamina E y selenio, (Van Vleet JF et al, 1980) o nimesulide (Kotsinas A et
al, 1999) que mostraron buenos resultados in vitro, resultaron ser de un valor limitado
en contrarrestar la cardiotoxicidad por doxorrubicina in vivo.

Esta disociacion in vitro — in vivo, se pudiera deber a que los concentraciones
de antioxidantes que se debieran alcanzar en el tejido miocardico para impedir el
dafio, son demasiado elevadas. En este se sentido se sabe que la dosis indicada
para obtener una efectiva accién eliminadora de radicales libres con vitamnina Ey C
a nivel miocéardico, no puede ser obtenida con aportes por via oral, por tanto es muy
predecible los hallazgos de una nula accion clinica de terapias aportadas por esta
via.

En el presente estudio pretendemos evaluar la utilidad del efecto
cardioprotector de dos intervenciones: omega-3 y carvedilol, ambos con propiedades
antioxidantes conocidas, que por diferentes mecanismos producirian un

reforzamiento de las defensas antioxidantes.

[.5.1. Carvedilol.

El Carvedilol (CV, 1-((carbazolyl-(4)-oxy)-3-(2-methoxyphenoxyethyl) amino)-
propanol-(2)) es utilizado clinicamente para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
congestiva, hipertensiéon arterial e infarto agudo al miocardio. El Carvedilol
competitivamente bloquea los receptores -1, B-2 y a1l-adrenérgicos, mientras
muestra propiedades vasodilatadoras. Una caracteristica distintiva del carvedilol es
su potente propiedad antioxidante, que no es compartida por otros antagonistas de
los receptores B adrenérgicos (Yue TL et al, 1992). Esta actividad antioxidante del
carvedilol es atribuible a su capacidad de quelar el hierro libre (Noguchi N et al,
2000), lo cual estd ampliamente implicado en la mejorar la toxicidad mediada por
radicales libres causada por la doxorrubicina (Yue TL et al, 1992; Noguchi N et al,
2000). En este sentido, el Carvedilol es superior al atenolol (el que representa un
antagonista de los receptores [ adrenérgicos, pero sin propiedades antioxidantes),
en disminuir el impacto negativo inducido por la doxorrubicina, sobre la presion

arterial sistolica y sobre la fraccion de acortamiento de ventriculo izquierdo, al igual
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que en el incremento de la lipoperoxidacion (Matsui H et al, 1999), lo que podria ser
explicado por un efecto directo sobre el tejido cardiaco o por los efectos vasculares
del medicamento. Mas recientemente, la balanza se inclind por un efecto
predominante en el tejido cardiaco como lo demostré Santos et al. (2002). En dicho
estudio el carvedilol disminuy6é tanto la toxicidad cardiaca mitocondrial como
histopatologica causada por la doxorrubicina. Lo que todavia no se ha determinado,
es si esta proteccion cardiospecifica puede ser explicada por las propiedades
antioxidantes o propiedades de antagonista de los receptores B adrenérgicos del
carvedilol (Oliveira PJ et al, 2004).

Un estudio clinico evalué el papel cardioprotector del Carvedilol contra el
efecto cardiotdéxico de las antraciclinas. Kalay et al. (2006), determiné que el uso
preventivo del carvedilol en pacientes que recibieron antraciclinas, permitia la
conservacion de la funcion sistélica y diastélica del ventriculo izquierdo a seis meses,
basados en variables de observacion ecocardiograficas. Sin embargo su papel
protector en la ocurrencia de cardiotoxicidad aguda, y su relacién con biomarcadores

de estrés oxidativo no ha sido explorada aun en este tipo de pacientes.

I.5.2. Los acidos grasos poliinsaturados omega-3

Los acidos grasos poliinsaturados omega 3 (PUFA n-3), son sustancias
esenciales para el desarrollo y el normal funcionamiento del organismo. No pueden
ser sintetizados en el organismo, debiendo ser adquiridos en la dieta principalmente
del pescado, como &cido o-linolénico. Sus principales formas son el acido
eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) y el &cido docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA). En
forma general, resultados de estudios prospectivos indican que el consumo de
pescado o0 aceite de pescado conteniendo omega-3 se asocia a disminuciéon de la
mortalidad por enfermedades cardiovasculares (Wang et al, 2006; Breslow, 2006;
Von Schacky 2007; Von Schacky & Harris 2007; Biscione et al, 2007).

En forma especifica, la suplementacién con los acidos omega 3, ha mostrado
beneficios en contrarrestar los efectos del estrés oxidativo a nivel miocardico. Se ha
reportado, que en pacientes sometidos a cirugia extracorpOrea con circulacion

extracorporea, la suplementacion con omega 3 disminuiria la injuria oxidativa,
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asociandose a una menor ocurrencia de eventos arritmicos en el postoperatorio,
particularmente, fibrilacion auricular. Esto podria deberse a sus propiedades
antioxidantes que contrarrestarian el dafio por estrés oxidativo, y por otra parte su
efecto preacondicionante que incrementaria la actividad de las enzimas antioxidantes
(Rodrigo R et al, 2007; Rodrigo R et al, 2008). Los mecanismos por los que la
suplementacion con omega 3, se asocian a una reduccion de la susceptibilidad a la
injuria por estrés oxidativo en los miocardiocitos, no se conocen con certeza, Yy esto
pudiera estar relacionado a la incorporacion de acidos omega 3, el incremento de las
defensas antioxidantes, cambios en la fluidez de la membrana y la capacidad de
prevenir la liberacion de calcio intracelular en respuesta al estrés oxidativo (Jahangiri
A et al, 2006).

Si bien el uso de omega 3 no es una estrategia que se haya utilizado
previamente con motivo de evaluar su rol de cardioproteccibn en pacientes en
tratamiento con antraciclinas, si se han utilizado omega-3 tanto en estudios in vitro, in
vivo, como en ensayos clinicos de pacientes con cancer de mama con uso de
antraciclinas. En estos se describe que el uso previo o durante la quimioterapia de
omega-3, mejoraria la efectividad de la quimioterapia (Biondo PD et al, 2008).

Por otra parte, varios estudios en animales han evaluado la efectividad del uso
del pre-acondicionamiento como medida de cardioproteccion a las antraciclinas. Se
ha establecido asi, que el pre-acondicionamiento isquémico disminuiria la
cardiotoxicidad por antraciclinas evaluada con controles ecocardiograficos de funcion
ventricular, como también produciria una disminucién de apoptosis en los
miocardiocitos (Hydock DS et al, 2008; Schjgtt J et al, 1996; Wonders KY et al,
2008).

Asi, en base a lo expuesto y considerando que un elemento clave en los
mecanismos de cardiotoxicidad por antraciclinas, lo representan la generacion de
EROS, resulta razonable el proponer aplicar un reforzamiento del sistema de
defensas antioxidantes miocardico con objeto de minimizar la injuria por estrés
oxidativo y, por esta via prevenir el desarrollo de cardiotoxicidad. Con tal objetivo,
con los omega-3, al recibirlo desde los dias previos al tratamiento, se podria inducir

un pre-acondicionamiento en el paciente, lo que produciria un aumento de la
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actividad de enzimas antioxidantes a nivel miocardico en los pacientes, permitiendo

contrarrestar mejor el dafio cardiaco por estrés oxidativo.
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Il. HIPOTESIS:

En pacientes con cancer de mama sometidos a quimioterapia con
antraciclinas, la suplementacion con acidos grasos omega 3 o la administracion de
carvedilol (desde 7 dias antes hasta 7 dias después del inicio de un ciclo
quimioterapia), disminuird la ocurrencia de cardiotoxicidad aguda mediante un
reforzamiento del sistema de defensa antioxidante sistémico. Este efecto se asociara

con una disminucioén en los niveles de biomarcadores de estrés oxidativo.

lll. OBJETIVOS DEL PROYECTO:
[1l.1. Objetivo General:
Reducir la cardiotoxicidad aguda provocada por las antraciclinas en pacientes con
cancer de mama, mediante el reforzamiento del sistema de defensa antioxidante
sistémico durante el primer ciclo de quimioterapia.
[1l.2. Objetivos Especificos:
[11.2.1. Evaluar el efecto cardioprotector de omega-3 y carvedilol contra la
cardiotoxicidad aguda inducida por antraciclinas durante el primer ciclo de
quimioterapia, mediante la determinacion de marcadores de injuria miocardica.
- Determinacion de biomarcadores séricos de carditoxicidad aguda.
o Variable de desenlace primario: Determinacion de NT-ProBNP.
o Variable de descenlace secundario: Determinacion cTnT
- Determinacion de marcadores electrocardiograficos de cardiotoxicidad
aguda.

o Determinacion de intervalo QT corregido

o Determinacion de la dispersion del intervalo QT corregido
[11.2.2. Evaluar el efecto de omega-3 y carvedilol en los biomarcadores de dafio por
estrés oxidativo durante el primer ciclo de quimioterapia con antraciclinas.
[11.2.3. Evaluar el efecto de omega-3 y carvedilol sobre el status antioxidante durante
el primer ciclo de quimioterapia con antraciclinas.
[11.2.4. Evaluar el efecto de omega-3 y carvedilol sobre la Fraccién de Eyeccién de
Ventriculo Izquierdo evaluada mediante ecocardiografia, a mediano plazo (a los 10-

12 meses post-tratamientos con antraciclinas).
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IV. METODOLOGIA:
IV.1. Disefio del estudio

Se realiz6 un ensayo clinico, aleatorizado, doble ciego, controlado por
placebo, que incluy6é a pacientes con diagnostico de cancer de mama que fueron
sometidas a tratamiento de quimioterapia con antraciclinas, y que fueron controladas
en la Unidad de Oncologia del Hospital Salvador, entre Noviembre del 2010 hasta
Abril 2015. El estudio contd con la aprobacion del Comité de ética de investigacion
en seres humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y del
Comité de ética del Servicio de Salud Metropolitano Oriente (Anexo 1).

Se reclutaron pacientes con diagnéstico reciente de cancer de mama que
ingresaban a control en la Unidad de oncologia, que cumplian el criterio de
elegibilidad de requerir tratamiento con antraciclinas, y que aceptaron y firmaron el
consentimiento informado respectivo para participar en el estudio (Anexo2).

Se consideraron los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

- Criterios de inclusion:

- Paciente que ingresa a primer ciclo de quimioterapia

- Mayor de 18 afos y menor de 75 afios

- Pacientes con un score de Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
performance status entre 0-2.

- Pacientes que otorguen y firmen el consentimiento informado.

- Podran ser incluidas pacientes que al momento del reclutamiento puedan haber
recibido tratamiento con radioterapia. En dichos casos se realizard un registro

detallado de las caracteristicas de la radioterapia recibida.

- Criterios de exclusion:

- Embarazo y lactancia.
- Insuficiencia cardiaca previa, u otras enfermedades cardiacas con compromiso de

la funcién ventricular (fraccidén de eyeccién menor a 55%).
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- Cardiopatia coronaria, arritmias previas, arritmias con necesidad de medicacion,
miocardiopatia dilatada o hipertréfica con hipertrofia ventricular izquierda (grosor
septal mayor de 13 mm).

- Enfermedad coronaria muy probable o demostrada.

- Enfermedad valvular: Insuficiencia mitral moderada a severa, estenosis mitral
moderada a severa (area valvular mitral < 1.5 cm2), insuficiencia adrtica moderada a
severa y estenosis adrtica moderada a severa (area valvular aortica > 1.0 y < 0.7
cm?2) con gradiente mayor de 50 mmHg.

- Cardiopatia congénita: Comunicacion interauricular e interventricular, conducto
arterioso persistente, enfermedad de Ebstein, tetralogia de Fallot y coartacion de
aorta.

- Insuficiencia renal crénica (creatininemia mayor de 2 mg/ml).

- Insuficiencia hepética (bilirrubinemia > 3.0 mg/dl o albuminemia < 3.5 g/dl o
protrombinemia < 60% en ausencia de terapia anticoagulante oral o signos
ecograficos de dafio hepatico crénico.

- Potasio plasmatico mayor de 5 mEg/L.

- Presion arterial sistolica menor de 90 y/o diastélica < de 60 mm de Hg.

- Bradicardia menor de 50 latidos por minuto.

- Bloqueo auriculo-ventricular de 2° y 3er grado

- Enfermedad pulmonar obstructiva crénica con contraindicacion de beta bloqueo.

- Antecedente de reaccion adversa grave a Carvedilol.

- Tratamiento previo con betabloqueadores dentro de los Ultimos 3 meses

- Uso de Vitamina E, Vitamina C o probucol, durante los ultimos 3 meses

- Uso de anticoagulantes orales.

- Historia de trastornos hemorragiparos.

Posteriormente las pacientes fueron aleatoriamente asignadas a uno de los
tres grupos de intervencién: grupo omega 3, grupo carvedilol y grupo doble placebo.
Durante el primer ciclo de quimioterapia los pacientes recibieron los siguientes
tratamientos: grupo omega-3, recibieron acidos grasos omega 3 (relacion acido

docosahexaenoico, DHA: acido eicosapentaenoico, EPA; en la relacion 2:1) en dosis
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de 1 gr c/12 hrs vo mas placebo de carvedilol 1 comprimido ¢/12 hrs vo (que en caso
de FC< 55x min. en control, se habia establecido reducir a 1 comp/dia vo); grupo
carvedilol, que recibio carvedilol en dosis maxima tolerada, con dosis inicial de 12,5
mg c/12 hrs vo (que en caso de FC< 55x min. en control, se habia establecido reducir
a 12,5 mg/dia vo), mas placebo de omega 3 c¢/12 hrs vo; y el grupo doble placebo
que recibid placebo de carvedilol 1 comp. ¢/ 12 hrs vo (que en caso de FC< 55x min.
en control, se habia establecido reducir a 1 comp/dia vo) mas placebo de omega-3
c/ 12 hrs vo. Cada tratamiento se mantuvo desde 7 dias antes hasta 7 dias después
del dia de inicio de la quimioterapia, que consideraremos como dia +1. Estos
tratamientos se administraron durante el primer ciclo de quimioterapia. Cada uno de
los participantes de los tres grupos recibid el mismo namero de capsulas diarias,
dado que ninguno de los pacientes presento FC<55 x min en el control clinico del dia
+1, por lo que no debi6é reducirse ni las dosis de carvedilol ni de placebo de
carvedilol.

En las pacientes se determind la cardiotoxicidad aguda con marcadores
séricos Yy electrocardiograficos, y se evaluaron también los niveles de biomarcadores
de estrés oxidativo en plasma y eritrocito. Ademas se realizé un control
ecocardiografico basal pre quimioterapia y otro a los 10-12 meses post-
guimioterapia. EI manejo de las muestras de sangre y datos clinicos se realizé de

acuerdo a la declaracién de Helsinski (2000).

IV.2. Variables de Desenlace evaluadas (Endpoints).
IV.2.1. Variable de desenlace primaria para Cardiotoxicidad Aguda: NT-ProBNP
La variable de observacion primaria fue definida como la ocurrencia de
cardiotoxicidad aguda, determinada por el incremento de los niveles del biomarcador
NT-ProBNP (fragmento N-terminal de la prohormona del péptido natriurético tipo B)
mayor o igual al 50% a las 48 hrs (Dia +3) de iniciada la quimioterapia con respecto a
su valor pre quimioterapia (Dia -7). La eleccién de esta variable se fundamenta en
gue seria el biomarcador mas sensible y presentaria su mayor incremento entre las
24 a 72 hrs posterior a la quimioterapia (Nakamae H et al, 2005; Sandri MT et al.,
2005).
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IV. 2.2. Variables de desenlace secundario.
V. 2.2.1. Otras variables de Cardiotoxicidad Aguda
Se determindé ademas la ocurrencia de cardiotoxicidad aguda considerando a
través de parametros electrocardiograficos y séricos.
La cardiotoxicidad aguda fue expresada por:
IV.2.2.1.1. Marcadores séricos de injuria miocardica.
Se consideré como criterios de cardiotoxicidad aguda en control a las 48 hrs (DIA+3)
posterior al inicio de la quimioterapia:
- Elevacién de Troponina Cardiaca T (cTnT) sobre el limite detectable, o un
incremento =210% con respecto a control BASAL.
IV.2.2.1.2. Marcadores electrocardiograficos.
Como criterio electrocardiografico se considerd en control del DIA+1
- Una prolongacion del intervalo del QTc (>10%) en comparacién a control
BASAL.

- Un aumento en la dispersién del QT (>10%) en comparacion a control BASAL.

IV.2.2.2. Determinacién de biomarcadores de estrés oxidativo.

Se determind la ocurrencia de estrés oxidativo, mediante la evaluacién seriada tanto
de la injuria oxidativa como también del status antioxidante de los pacientes.

- Evaluacion de biomarcadores séricos de injuria por estrés oxidativo:

- Determinacion de niveles de Lipoperoxidacion: Se evalué el incremento sérico de
productos de la lipoperoxidaciéon, mediante la determinacion de F-2 isoprostanos.

- Evaluacion del status antioxidante: Se evaluo el estado de los mecanismos de
defensa antioxidante mediante la evaluacion de:

- Mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante: Se determind en eritrocitos la

actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT)
y glutation peroxidasa (GSH-PXx).

-Mecanismos no enzimaticos de defensa antioxidante:

a) Evaluacion de la capacidad antioxidante del Plasma: Se evalu6 la capacidad
antioxidante del plasma mediante la determinacion de la capacidad reductora férrica
del plasma (FRAP, Ferric Reducity Ability of Plasma).

45



b) Evaluacion de la capacidad antioxidante intracelular: Se evalu6 mediante la
determinacién en eritrocito de la concentracion de glutation reducido (GSH) vy
glutation oxidado (GSSG), para obtener la relacion GSH/GSSG, llamada también

indice thiélico.

IV.2.2.3. Determinacion de efectos sobre la FEVI a 10-12 meses
Como criterio ecocardiografico de deterioro de la funcion ventricular se considero:
- Disminucién 210% en la fraccion de eyeccidén del ventriculo izquierdo en el
control a los 10-12 meses post quimioterapia, con respecto al control basal

pre-quimioterapia.

IV.3. Procedimientos analiticos.

En el primer ciclo de quimioterapia con antraciclinas se obtuvieron 3 muestras
de sangre en forma seriada, las que se utilizaron para determinar marcadores Séricos
de cardiotoxicidad aguda, de estrés oxidativo y de estatus antioxidante.

- 12 Muestra: 7 dias antes de la quimioterapia (Basal sin intervencion, dia -7)
- 22 Muestra: Muestra del DIA+3 (a las 48 post quimioterapia)
- 32 Muestra al 5° dia de iniciada quimioterapia (DIA+5).

V.3.1. Procesamiento de las muestras.

Para la determinacion de parametros de estrés oxidativo, se tomaron muestras
de 4mL de sangre y se almacenaron en tubos Vacutainer® con EDTA (K2-EDTA 1,8
mg/mL sangre). Mediante centrifugacion se separé el plasma de los elementos
figurados (3600 x g por 15 minutos). Los eritrocitos se lavaron 2 veces con
solucion fisioldgica tras lo que se sometieron a hemolisis en medio hipotdnico
(agua destilada) en relacion aproximada 1:4. Las muestras de plasma vy
hemolizado se almacenaron en alicuotas a -80° C hasta su utilizacion. Una
alicuota de plasma se almacendé con hidroxitolueno butilado (BHT) 0,005% para la
determinacién de concentracién de F 2 -isoprostanos.

Para la determinacion de NT-ProBNP y cTnT se tomaron muestras de 4 mL en

tubos con separador de Suero Vacutainer® SST™ (que contiene un gel separador
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inerte en el fondo del tubo). Luego de separarse el suero sin necesidad de
centrifugacion, el contenido de suero se separ6 en dos alicuotas, una de las cuales
se almacend a -20°C para la determinacion del NT-ProBNP y la otra alicuota se

almaceno a -80°C para la determinacion de cTnT.

IV.3.2. Determinacion de NT-ProBNP y Troponina cardiaca T.

Las determinaciones de NT ProBNP se realizaron utilizando el kit VIDAS NT
ProBNP assay (BioMérieux SA, Lyon, France), un test cuantitativo automatizado para
la determinacién del fragmento N-terminal del péptido natriurético tipo B en suero o
plasma humano, usando una técnica de ELFA (Enzyme-Linked Fluorescent Assay).
Los resultados son expresados en pg/mL.

La Troponina cardiac T (cTnT), también fue evaluada mediante la técnica
VIDAS cTnT assay (BioMérieux SA, Lyon, France), usando igualmente una técnica
de ELFA. Los test VIDAS (BioMérieux SA, Lyon, France), son técnicas
caracterizadas por una gran simplicidad, debido a su extendida utilizacion en la
practica clinica. Por este motivo, para cada determinacion se dispone de un reactivo
unitario, que contiene un cono en el que estan adheridos anticuerpos, que actian
como fase sélida de la reaccion y ademas contiene un cartucho con todos los
reactivos necesarios para la reaccion. ElI cono actla como sistema de pipeteo para
aspirar y expeler reactivos en cada etapa de la reaccion (lo que permite prevenir la
contaminacion entre reactivos y entre muestras, ademas de no requerir tubos ni
jeringas para facilitar su uso). Finalmente el sistema ELFA, combina el método ELISA
con una lectura final en fluorescencia azul, lo que permite mejores resultados de

sensibilidad y especificidad (BioMérieux SA, Lyon, France).

IV.3.3. Determinacidén de parametros de estrés oxidativo.
IV.3.3.1. Biomarcadores de dafio oxidativo.

A fin de cuantificar el dafio oxidativo de lipidos (lipoperoxidacién), se realizd
medicidn de niveles plasmaticos de F2-isoprostanos mediante kit que utiliza técnica
de ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). Esta medicion se basa en un ensayo
de competencia entre F2-isoprostanos de la muestra y un conjugado entre F2-
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isoprostanos y acetilcolinesterasa, utilizando para la reaccion colorimétrica un
sustrato de acetilcolinesterasa. El resultado se expresé en concentracion plasmatica

de F2-isoprostanos (pg/mL).

IV.3.3.2. Mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante.
Se determiné la actividad de SOD, CAT y GSH-Px en eritrocitos.
Actividad de SOD.

La actividad de SOD se midié6 mediante técnica de espectrofotometria, de

acuerdo a la capacidad de SOD de inhibir la oxidacion de epinefrina a adrenocromo
mediada por el anion radical superoxido (Misra HP & Fridovich I. 1972). El
hemolizado se centrifugd a 23.000 x g por 5 minutos. Se hizo una dilucién 1:10 del
sobrenadante en solucion KCI-Tris pH 7,40. En solucion buffer glicina (glicina 50 mM,
pH 10,2) se realizaron lecturas por 180 segundos a distintas concentraciones de
plasma. Se evalu6 la capacidad de inhibir la produccion de adrenocromo (lectura a
480 nm) de acuerdo a la relaciéon de las pendientes observadas. La actividad se
expresd en relacibn a concentracion de hemoglobina en la muestra original de
hemolizado.

Actividad de CAT.

La actividad de CAT se cuantificO mediante técnica de espectrofotometria de

acuerdo a la velocidad de descomposicion (no espontanea) de H202 (Aebi H et al,
1974). Se realiz6 una dilucién del hemolizado en proporcion 1:10 con tritobn-etanol
10% en buffer fosfato (KH2PO4 20mM; Na2HPO4 30mM; pH 7,0). Se realizaron
lecturas seriadas por 1 minuto, siguiendo el consumo de H202 (240 nm). Las
lecturas se corrigieron de acuerdo a la descomposicién de H202 en ausencia de
muestra. La actividad enzimatica se expresd en términos de constante cinética de
primer orden por gramo de hemoglobina.

Actividad de GSH-Px.

La actividad de GSH-Px se cuantific6 mediante técnica de espectrofotometria. La

cuantificacion utiliza como principio el consumo de NADPH por la reaccion catalizada
por la enzima glutation reductasa, que a su vez utiliza también como substrato el
GSSG generado por la glutation peroxidasa (Flohé L & Ginzler WA, 1984). El
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hemolizado se centrifugd a 23.000xg por 5 minutos. Se hizo una diluciéon 1:5 del
sobrenadante en solucion fosfato de potasio (KH2PO4 0,1M; EDTA 1mM; pH 7,0).
En la solucién buffer descrita se realizaron lecturas seriadas por 5 minutos,
analizando el consumo de NADPH (lectura a 340 nm) en presencia de GSH, azida
de sodio (inhibidor de catalasa) y glutation reductasa en exceso. La actividad

enzimatica se expreso en relacion a la concentracion de hemoglobina.

IV.3.3.3. Mecanismos no enzimaticos de defensa antioxidante.
Capacidad Antioxidante del Plasma (FRAP).

Se determind el nivel de FRAP (‘ferric reducing ability of plasma’) como
medida de la capacidad antioxidante plasmatica total. La cuantificacion se realizo
mediante técnica espectrofotométrica en muestra de plasma, de acuerdo a la
reduccion de Fe+3 a Fe+2 en presencia de plasma y la reaccién colorimétrica de
Fe+2 con tripiridiltriazina (lectura a 594 nm) (Benzie IF & Strain JJ, 1996). La curva
de calibracion se realiz6 de acuerdo a concentracion de Fe+2 en forma de sulfato
ferroso.

Capacidad antioxidante intracelular del eritrocito.

Como medida de capacidad antioxidante intracelular se determiné en eritrocito
la concentracion de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG), como
forma de obtener la relacion GSH/GSSG, llamada también indice tiolico. Esta
medicion se realizé mediante técnica de fluorimetria, de acuerdo a la reaccion de
fluorescencia del orto-ftalaldehido (OPT) a pH 8 con GSH y a pH 12 con GSSG
(Hissin PJ & Hilf R, 1976). Inicialmente se centrifugaron 80 pL de hemolizado (23.000
X g por 45 minutos) en presencia de acido metafosforico al 5% en solucion buffer
fosfato (K2HPO4 0,1M; EDTA 5 mM; pH 8,0), a fin de inducir precipitacion de
proteinas. El sobrenadante se diluyé en solucion buffer fosfato descrita y luego se
midio la reaccion de fluorescencia de GSH con OPT. La determinacion de GSSG se
realizé en solucion NaOH 0,1N (pH 12,0) de acuerdo a la reaccion con OPT en
presencia de N-etiimaleimida (a fin de prevenir la oxidacion de GSH a GSSG). Las
concentraciones se expresaron en relacion a concentracion de hemoglobina en la

muestra inicial de hemolizado.
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IV.3.4. Determinacion de control ecocardiografico.

En todos los pacientes se realizd un control ecocardiografico basal, previo a la
administracion de antraciclinas en el primer ciclo de quimioterapia. Posteriormente
se realiz6 un segundo control ecocardiografico de seguimiento a los 10-12 meses de
iniciada la quimioterapia. Como marcadores de la funcion sistolica, se utilizé la
fraccion de acortamiento (FS) y la fraccion de eyeccién ventricular (FEVI) medida por
meétodo de Teichhold y técnica modificada de SIMPSON en vista apical en 4 y 2
camaras (Schiller NB et al, 1989; Himelman RB et al, 1988), dependiendo de la
ventana ecografica obtenida.

IV.3.5. Determinacién de control electrocardiografico.

Se realizaron 3 controles electrocardiograficos en el primer ciclo de
quimioterapia: un control BASAL pre-quimioterapia (DIA-7), otro entre las 3 a 12 hrs.
del inicio de la quimioterapia (Dia +1), y el dltimo a las 48 hrs. (Dia +3). Para la
evaluacion electrocardiografica de cardiotoxicidad aguda se empled la medicion del
intervalo QT corregido (QTc) y la dispersion QT corregido (QTc dispersion). El
intervalo QT se determin6 mediante un equipo de electrocardiograma de 12
derivaciones simultaneas, con velocidad de registro de 50 mm/seg, realizandose tres
determinaciones, con lo que cada control se obtuvo del valor promedio de tres
mediciones. El QTc y la dispersién del intervalo QTc se calcularon mediante la

correccion del intervalo QT con férmulas que corrijieron por la frecuencia cardiaca.

VI.3.6. Técnicas de recoleccion de la informacion

Se realizdé un ensayo clinico segun las normas de buenas practicas clinicas, y
se confeccion6 una ficha de cada paciente para registrar la informacién obtenida
(clinica, ecocardiografica, electrocardiografica y de laboratorio), contenidos que luego
se traspasaron a una base de datos en plantilla Excel, y posteriormente a una ficha

de paquete estadistico.
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IV.4. Métodos estadisticos.
IV.4.1. Célculo de tamafio muestral.

El tamafio muestral se calculd en base a los resultados preliminares
obtenidos con el andlisis parcial de los datos en el anterior avance de tesis, y se
realiz6 considerando como variable de resultado primario la elevacién del marcador
sérico NT-ProBNP (fragmento N-terminal de la prohormona del péptido natriurético
tipo B) el dia +3 como marcador de cardiotoxicidad aguda. La estimacion se realizo
mediante comparacion de medias con placebo para un modelo jerarquico de tiempo
y paciente, con una media para el grupo placebo de 475 pg/mL y una media para el
grupo omega- 3 de 120 pg/mL, con una desviacion estandar comun de 407 pg/mL,
considerando que el grupo omega 3 presentd menor diferencia entre medias con el
grupo placebo que el grupo carvedilol. Es asi que se pudo suponer que nuestra
intervencién producird un efecto de similar magnitud de los niveles de NT Pro-BNP,
y considerando un error o del 5% con un poder del 80%, se determind un tamafo
muestral de 11 pacientes por rama para muestras emparejadas y de una via, segun
el programa estadistico Win Episcope 2.0 utilizando la formula (n=2 (Za+Zp)2 *
s2/d=2).

Por lo tanto, considerando que tenemos 3 grupos en nuestro estudio: Grupo
omega-3, Grupo carvedilol y Grupo doble placebo, se requerird un niumero total de
33 pacientes, por lo que considerando potenciales perdidas se establecié un
namero de 36 paciente. Este tamafio de la muestra fue el que se reclutd, y de los

cuales 34 pacientes fueron incluidas en el andlisis primario.

IV.4.2. Andlisis estadistico para comparacion de los efectos.

Se evalud el efecto tratamiento sobre la ocurrencia de las variables de
observacién primaria y secundaria.

La distribucion de los datos se evalué mediante test de Shapiro-Wilk. En el
caso del analisis estadistico en relacion al tratamiento, en el que teniamos tres
grupos (placebo, carvedilol y omega-3), con determinaciones en tres tiempos
diferentes, las variables con distribucion paramétrica fueron comparadas mediante

la prueba de ANOVA con analisis post-hoc de Bonferroni. En el caso que las
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variables tuvieran una distribucion no paramétrica se utilizé el test de Kruskal-
Wallis, este udltimo seguido por test de comparaciones mdultiples de Dunn. Se
establecio como diferencia significativa un P <0.05.

Los analisis estadisticos en relacion al tiempo, para un mismo grupo de
intervencién, se realizaron utilizando el test de Student para variables con
distribucion paramétrica, en tanto que fueron comparadas a través del test de Mann
Whitney en caso que la distribucion fuera no paramétrica, considerandose en
ambos casos como diferencia significativa un P <0.05.

Para la comparacion entre los grupos de intervencion de sus caracteristicas
clinicas, las variables continuas fueron evaluadas con el Test no paramétrico de
Kruskal-Wallis, en tanto que las variables categoricas se evaluaron mediante el Test
de Fisher.

Los datos fueron procesados en STATA 12.0 y GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, San Diego California, USA). De acuerdo a su distribucion, los
datos se describen en mediana-rango intercuartilico o media-desviacion estandar
(DE). La representacion de un grupo de intervencién a diferentes tiempos fue
realizado mediante barras en el caso de variables paramétricas (promedio-
desviacion estandar) y, en el caso de variables no paramétricas, en diagrama
de caja y bigotes (mediana, rango intercuartilico y p5-p95). Los graficos para
comparacion de los diferentes grupos de intervenciéon a diferentes tiempos, se
expresan en barras en el caso de variables paramétricas (promedio-desviacion
estandar) y, en el caso de variables no paramétricas, para una mas facil
comprension se expresaron mediante barras que representan medianas y rango
intercuartilico superior (p75). Finalmente para expresar los controles
ecocardiograficos de seguimiento, el andlisis total de pacientes, ademas del andlisis
de cada grupo de intervencion por separado, se utilizO un grafico lineal, para
evidenciar mejor la tendencia de los pacientes en forma individual. Todos los

graficos se disefiaron en software GraphPad Prism versién 4.0.
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V. Resultados.
V.1. Caracterizacion general de los pacientes.
V.1.1. Linea de Base y factores de riesgo cardiovascular de los pacientes.

En el reclutamiento realizado en el servicio de Oncologia del Hospital Salvador
entre Junio 2011 hasta Febrero 2014, 55 pacientes cumplieron criterios de
elegibilidad, que consideraba tener diagnostico reciente de cancer de mama, con
indicacion de recibir quimioterapia con antraciclinas. Sin embargo, 19 pacientes
fueron excluidas (8 por criterios de exclusion, 8 rechazaron participar y 3 por otros
motivos), por lo tanto los 36 pacientes restantes fueron asignados al azar a uno de
los tres grupos posibles. De estos pacientes, 34 completaron el estudio y fueron
incluidos en el analisis primario, en tanto que 2 pacientes abandonaron el
seguimiento por retiro de su consentimiento (Ver Figura 1. Diagrama de flujo de las
pacientes reclutadas).

En las 36 pacientes ingresadas al estudio, la dosis acumulativa total de
doxorrubicina fue en promedio de 231+33 mg/m2. ElI promedio de edad de las
pacientes fue de 50,3%£9,5 afios (rango entre 33-69 afios). Dentro de factores de
riesgo cardiovascular presentados por las pacientes, destacan un indice de masa
corporal (IMC) cuyo promedio se encontrd en rango de sobrepeso 28+5 kg m?,
ademas de un indice cintura/cadera elevado con un promedio de 0,92+0,06. Ademas
dentro de las comorbilidades encontradas, destacd la presencia de hipertension
arterial (31%), dislipidemia (22%) y tabaquismo (42%). Las caracteristicas de todas
las pacientes son incluidas en la Tabla 1, en tanto que las caracteristicas por grupo

de intervencidon se muestran en la Tabla 2.
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Figura 2. Diagrama de flujo del seguimiento de las pacientes reclutadas.

Pacientes con criterios de elegibilidad:

55 pacientes

v

19 fueron excluidas
8 Con criterios de exclusion:

6 Quimioterapia ya iniciada al contacto
1 Radioterapia ya iniciada al contacto
1 Arritmia previa

8 Rechazaron de participar

3 Otras razones:
1 se traslad6 de ciudad
2 no es posible contactar

36 Pacientes
asignados al azar

12 pacientes

asignadas a recibir

PLACEBO

12 pacientes
asignadas arecibir
OMEGA-3

12 pacientes
asignadas a recibir
CARVEDILOL

1 paciente se perdi6

del seguimiento:
Retiro su

consentimiento

A 4

12 pacientes fueron
controladas durante
el primer ciclo de
guimioterapia

11 pacientes fueron
controladas durante
el primer ciclo de
quimioterapia

12 pacientes incluidas
en el andlisis primario

11 pacientes incluidas
en el andlisis primario

1 paciente se perdi6

del seguimiento:
Retir6 su

consentimiento

\ 4
11 pacientes fueron
controladas durante
el primer ciclo de
guimioterapia

11 pacientes incluidas
en el andlisis primario
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas en el estudio.

Caracteristicas Generales (n=36)
Edad (afios) 50,3%9,5 (33-69)
IMC (kg m™) 28+4,7
indice cintura/cadera 0,92+0,06
Basal de PAS (mmHg) 110,4+16,5
Basal de PAD (mmHg) 71,7£10,3
Basal de FC (I.p.m) 74,6+10,7
Basal de FEVI (%) 69,8+4,1

Factores de Riesgo CV

Hipertension (%)

11 (30,6%)

Diabetes mellitus 2 (%) 3 (8,3%)
Dislipidemia (%) 8 (22,2%)
Tabaquismo (%) 15 (41,7%)
indice paquete/afio 12,9+17,2
Tratamientos

IECA/ARAII (%) 9 (25%)
Aspirina/AINES (%) 8 (22,2%)
Estatinas (%) 2 (5,6%)
Etapificacion TNM

| 3 (8,3%)

21 (58,3%)
12 (33,3%)

v 0 (0%)
Dosis acumulativa Doxorrubicina (mg/m?) 230,5+£32,6
Dosis Doxorrubicina por ciclo (mg/m?) 59+2,8

Tratamiento con Radioterapia
Mama derecha

Mama izquierda

26 (72,2%)
12 (33,3%)
14 (38,9%)
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas en el andlisis
primario por grupo de intervencion.

Carvedilol Placebo Omega-3 | P value
(n=11) (n=12) (n=11)

Edad (afios) 51,6+10,7 49,8+10,8 49,5+7,9 0,904
IMC (kg m™) 27,5+3,4 28,2+5,6 28,6+5,2 0,965
indice cintura/cadera 0,92+0,04 0,92+0,09 0,93+0,06 0,721
Basal de PAS (mmHg) 105,6+21,4 110,6+13,9 115,2+13,4 0,234
Basal de PAD (mmHg) 69,2+12,9 72,248,9 73,619,1 0,686
Basal de FC (l.p.m) 72,2495 80,4 +12,3 70,6+7,6 0,125
Basal de FEVI (%) 69,9+3,2 71,7+4,6 68,9+3,9 0,210
Factores de Riesgo CV
Hipertension (%) 4 (36,4%) 2(16,7%) 5 (45,5 %) 0,347(F)
Diabetes mellitus 2 (%) 1(9,1%) 0 (0%) 2(18,2%) 0,294(F)
Dislipidemia (%) 3 (27,3%) 2(16,7%) 3 (27,3%) 0,876(F)
Tabaquismo (%) 3 (27,3%) 6 (50%) 5 (45,5%) 0,570(F)

Indice paquete/afio 6+4,4 15,4+20,3 11,2+10,4 0,895
Tratamientos
IECA/ARAII (%) 4 (36,7%) 1 (8,3%) 4 (36,4%) 0,192(F)
Aspirina/AINES (%) 4 (36,4%) 1 (8,3%) 3 (27,3%) 0,280(F)
Estatinas (%) 0 (0%) 1 (8,3%) 1(9,1%) 0,999(F)
Etapificacion TNM
I 1(9,1%) 0 2 (18,2%) 0,294(F)
Il 4 (36,4%) 9 (75%) 7 (63,6%) 0,214(F)
11 6 (54,6%) 3 (25%) 2 (18,2%) 0,218(F)
v 0 0 o | -
Dosis acumulativa (mg/mg?) 237,817,2 219,2452 236,0£12,7 0,448
Dosis Doxorrubicina por 59,5+1,8 58,5+3,5 59,0+3,2 0,811
ciclo (mg/m?)
Tratamiento con
Radioterapia 7 (63,6%) 10 (83,3%) 9 (81,8%) 0,599(F)
Mama derecha 4 (36,4%) 3 (25%) 5 (45,5%) 0,607(F)
Mama izquierda 3 (27,3%) 7 (58,3%) 4 (36,4%) 0,314(F)
Total Gy recibidos 66,0+0,0 62,8+6,8 57,6+15,2 0,334

Pvalue obtenido de variables continuas se evalo con el Test no paramétrico de Kruskal-
Wallis, en tanto que Pvalue(F) obtenido de variables categoricas se evalio mediante el Test

de Fisher.
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V.2. Resultados segun objetivos especificos.

V.2.1. Determinacién del efecto cardioprotector de omega-3 y carvedilol contra
la cardiotoxicidad aguda inducida por antraciclinas, mediante determinaciéon de
marcadores de injuria miocéardica (objetivo especificol).

V.2.1.1. Determinacion de biomarcadores séricos de carditoxicidad aguda.
V.2.1.1.1. Variable de desenlace primario: Determinacion de NT-ProBNP.

Se realizaron determinaciones de niveles de NT-ProBNP durante el primer
ciclo de quimioterapia durante un control BASAL, en DIA+3 y en DIA+5.
Especificamente nuestra variable de desenlace primario fueron los niveles de NT-
ProBNP en el DIA+3, por lo tanto evaluamos el efecto de las intervenciones sobre
este marcador. Inicialmente, se realizé un analisis primario incluyendo a la totalidad
de las pacientes del estudio, en el que destac6 un incremento en los niveles de NT-
ProBNP al comparar el control BASAL, que tuvo una mediana de 43,5 (22,5-75,5)
pg/mL con el DIA +3 post-quimioterapia con una mediana de 112 (54-328) pg/mL, lo
gue significd un incremento de un 260% (p<0,01). Posteriormente en el control del
DIA+5 se presentd un disminucion en el valor de NT-ProBNP, con una mediana 19
(19-51) pg/mL, lo que significé una disminucion de un 83% con respecto al control del
DIA +3 (p<0,001). Por otro lado, no se registraron diferencias significativas entre el
control BASAL y el DIA+5 (Figura 3).
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Figura 3. Niveles de NT-ProBNP (pg/mL) del total de pacientes en primer ciclo
de quimioterapia. Muestras de suero incluyendo a todos los pacientes (n=34), durante el control
BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia. (Analisis estadistico fue realizado con el
test no paramétrico de Kruskal-Wallis y seguido por test de comparaciones mdltiples de Dunn.
Diferencias significativas con *P <0.05; **P<0,01; ***P<0,001. Cajas, mediana y rango intercuatrtilico;
bigotes, p5-p95).
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Por otra parte al realizar una evaluacion segun los grupos de intervencion, las
medianas de NT-ProBNP durante el DIA +3 fueron de 112 (54-518) pg/mL para el
grupo placebo, 246 (54-646,5) pg/mL para el grupo carvedilol y de 96 (25-276) pg/mL
para el grupo omega-3, desatacando asi, una gran dispersion de las determinaciones
de NT-ProBNP en los 3 grupos durante el control del DIA +3. Por otra parte, pese la
mediana de NT-ProBNP en el grupo omega-3, fue un 14,3% mas bajo comparado al
promedio del grupo placebo, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Figura 4A). Cabe la pena sefalar ademas, que al evaluar cada grupo
por separado, se encontraron diferencias significativas entre los controles BASAL vs
DIA+3 y DIA+3 vs DIA+5, tanto en el grupo placebo (P<0,05 y P<0,01) como
carvedilol (P<0,05 y P<0,01), sin embargo en el grupo omega-3 no encontraron

diferencias significativas entre los diferentes controles (Figura 4B).
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Figura 4. Determinaciones NT-ProBNP por grupos. 4A. Comparacién de niveles

de NT-ProBNP (pg/mL) entre grupos Placebo, Carvedilol y Omega-3. Se
compararon niveles de los tres grupos de intervencién, durante control BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el
primer ciclo de quimioterapia (analisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis y seguido por test de comparaciones multiples de Dunn. N.S., indica no significativo. Barras
representan medianas y rango intercuartilico superior).
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Figura 4B. Niveles de NT-ProBNP (pg/mL) en cada grupo por separado: (i)

Placebo, (ii) Carvedilol y (iii) Omega-3. Se muestran niveles de NT-ProBNP de cada grupo
de pacientes por separado durante control BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el Primer ciclo de quimioterapia
(Andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Mann Whitney. Diferencias
significativas con *P <0.05; **P<0,01; n.s, indica no significativo. Cajas, mediana y rango
intercuartilico; bigotes, p5-p95).

Para aumentar la sensibilidad en la deteccién de diferencias entre los grupos,
se decidié realizar un analisis de las diferencias encontradas para el NT-ProBNP
entre dos periodos de tiempo, y realizar una evaluacion de diferencias entre los
grupos. Fue asi que se realizé un analisis con los valores diferenciales o “delta”,
encontrados entre el DIA +3 con respecto al BASAL, no encontrandose diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 4C).
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Figura 4C. Comparacion de A NT-ProBNP (pg/mL) entre DIA +3 y BASAL entre

grupos Placebo, Carvedilol y Omega-3. Se comparé el diferencial (A) entre el DIA +3 y
BASAL entre los tres grupos de intervencion, durante el primer ciclo de quimioterapia (analisis
estadistico fue realizado con el test paramétrico de ANOVA con andlisis post test de Bonferroni.
N.S., indica no significativo. Barras de error representan el promedio + DE).
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V.2.1.1.2. Variable de descenlace secundario: Determinacién de Troponina
Cardiaca T.

Con respecto a los controles realizados con troponina cardiaca T (cTnT)
sérica, ninguna de las pacientes incluidas en el estudio presentd niveles superiores
al limite inferior detectable por la técnica (todas las pacientes con valores <0,01
ng/mL). Debemos recordar que la troponina cardiaca T es utilizada como diagnostico
de exclusion del infarto agudo al miocardio y posiblemente tendria utilidad en
monitorizacion de pacientes con injuria cardiaca de causa no isquémica, por lo que
fue utilizado en el actual estudio. Los valores de referencia considerados con valor
diagndstico y pronéstico son mayores o iguales a 0,01 ng/mL. Por otra parte el limite
superior para individuos sanos es <0,01 ng/mL (no detectable por este método) (Jaffe
AS, 1999).

V.2.1.2. Determinacion de marcadores electrocardiogréaficos de cardiotoxicidad
aguda.

Se realizd la medicion del intervalo QT corregido (QTc) y dispersion del QT
corregido (QTDc). Mediante los registros electrocardiograficos realizados en los
controles BASAL, DIA+1 y DIA+3.

V.2.1.2.1. Determinacién del intervalo QT corregido.

Al realizar un evaluacion del QTc en la totalidad de los pacientes, se encontro
en el DIA+1 un incremento de las medianas de un 5,1% comparado con el control
BASAL (p<0,01). Posteriormente, en el control del DIA+3 se pesquiso un descenso
del QTc de un 2,9% menos con respecto al control del DIA +1 (p<0,05). Por otro
lado, no se registraron diferencias significativas entre el control BASAL y el DIA+3
(Figura 5).

Al realizar una comparacion del QTc entre los tres grupos de intervencion, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en
ninguno de los controles electrocardiograficos (Figura 6A). Sin embargo, debemos
sefialar que al evaluar cada grupo por separado, el incremento del QTc el DIA +1 con

respecto al control BASAL, fue encontrado uUnicamente en los grupos placebo
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(P<0,05) y omega-3 (P>0,01), pero no hubieron variaciones significativas del QTc en

el DIA+1 en el grupo carvedilol (Figura 6B).
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Figura 5. Valores del intervalo QT corregido (QTc) en milisegundos del total de
pacientes en primer ciclo de quimioterapia. Se evalu6 el QTc en la totalidad de pacientes,
durante control BASAL, DIA+1 y DIA+3 en el primer ciclo de quimioterapia (Andlisis estadistico fue
realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y seguido por test de comparaciones mdltiples
de Dunn. Diferencias significativas con *P<0,05; **P<0,01; n.s., sin diferencias significativas. Cajas,
mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95).
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Figura 6. Determinaciones de intervalo QT corregido (QTc) por grupos. 6A.
Comparacion del intervalo (QTc) entre los grupos Placebo, Carvedilol y Omega-

3. Se evalu6 el QTc durante control BASAL, DIA+1 y DIA+3 en el primer ciclo de quimioterapia
(Analisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y seguido por test de
comparaciones multiples de Dunn. n.s., sin diferencias significativas. Barras representan medianas y
rango intercuartilico superior).
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Figura 6B. Evaluacién del QTc en cada grupo por separado: (i) Placebo, (ii)
Carvedilol y (iiil) Omega-3. Se evalu6 el QTc durante control BASAL, DIA+1 y DIA+3 en el
primer ciclo de quimioterapia (Andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Mann
Whitney. Diferencias significativas con *P<0,05; **P<0,01; n.s., sin diferencias significativas. Cajas,
mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95).

Para aumentar la sensibilidad en la deteccién de diferencias entre los grupos,
se decidio realizar un andlisis de las diferencias encontradas para el intervalo QTc
entre dos periodos de tiempo, y realizar una evaluacion de diferencias entre los
grupos. Fue asi, que se se compararon los valores diferenciales o “delta” de QTc,
encontrados tanto entre el DIA +1 con respecto al BASAL, como asi mismo entre el
DIA +3 y el BASAL no encontrandose diferencias estadisticamente significativas en

ninguno de los dos casos (Figura 6C (i) y (ii)).
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Figura 6C. Comparacion de AQT corregido (QTc) entre grupos Placebo,
Carvedilol y Omega-3: (i) AQT corregido (QTc) entre DIA +1 y BASAL. Se compar6
el diferencial (A) entre el DIA +1 y BASAL entre los tres grupos de intervencién, durante el primer ciclo
de quimioterapia). (ii) AQT corregido (QTc) entre DIA +3 y BASAL. Se compar6 el
diferencial (A) entre el DIA +3 y BASAL entre los tres grupos de intervencion, durante el primer ciclo de
quimioterapia (analisis estadistico fue realizado con el test paramétrico de ANOVA con analisis
post test de Bonferroni.. n.s., sin diferencias significativas. Barras de error representan el promedio +

DE).
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V.2.1.2.2. Determinacioén de la dispersion del intervalo QT corregido.

Al analizar la dispersion del intervalo QT corregido (QTDc) en la totalidad de
los pacientes, no se encontraron variaciones significativas entre los diferentes
controles (Figura 7). Ademas, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al realizar una comparacion del QTDc entre los tres grupos de

intervencion (Figura 8).
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Figura 7. Determinacion de la dispersion del intervalo QT corregido (QTDc) en
milisegundos. 7A. Evaluacion del QTDc en la totalidad de pacientes en primer

ciclo de quimioterapia. Se evalué la QTDc durante control BASAL, DIA+1 y DIA+3 en el primer
ciclo de quimioterapia. (Andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
y seguido por test de comparaciones multiples de Dunn. Diferencias significativas con *P<0,05;
**P<0,01; n.s., sin diferencias significativas. Cajas, mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95).
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Figura 7B. Comparacion de QTDc entre los grupos Placebo, Carvedilol y

Omega-3. Se compar6 entre grupos la QTDc durante control BASAL, DIA+1 y DIA+3 en el primer
ciclo de quimioterapia (Andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y
seguido por test de comparaciones multiples de Dunn; n.s., sin diferencias significativas. Barras
representan medianas y rango intercuartilico superior).
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V.2.2. Evaluacién del efecto de omega-3 y carvedilol en los biomarcadores de
dafio por estrés oxidativo durante el primer ciclo de quimioterapia con
antraciclinas (objetivo especifico 2).

La evaluacion del dafio por estrés oxidativo se realizO mediante la
determinacion de niveles de F2-isoprostanos plasmaticos, como productos de la
lipoperoxidacioén in vivo.

Al evaluar en su conjunto a la totalidad de los pacientes, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de F2-isoprostanos entre los
diferentes dias evaluados (Figura 8A). Sin embargo, al realizar un andlisis
comparando los diferentes grupos de intervencion, se observaron menores niveles
de F2-isoprostanos en el DIA+5 en los grupos carvedilol y omega-3, comparados con
el Grupo placebo, con diferencias que fueron estadisticamente significativas (p<0,05)
(Figura 8B). Por otra parte al evaluar cada grupo de intervencién por separado a

diferentes tiempos, no se encontraron diferencias significativas (Figura 8C).
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Figura 8. Lipoperoxidacion in vivo a través de la determinacion de niveles de
F2-isoprostanos (pg/mL) en plasma de pacientes. 8A. Niveles de F2-
isoprostanos al evaluar la totalidad de pacientes. Se evaluaron niveles de F2-
isoprostanos durante control BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia. (Analisis
estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y seguido por test de
comparaciones multiples de Dunn; n.s., sin diferencias significativas. Cajas, mediana y rango
intercuartilico; bigotes, p5-p95.).
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Figura 8B. Comparacion de niveles de F2-isoprostanos entre los grupos

Placebo, Carvedilol y Omega-3. (Andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico
de Kruskal-Wallis y seguido por test de comparaciones multiples de Dunn. Diferencias significativas
con *P<0,05; n.s., sin diferencias significativas. Barras representan medianas y rango intercuartilico
superior.).
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Figura 8C. Evaluacion niveles de F2-isoprostanos en cada grupo por separado:

(i) Placebo, (ii) Carvedilol y (iii) Omega-3. Se evaluaron los niveles de F2-isoprostanos
durante control BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia (Analisis estadistico fue
realizado con el test no paramétrico de Mann Whitney; n.s., sin diferencias significativas. Cajas,
mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95).

V.2.3. Evaluaciéon del efecto de omega-3 y carvedilol sobre el status
antioxidante durante el primer ciclo de quimioterapia con antraciclinas
(objetivo especifico 3).
V.2.3.1. Evaluacion de los mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante en
eritrocito.
V.2.3.1.1. Determinacién de la actividad de SOD.

Al comparar la actividad de la enzima Superdxido Dismutasa (SOD) entre los

diferentes grupos de intervencion, no se encontraron diferencias significativas entre
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los grupos (Figura 9A). Por otra parte, al evaluar la actividad de SOD por separado,
en los diferentes grupos de intervencién, se constaté en el grupo placebo un
descenso de un 24,5%% en la actividad enzimatica durante el DIA +3 en
comparacion a su control BASAL (p<0,05) (Figura 9B(i)), en tanto que los grupos
carvedilol y omega-3 no mostraron variaciones significativas en los diferentes

controles ( Figuras 9B(ii) y 9B(iii)).
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Figura 9. Actividad de la enzima Superdxido Dismutasa (SOD) en eritrocito
(U/mg Hb). 9A. Comparacion de la actividad de SOD entre los grupos Placebo,
Carvedilol y Omega-3. Se evalu6 la actividad de SOD durante control BASAL, DIA+3 y DIA+5 en
el primer ciclo de quimioterapia (Analisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis y seguido por test de comparaciones mdltiples de Dunn. n.s., sin diferencias
significativas. Barras representan medianas y rango intercuartilico superior).
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Figura 9B. Evaluacion de la actividad de SOD en cada grupo por separado: (i)

Placebo, (ii) Carvedilol y (iii) Omega-3. Se evalu6 la actividad de SOD durante control
BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia (Analisis estadistico fue realizado con el
test no paramétrico de Mann Whitney. Diferencias significativas con *P<0,05; n.s., sin diferencias
significativas. Cajas, mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95).
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V.2.3.1.2. Determinacién de la actividad de CAT.

Con respecto a la evaluacion de la actividad enzimética de Catalasa (CAT) en
eritrocito, al realizar un analisis comparativo entre los grupos de intervencién, se
encontré en el DIA +5 una menor actividad enzimatica de CAT en el grupo placebo,
en comparacion al grupo carvedilol (P<0,05) y omega-3 (P<0,01) (Figura 10A). Al
evaluar cada grupo de intervencion por separado, se encontré en el grupo placebo,
una actividad de CAT que disminuyé un 48,1% el DIA +5 comparado con el control
BASAL (P<0,05) (Figura 10B(i)), disminucion que no se presentd en grupos carvedilol
(Figura 10B(ii)) y omega-3 (Figura 10B(iii)).
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Figura 10. Actividad de la enzima Catalasa (CAT) en eritrocito (k/ mg Hb). 10A.
Comparacion de la actividad de CAT entre los grupos Placebo, Carvedilol y
Omega-3. Se evalud la actividad de CAT durante control BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo
de quimioterapia (Andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y
seguido por test de comparaciones mdltiples de Dunn. Diferencias significativas con *P<0,05;
**P<0,01; n.s., sin diferencias significativas. Barras representan medianas y rango intercuartilico
superior.).
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Figura 10B. Evaluacién de la actividad de CAT en cada grupo por separado: (i)

Placebo, (ii) Carvedilol y (iii) Omega-3. Se evalu6 la actividad de CAT durante control
BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia (Andlisis estadistico fue realizado con el
test no paramétrico de Mann Whitney. Diferencias significativas con *P<0,05; n.s., sin diferencias
significativas. Cajas, mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95.).

V.2.3.1.3. Determinacién de la actividad de GSH-Px.

Se evallo también la actividad de la enzima Glutation Peroxidasa (GSH-Px)
en eritrocito. Al realizar el analisis comparativo entre los tres grupos de intervencion,
se encontrd en el DIA +5 una menor actividad enzimatica de GSH-Px en el grupo
placebo en comparacion al grupo omega-3 (P<0,05) (Figura 11A). Al evaluar a cada
grupo de intervencion por separado, se encontré en el grupo placebo, una
disminucién de un 28,1% de la actividad de GSH-Px en el DIA +5 comparado con su
control BASAL (P<0,05) (Figura 11B(i)), disminucion que no se presentd en los
grupos carvedilol (Figura 11B(ii)) y omega-3 (Figura 11B(iii)).
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Figura 11. Actividad de la enzima Glutation Peroxidasa (GSH-Px) en eritrocito
(U/ mg Hb). 11A. Comparacion de la actividad de GSH-Px entre los grupos
Placebo, Carvedilol y Omega-3. Se evalud la actividad de GSH-Px durante control BASAL,
DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia (Analisis estadistico fue realizado con el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis y seguido por test de comparaciones multiples de Dunn. Diferencias
significativas con *P<0,05; n.s., sin diferencias significativas. Barras representan medianas y rango
intercuartilico superior).
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Figura 11B. Evaluacion de la actividad de GSH-Px en cada grupo por separado:

(i) Placebo, (ii) Carvedilol y (iii) Omega-3. Se evalud la actividad de GSH-Px durante control
BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia (Analisis estadistico fue realizado con el
test no paramétrico de Mann Whitney. Diferencias significativas con *P<0,05; n.s., sin diferencias
significativas. Cajas, mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95).

V.2.3.2. Evaluacion de los mecanismos no enzimaticos de defensa antioxidante.
V.2.3.2.1. Determinacién de la Capacidad antioxidante del Plasma.

Se evalu6 la capacidad antioxidante del plasma mediante el FRAP (Ferric
Reducing Ability of Plasma), con parametro extracelular del status antioxidante en
caso de que fuera modificado por los tratamientos. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes grupos de intervencién durante ninguno

de los controles realizados (Figura 12).
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Figura 12. Determinacion de la Capacidad Antioxidante del Plasma, mediante el
“Ferric Reducing Ability of Plasma” (FRAP) en umoles Fe+2/L. Comparacion de
FRAP entre los grupos placebo, Carvedilol y Omega-3, durante control BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el
primer ciclo de quimioterapia (Andlisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis y seguido por test de comparaciones multiples de Dunn. n.s., sin diferencias significativas.
Barras representan medianas y rango intercuartilico superior).
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V.2.3.2.2. Determinacién de la Capacidad antioxidante intracelular del eritrocito.

Como una forma de evaluar la capacidad antioxidante intracelular se
determind en eritrocito la relacion entre Glutation reducido/Glutation Oxidado
(GSH/IGSSG), que corresponde al indice Thiolico. Al evaluar los grupos de
intervencién por separado, se encontré en el grupo placebo un incremento de un
50,6% de la relacion GSH/GSSG en el DIA+5 en comparacion a su control previo del
DIA +3 (p<0,05) (Figura 13B(i)). Por otra parte en los grupos carvedilol (Figura
13B(ii)) y omega-3 (Figura 13B(iii)), no se encontraron variaciones estadisticamente
significativas de la relacion GSH/GSSG en los diferentes controles. Finalmente, y
debido al ya comentado incremento de la relacion GSH/GSSG el DIA +5 en el grupo
placebo, al compararse con el grupo carvedilol y el grupo omega 3, el grupo placebo
presentd una mayor relacion GSH/GSSG que los otros dos grupos, diferencias que
fueron estadisticamente significativas (P<0,05 en ambos casos) (Figura 13A).
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Figura 13. Determinacion de la relacion GSH/GSSG (Indice Thiolico) en
eritrocito. 13A. Comparacién de la relacibn GSH/GSSG entre los grupos
Placebo, Carvedilol y Omega-3. Se evaluo la relacion GSH/GSSG durante control BASAL,
DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia (Andlisis estadistico fue realizado con el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis y seguido por test de comparaciones multiples de Dunn. Diferencias
significativas con *P<0,05; n.s., sin diferencias significativas. Barras representan medianas y rango
intercuartilico superior.).
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Figura 13B. Evaluacién de la relacion GSH/GSSG en cada grupo por separado:

(i) Placebo, (ii) Carvedilol y (iiil) Omega-3. Se evaluo la relacion GSH/GSSG durante control
BASAL, DIA+3 y DIA+5 en el primer ciclo de quimioterapia (Andlisis estadistico fue realizado con el
test no paramétrico de Mann Whitney. Diferencias significativas con *P<0,05; n.s., sin diferencias
significativas. Cajas, mediana y rango intercuartilico; bigotes, p5-p95).

V.2.4. Evaluacién del efecto de omega-3 y carvedilol sobre la Fraccion de
Eyeccién de Ventriculo Izquierdo evaluada mediante ecocardiografia, a
mediano plazo (a los 10-12 meses post-tratamientos con antraciclinas) (objetivo
especifico 4).

Se realizd un primer control ecocardiografico BASAL, previo al inicio de la
quimioterapia con antraciclinas y un segundo control entre los 10 a 12 meses
posterior al inicio del tratamiento, evaludndose parametros ecocardiograficos
clasicos. Los segundos controles en promedio se realizaron a los 10,15 meses en el
grupo placebo, a los 11,3 meses en el grupo carvedilol y a los 10,7 meses en el
grupo omega-3, y todos dentro del rango de tiempo de 10 a 12 meses.

Por otra parte, el segundo control sélo pudo ser realizado en 30 pacientes, debido a
que dos pacientes se trasladaron de ciudad y dos pacientes no tenian una adecuada
ventana ecocardiografica.

Ademas, si bien el método utilizado para la estimacién de la fraccion de
eyeccion de ventriculo izquierdo (FEVI), pudo variar de un paciente a otro, para el
analisis de los resultados de un determinado paciente, se utiliz6 un mismo método de
estimacion para su primer y segundo control. En el caso de que en un paciente se
pudiera realizar mas de método de estimacién de FEVI, se priorizo: 1° Simpson
Biplano, 2° Simpson 4 camaras y 3° Teichholz por modo M.

Inicialmente, al evaluar a la totalidad de los pacientes se encontr0 una

disminucién de un 7,48% de la FEVI en el control a los 10-12 meses, con respecto al
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control BASAL, lo que fue estadisticamente significativo (P<0,001) (Figura 14A). Por
otra parte, al evaluar los diferentes grupos de intervencibn por separado,
comparando el primer y segundo control, se encontré un descenso significativo en el
segundo control tanto en el grupo omega-3 como en el grupos placebo, aunque este

altimo con una diferencia de mayor magnitud (Figura 14B).

*k%
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Figura 14. Determinacion de Fraccién de Eyeccién de Ventriculo lzquierdo
(FEVI) en control BASAL y a los 10-12 meses post inicio de quimioterapia con

antraciclinas. 14A. Evaluacion de FEVI de la totalidad de los pacientes (Analisis
estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Mann Whitney. Diferencias significativas con
***P<(0,001. Cada linea representa un paciente en particular).
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14B. Evaluacion de FEVI en cada grupo por separado: (i) Placebo, (ii)

Carvedilol, (iii) Omega-3. (Analisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Mann
Whitney. Diferencias significativas con *P<0,05; ***P<0,001; n.s., sin diferencias significativas. Cada
linea representa un paciente en particular).
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Luego, al comparar los grupos de intervencion entre si, no se encontraron
diferencias significativas en la FEVI tanto en el control basal como en el control a los
10-12 meses (Figura 14C).
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Figura 14C. Comparacion de la FEVI entre los grupos Placebo, Carvedilol y

Omega-3 (Analisis estadistico fue realizado con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y seguido
por test de comparaciones multiples de Dunn. n.s., sin diferencias significativas. Barras representan
medianas y rango intercuartilico superior).

Debemos sefialar sin embargo, que si bien las diferencias no fueron
significativas entre los grupos, al comparar el grupo carvedilol con el grupo placebo,
se encontr6 un Pvalue de 0,08, que fue cercano al punto de corte. Por esto se
decidié realizar un andlisis de diferencia entre dos periodos de tiempo entre los
grupos, lo que permite aumentar la sensibilidad en la deteccién de diferencias entre
los grupos. Es por esto que se realizd un analisis considerando los valores
diferenciales (delta), entre el control a los 10-12 meses y el control BASAL de los
diferentes grupos de intervencion (Figura 14D). Fue asi, que se encontr6 un menor
delta de reduccion de la FEVI en el grupo carvedilol comparado con placebo (14D), lo
gue sugiere gue el grupo carvedilol previene parcialmente la caida de FEVI inducida
por doxorrubicina.

Al evaluar por grupo los pacientes que presentaron un descenso de la FEVI
>10%, encontramos que esta ocurrid en 5 pacientes del grupo placebo, en 3
pacientes del grupo omega-3 y en 1 paciente del grupo carvedilol. Ademas al

momento del control a los 10-12 meses post quimioterapia, todos los pacientes se
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encontraban asintomaticos, y ninguno present6 una FEVI <55%, con FEVI que fue en
promedio 64,91+3,7 (60-72).
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Figura 14D. Comparacioén del diferencial (A) de FEVI entre los grupos Placebo,
Carvedilol y Omega-3. Se realiz6 una comparacion de los valores diferenciales (A) del control
BASAL y a los 10-12 meses, entre los grupos Placebo, Carvedilol y Omega-3 (Analisis estadistico fue
realizado con el test paramétrico de ANOVA con andlisis post test de Bonferroni. Diferencias
significativas con *P<0,05; n.s., sin diferencias significativas. Barras de error representan el promedio
+ DE).
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VI. Discusién.

Esta tesis corresponde a un estudio clinico, aleatorizado, doble ciego,
controlado por placebo, que sustenta la hipétesis que un reforzamiento del sistema
de defensa antioxidante sistémico, disminuira la ocurrencia de cardiotoxicidad aguda
por antraciclinas en un grupo de pacientes con diagndstico de cancer de mama. Por
este motivo se expone el efecto provocado por las intervenciones sobre
biomarcadores de cardiotoxicidad aguda por antraciclinas, y en forma
complementaria se presenta también su efecto sobre biomarcadores sistémicos de
estrés oxidativo para evaluar el potencial efecto antioxidante de las intervenciones.
También se presenta el potencial efecto a un mediano plazo sobre la FEVI (control a

los 10-12 meses post-quimioterapia), que pudieran tener las intervenciones.

VI.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion del estudio y factores de riesgo
para el desarrollo de cardiotoxicidad por antraciclinas.

Las caracteristicas clinicas generales de las pacientes incluidas en nuestro
estudio son similares a lo sefialado por otros autores, en cuanto a que al momento
del diagndstico, muchas mujeres con cancer de mama presentan un mayor riesgo
cardiovascular debido a que frecuentemente presentan en forma concomitante otras
comorbilidades que incrementan dicho riesgo. Entre las comorbilidades que se
describen, se encuentran la hipertension arterial, diabetes mellitus y obesidad, los
cuales pueden afectar negativamente la sobrevida de las pacientes. (Jones LW et al.,
2007; Yancik R et al., 2001). A su vez, dentro de estos factores de riesgo algunos de
ellos ya han evidenciado directamente incrementar el riesgo de cardiotoxicidad por

antraciclinas, tales como la edad mayor de 65 afos, el sexo femenino, la hipertension
arterial y el antecedente de enfermedad cardiovascular previa (Von Hoff DD et al,

1979; Volkova M, Russell R 3" 2011). Es asi como al evaluar nuestra poblacién de
estudio encontramos hipertension arterial en un 30,55%, dislipidemia en un 22,22% y
tabaquismo cronico activo en un 41,67%, factores representan un mayor riesgo
potencial para el desarrollo de cardiotoxicidad por antraciclinas. Por el contrario, un
factor que no estaria influyendo en un mayor riesgo de cardiotoxicidad en nuestra

poblacion de estudio, estaria dado por la edad de las pacientes incluidas, la que fue
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en promedio de 50,26 afios (usualmente edad mayor a 65 aflos se considera de
mayor riesgo). Cabe destacar que la mayoria de los factores de riesgo, tienen en
comun la caracteristica de encontrarse asociadas a la ocurrencia de estrés oxidativo.

Por otra parte, con respecto el principal factor de riesgo dependiente de la
quimioterapia, es decir la dosis acumulativa de antraciclinas recibida, se ha
demostrado un incremento del riesgo que es proporcional a las dosis recibidas, y aun
para dosis menores de 300 mg/m? (Swain et al., 2003; Volkova M, Russell R 3",
2011), que es lo que ocurre en nuestra poblacion de estudio, donde las pacientes
recibieron una dosis acumulativa de 230,5+32,6 mg/m?, riesgo que se incrementaria

por los otros factores de riesgo previamente sefialados.

VI.2. Efectos de las intervenciones sobre los desenlaces.
VI.2.1. Efectos de las intervenciones en marcadores de cardiotoxicidad aguda,
VI.2.1.1. Variable de descenlace primario: NT-ProBNP

Nuestro estudio confirma hallazgos previamente descritos en la literatura,
entre los que se encuentran la ocurrencia de mayores niveles de NT-ProBNP en un
subgrupo de pacientes, entre las 24 y 36 hrs, que en nuestro caso coincide
temporalmente con nuestro registro del DIA+3, (Sandri et al, 2005). Por otra parte
este incremento seria de mayor intensidad en el primer ciclo de quimioterapia,
informacion que obtuvimos luego de la evaluacion parcial de nuestros resultados y
por lo cual nos concentramos en los efectos sobre el primer ciclo de quimioterapia.

Al evaluar el efecto de nuestras dos intervenciones, carvedilol y omega-3,
sobre el NT-ProBNP, que fue nuestra variable de desenlace primario de
cardiotoxicidad aguda, debemos sefialar nuestro estudio no encontré ningun efecto
sobre los niveles del NT-ProBNP en el dia +3 del primer ciclo de quimioterapia en
comparacion con el grupo placebo.

Asi, pese a que no se logro conseguir el efecto buscado con respecto a lograr
una reduccion de los niveles de NT-ProBNP en el DIA+3 del primer ciclo de
guimioterapia en los grupos intervenidos, debemos sefalar otros hallazgos

encontrados con respecto a nuestras variables de observacion secundaria.
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VI.2.1.2. Variables de descenlace secundario.
VI.2.1.2.1.Troponina Cardiaca T (cTnT).

Con respecto al biomarcador Troponina Cardiaca T (cTnT) sérica, ninguna de
las pacientes incluidas en el estudio presenté niveles superiores al limite inferior
detectable por la técnica (todas las pacientes con valores <0,01 ng/mL). Debemos
recordar que los valores de referencia considerados con valor diagndstico y
pronéstico son mayores o iguales a 0,01 ng/mL para injuria cardiaca. Por otra parte
el limite superior para individuos sanos es <0,01 ng/mL (no detectable por este
método) (Jaffe AS, 1999). Si bien algunos estudios habian evidenciado una eventual
utilidad de las determinaciones de troponinas cardiacas T (Lipshultz SE et al, 1997,
Auner HW et al, 2003), en nuestro estudio no se presentaron valores dentro del
rango detectable. Sin embargo, debemos considerar como limitante que no se utilizé

determinaciones de troponina altamente sensible.

VI.2.1.2.2. Marcadores Electrocardiograficos.

Se confirmé la ocurrencia de un incremento del intervalo QT corregido post-
quimioterapia, cuestion que si bien habia sido descrita por Nakamae en el DIA+3
(Nakamae et al, 2005), nuestro estudio encontré que este incremento seria de mayor
intensidad el DIA+1.

Con respecto al efecto de las intervenciones sobre el intervalo QT corregido
(QTc) y dispersion del QT corregido (QTDc), no se encontraron diferencias
significativas de las intervenciones con respecto al grupo placebo. Sin embargo, al
evaluar cada grupo de intervencion por separado, en el grupo carvedilol, no hubo un
incremento significativo el DIA+1 comparado con el control BASAL, a diferencia de lo

gue ocurrié en el grupo placebo y omega-3.

VI.2.2. Biomarcadores de estrés oxidativo.

Con respecto a las variable de observacién secundaria relacionadas con el
status redox, en término generales se encontraron efectos tanto el biomarcador de
dafio por estrés oxidativo (F2-isoprostanos), como asi también sobre algunos de los

biomarcadores de defensa antioxidante. Lo relevante de la temporalidad de los
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hallazgos, es que estos ocurren posterior al punto de maximo incremento del NT-
ProBNP (DIA+3), cuestion que seria concordante con el rol que en los Ultimos afios
se le ha dado al estrés oxidativo en la cardiotoxicidad por antraciclinas, es decir, no
como un evento iniciador del dafio, sino mas bien como un evento cascada abajo con
respecto al dafo inicial, teniendo como rol principal su efecto modulador de las
diferentes vias de dafio que llevan al desarrollo de cardiotoxicidad, entre las que se
encuentran desbalance de la homeostasis de calcio y apoptosis.

En relacion al efecto producido sobre el biomarcador de dafio por estrés
oxidativo (F2-isoprostanos), tanto el grupo carvedilol como el grupo omega-3
presentaron menores niveles de niveles de F-2 isoprostanos en plasma el DIA+5, en
comparacion al grupo placebo. Este efecto, se encuentra asociado ademas al hecho
de que en el grupo placebo se observo una caida de la actividad de las 3 enzimas
antioxidantes entre los dias 3-5 de tratamiento con antraciclinas, lo que fue prevenido
por las 2 intervenciones. Esto nos sefala que ambas intervenciones crearon un
efecto sistémico de menor vulnerabilidad frente al dafio oxidativo, lo que pudo ser
evaluado séricamente (F2-isoprostanos) y en eritrocitos (actividad de enzimas
antioxidantes). Probablemente, el mayor desafio oxidativo de las pacientes del grupo
placebo se constituyé en estimulo de un mecanismo adaptativo por la via del
aumento del indice tidlico (relacion GSH/GSSG) para mantener el balance redox, lo

gue no fue necesario en los grupos intervenidos.

VI.2.3. Control ecocardiogréafico a mediano plazo.

El principal parametro evaluado por su repercusion clinica fue la FEVI, la que
en su condicion basal pre-quimioterapia, no evidenciaba diferencias estadisticamente
significativas entre los 3 grupos

Al evaluar en su conjunto a los 3 grupos de intervencion, la FEVI a los 10-12
meses evidencido una disminucion de un 7,48%, lo que fue estadisticamente
significativo. Por otra parte, al evaluar cada grupo por separado, la reduccién de la
FEVI también se observa en los grupos placebo y omega-3, pero sin embargo

destaca no encontrarse en el grupo carvedilol.
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Al comparar a los 3 grupos de intervencién con respecto a la FEVI a los 10-12
meses, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. Sin embargo, al comparar los grupos segun sus deltas de FEVI a los 10-12
meses con respecto al control basal, se encontr6 que la delta del grupo con
carvedilol es significativamente de menor magnitud que el delta grupo placebo
(P=0,0089).

Con respecto al omega-3, si bien no hubieron diferencias estadisticamente
significativas con placebo, se observo también una tendencia no significativa al
evaluar los delta de FEVI (p=0,0892).

Tenemos asi que el grupo carvedilol tendria un menor deterioro de la Funcién
Sistdlica de ventriculo Izquierdo, lo que ofreceria un importante beneficio en el
mediano a largo plazo de los pacientes, debido a la relevancia prondstica que tiene la
FEVI en la morbi-mortalidad de los pacientes a largo plazo. Este resultado es
también concordante con los hallazgos encontrados con Kalay et al, 2005, quién
encontré un menor deterioro de la FEVI en grupos intevenidos preventivamente con

carvedilol en etapas precoces de la quimioterapia.

VI.2.4. Comentario general de las variables de descenlace evaluadas.

Si bien las intervenciones con omega-3 y carvedilol no lograron reducir el
incremento del marcador de dafio NT-ProBNP, y asi potencialmente brindar
proteccién contra la cardiotoxicidad aguda durante el primer ciclo de quiomioterapia
con antraciclinas, si lograron provocar una reduccion de la injuria oxidativa, una
menor vulnerabilidad de las enzimas antioxidantes frente al dafio oxidativo y en el
caso del carvedilol, potencialmente una menor reduccion de FEVI a los 10-12 meses.

Finalmente, debemos decir que si bien las intervenciones no lograron prevenir
la cardiotoxicidad aguda en forma directa, el hecho de reducir los efectos de un
evento intermedio en el mecanismo de dafio miocardico por antraciclinas, como es el
estrés oxidativo, potencialmente podria brindar eventuales beneficios en etapas mas
tardias del desarrollo de la cardiotoxicidad por antraciclinas (subaguda y/o crénica),
lo que habria sido en parte corroborado por el efecto del grupo carvedilol sobre FEVI,

y por lo cual sera relevante mantener un seguimiento de las pacientes incluidas en el
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actual estudio. Esto es de suma relevancia, porque si bien el NT-ProBNP pudiera
ser un util biomarcador predictor a mediano y largo plazo de riesgo cardiotoxicidad
(Sandri et al, 2005), indudablemente que la determinacion de la FEVI a los 10-12
meses representa una mayor relevancia en cuanto a precisar mejor el prondstico a

largo plazo.

VI.3. Comparacion de nuestros resultados con otros estudios.
VI.3.1. Estudios con intervenciones farmacoldgicas en cardiotoxicidad aguda.
Al comparar nuestros resultados con datos de la literatura, en general salvo el
estudio de Nakamae et al, 2005, quién intento determinar el efecto protector del
Valsartan, no existen otros estudios en pacientes en que se haya evaluado el efecto
de intervenciones farmacoldgicas especificamente sobre la cardiotoxicidad aguda.
En relacion al estudio realizado por Nakamae, cuando se compara el
comportamiento que tuvieron los niveles de BNP en el grupo placebo de dicho
estudio con los niveles de NT-proBNP de nuestro estudio, se aprecia que la magnitud
del incremento presentado durante el primer ciclo de quimioterapia fue similar en
ambos estudios a las 48 hrs, siendo en ambos casos una elevacion de
aproximadamente 4 veces en relacion al valor basal. Sin embargo, a diferencia de lo
qgue ocurrié6 con Nakamae, quién encontré una menor elevacion de los niveles de
BNP en el grupos que recibié su intervencion con Valsartan, nosotros no
encontramos diferencias significativas con nuestras intervenciones. Ademas, con
respecto a otros marcadores de dafio, nuestro estudio solo encontré el hallazgo
electrocardiografico de incremento del intervalo QTc, pero sin obtener un efecto en

este con las intervenciones (Nakamae et al, 2005).

VI.3.2. Estudios previos con las mismas intervenciones y su efecto en
biomarcadores de estrés oxidativo.

Con respecto a otros estudios que se relacionen con los resultados obtenidos,
debemos sefialar en lo que respecta a los potenciales efectos antioxidantes del
carvedilol, se ha determinado que el uso de este tratamiento produciria un efecto

antioxidante, provocando un incremento en la capacidad antioxidante del plasma a
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las 8 semanas en pacientes con hipertension esencial (Zepeda RJ et al, 2012). Asi,
por una parte este hecho apoyaria el potencial efecto antioxidante del carvedilol, pero
por otra parte nos explicaria el porqué de la ausencia de un efecto en nuestra
determinacién de la capacidad antioxidante del plasma en los pacientes con
carvedilol, ya que podria deberse a que nuestras determinaciones fueron por una
parte mucho mas precoces y por otra parte a los efectos sobre el status redox de las

antraciclinas.

VI.3.3. Estudios previos en cardiotoxicidad por antraciclinas con uso de BNP o
NT-ProBNP.

Al comparar nuestro estudio, con otros que han realizado evaluaciones
seriadas del NT-ProBNP, debemos sefalar que ademas del estudio de Nakamae, el
resto de estudios han sido realizados exclusivamente para evaluar el valor pronostico
de biomarcadores, pero en ningun caso evaluando intervenciones. Es asi como
dentro de los ultimos estudios realizados destaca Cil T et al, quién encontré un
incremento del NT-ProBNP en aquellos pacientes que posteriormente presentaron un
deterioro en la funcion sistélica del ventriculo izquierdo. Sin embargo, las
determinaciones con NT-ProBNP en dicho estudio fueron solo con controles basales
y al término de la Quimioterapia (Cil T et al, 2009).

Finalmente otro de los pocos estudios que ha evaluado en forma seriada el
comportamiento evolutivo los niveles del NT ProBNP y su rol pronostico asociado,
fue el realizado por Romano et al., donde se realizaron determinaciones seriadas de
NT-ProBNP y Troponina | en pacientes que recibieron dosis no elevadas de
antraciclinas. Se realizaron determinaciones antes y después de 24 hrs de cada ciclo
de quimioterapia, con evaluaciones ecocardiograficas seriadas basales, 3, 6 y 12
meses de seguimiento. En este caso se determind que aquellos pacientes con
elevaciones persistentes en el tiempo de NT-ProBNP, presentaron un mayor riesgo
de cardiotoxicidad durante el periodo de seguimiento, resultados que fueron
concordantes con los resultados ya comentados de Sandri et al (Romano et al, 2011,
Sandri et al 2005). Por otra parte, debemos sefialar que un aspecto de nuestro
estudio que fue concordante con el estudio realizado por Romano et al, fue que al
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evaluar la Troponina |, esta tampoco fue relevante como marcador de
cardiotoxicidad, lo que es concordante con la nula elevacién de esta en nuestro
estudio. En relacion a la elevacion de troponina I, una explicacion que se ha dado al
respecto, estaria dada porque la cardiotoxicidad por antraciclinas produciria una
“disrupcion sarcomérica” lo que se asociaria a un incremento de los niveles de BNP,
incluso en ausencia de muerte celular (valores de troponina | normal) (Sawyer DB et
al, 2010).

VI.3.4. Estudios previos con otras intervenciones preventivas de
cardiotoxicidad por antraciclinas y rol del estrés oxidativo.

Con respecto a otras intervenciones preventivas que han sido estudiadas,
recientemente un meta-analisis evalué el rol cardioprotector de diferentes
tratamientos preventivos de cardiotoxicidad por antraciclinas (Kalam K and Marwick
TH, 2013). En este caso si bien los tratamientos preventivos fueron evaluados en
relacion a la cardiotoxicidad de tipo crénica y subaguda (a diferencia de la
cardiotoxicidad aguda evaluada en el actual estudio), se indicé que los tratamientos
con dexrazoxane, betabloqueadores, estatinas o IECA/ARAII parecen tener una
eficacia similar para la reduccion de la cardiotoxicidad (Kalam K and Marwick TH,
2013). Es asi como, mas alld de los recientes hallazgos en relacion a los
mecanismos fisiopatoldgicos de generacion del dafio por antraciclinas, acerca de la
importancia en los efectos sobre la TOP2A en el corazén (Zhang S et al, 2012,
Sawyer DB, 2013), desde el punto de vista de las intervenciones realizadas, persiste
igualmente el rol del estrés oxidativo como blanco terapéutico (Vincent DT et al,
2013). Es asi como vemos que betabloqueadores como el carvedilol, estatinas,
IECA/ARA 1l y el dexrazoxane, tienen en comun el producir un potencial efecto
antioxidante, y aunque si bien recientemente se ha planteado que el principal efecto
terapéutico del dexrazoxane seria dado por su accion sobre la TOP2B en el corazon,
al menos desde el punto de vista clinico, esta no ha probado ser superior a las otras
intervenciones preventivas ya sefaladas con potenciales efectos antioxidantes
(Kalam K and Marwick TH, 2013).
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Esta situacion podria ser explicada en parte porque si bien los nuevos
hallazgos fisiopatologicos acerca de la relevancia que tendrian los efectos de las
antraciclinas sobre TOP2 han llevado a una menor relevancia del ciclo redox de las
antraciclinas (Zhang S et al, 2012; Sawyer DB, 2013) como evento inicial dentro de la
generacion de los mecanismos de cardiotoxidad. En los eventos posteriores y que
estan asociados principalmente disfuncién mitocondrial, se mantendria dentro de los
mecanismos la generacion de estrés oxidativo y activacion de otra serie de vias que
podrian a llevar a apoptosis, autofagia y necrosis (Mazevet M et al, 2013). Por lo
tanto, si bien el estrés oxidativo pudiera haber pasado a segundo plano como
potencial “evento inicial” en la generacién de la cardiotoxicidad por antraciclinas, aun
persistiria con un importante rol en relacibn a representar un potencial blanco
terapéutico de intervenciones preventivas (Vincent DT et al, 2013), tal como la
desarrollada por nuestro estudio.

Por otra parte, algo que ha reforzado mas aun el rol que tendria el estrés
oxidativo, es que recientemente se ha descrito la participacion que podrian tener
algunas fuentes de EROS como la NADPH oxidasa, cuya activacion de una de sus
subunidades por las antraciclinas seria fundamental en el desarrollo de la
cardiotoxidad y podria representar un eventual nuevo blanco terapéutico relacionado

con estrés oxidativo (Ma J et al, 2013).

Ademas si bien futuras intervenciones a nivel de TOP2B en el corazon o a
nivel activacion de vias de sefializacion de neuregulinas parecen como promisorias
intervenciones, por el momento solo contamos con estudios in vitro 0 en modelos
animales, por lo que pasard un tiempo no despreciable hasta que dichas
intervenciones sean correctamente evaluadas para poder utilizarse en nuestros
pacientes, tiempo que lamentablemente nuestros pacientes no tienen, por lo que
intervenciones que ya han demostrado un eventual efecto terapéutico debieran

evaluarse en forma mas rigurosa ofreciendo una alternativa a mas corto plazo.
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VI.3.5. Estudios previos realizados con Betabloqueadores para prevencién de
cardiotoxicidad por antraciclinas.

Como ya sefialamos en nuestro estudio, dentro de las estrategias preventivas
de cardiotoxicidad mediante el reforzamiento del sistema antioxidante, se utilizo el
carvedilol, un betabloqueador que particularmente tendria propiedades antioxidantes,
y que habria sido utilizado previamente con efectos favorables

En particular con el carvedilol, el objetivo de nuestro estudio era el evaluar por
primera vez el efecto de prevencion en la cardiotoxicidad aguda, evaluada mediante
el control de biomarcadores de dafo, y evaluar si un eventual efecto protector se
asociaria a la modulacion de pardmetros de estrés oxidativo. Es asi como en nuestro
caso, si bien no se consiguié reducir los niveles de NT-ProBNP en el DIA+3 post
guimioterapia en comparacion al grupo placebo, si se obtuvo efecto sobre variables
secundarias relacionadas al estrés oxidativo, al reducirse la injuria por F2-
isoprostanos (DIA+5) y tener un mayor actividad de las enzimas antioxidantes (entre
DIA +3 y DIA+5). Estos ultimos efectos, considerando el hecho que el estrés
oxidativo podria modular diversos mecanismos de dafio asociados a cardiotoxicidad,
pudieran correlacionarse con el resultado favorable de otros estudios que han dado
cuenta del efecto preventivo de los betablogueadores sobre el desarrollo de
cardiotoxicidad a mas largo plazo.

Por otra parte, con respecto a la evidencia que existe en relacion al rol del uso
de betablogueadores, podemos sefialar que se han realizado 3 estudios que han
evaluado el uso de B-bloqueadores para prevenir la cardiotoxicidad por antraciclinas.
Kalay et al, evaluo la cardiotoxicidad temprana en 50 pacientes asignados al azar
para recibir carvedilol o placebo, mientras se sometian a quimioterapia con
antraciclinas. Es asi como la fraccion de eyeccion y las dimensiones del ventriculo
izquierdo no cambiaron en el grupo carvedilol, mientras que en el grupo placebo la
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo disminuyo (p< 0,001) y las dimensiones
del VI aumentaron significativamente durante un periodo de 6 meses (Kalay et al,
2006). Georgakopoulos et al., en tanto llevé a cabo un estudio abierto, donde se
randomizaron 147 pacientes sometidos a quimioterapia con antraciclina para recibir

metoprolol, enalapril o placebo durante 1 afio. Ellos encontraron que, aunque la
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incidencia de insuficiencia cardiaca sintomatica era menor en los pacientes tratados
con metoprolol o enalapril, la diferencia no alcanzé significacién clinica. Por otra
parte, no hubo diferencias en los parametros ecocardiograficos de la funcion del
ventriculo izquierdo entre los 3 grupos (Georgakopoulos P et al, 2010). Otro pequefio
estudio recientemente realizado evaluo los efectos de nebivolol en 45 pacientes con
cancer de mama, encontrando que la fraccion de eyeccion y las dimensiones del VI

no cambiaron después de 6 meses en el grupo de nebivolol, pero fueron peores en
los pacientes tratados con placebo (p<0,01) (Kaya MG et al., 2013). Ademas, en el

grupo de nebivolol los niveles de NT-ProBNP se mantuvieron sin cambios a los 6
meses comparados con el basal, pero se incrementaron de manera significativa en el
grupo placebo (p<0.01) (Kaya MG et al., 2013). Si bien estos resultados son
alentadores, aun no esta claro si el uso profilactico de B-bloqueadores reduce la
incidencia de insuficiencia cardiaca sintomatica en pacientes sometidos a
quimioterapia basada en antraciclinas. Por otra parte, el efecto dispar de los [3-
blogueadores en las dimensiones del VI en los mencionados estudios (Kalay et al,
2006; Georgakopoulos P et al, 2010; Kaya MG et al.,, 2013), aumenta la
preocupacion de que no todos los B -bloqueantes son igualmente eficaz en la
reduccion de la cardiotoxicidad por antraciclinas.

Con respecto especificamente al carvedilol, antagonista adrenérgico  no
selectivo y a1, con propiedades antioxidantes, ademas del estudio ya sefialado
realizado por Kalay (Kalay et al., 2006), existe cierto grado de evidencia en estudios
in vitro e in vivo, que también han evidenciado un potencial efecto en la reduccion de
la cardiotoxicidad por antraciclinas. El carvedilol protege a las células miocéardicas
contra la toxicidad de la doxorrubicina al reducir el estrés oxidativo y la apoptosis
(Spallarossa P et al, 2004; Arozal W et al, 2010). En este sentido, se sefala que la
actividad antioxidante del carvedilol, en lugar de su accién B-bloqueante, pareceria
ser responsable de sus efectos cardioprotectores. Es asi como un estudio que
comparo el carvedilol con el atenolol (un antagonista selectivo 1 sin propiedades
antioxidantes), mostr6 que el carvedilol, pero no atenolol, previno el dafio
mitocondrial y redujo los cambios histopatolégicos asociados con la cardiotoxicidad

por doxorrubicina (Oliveira PJ et al, 2004). Ademas, en algunas células tumorales, el
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carvedilol aumentaria la citotoxicidad de la doxorrubicina por revertir la resistencia a
multiples farmacos del tumor a través de la inhibicion de la proteina de eflujo, p—
glycoprotein (Jonsson O et al, 1999). Por lo tanto, el carvedilol puede ser
particularmente atractivo como un agente cardioprotector, ya que no parece afectar
la actividad antineoplasica de las antraciclinas, sino por el contrario hasta podria
favorecerla.

Debemos sefialar ademas, que se han establecido nuevas estrategias
preventivas, intentando utilizar los betabloqueadores, pero esta vez asociados a
otros farmacos con objetivo de obtener un mayor efecto preventivo. Es asi, como se
realiz6 el OVERCOME Trial (preventiOn of left Ventricular dysfunction with Enalapril
and carvedilol in patients submitted to intensive ChemOtherapy for the treatment of
Malignant hEmopathies), un ensayo clinico piloto, randomizado que evalu6é un
tratamiento combinado de enalapril y carvedilol, y que logré prevenir la reduccion de
la Fraccion de Eyeccidén de Ventriculo lzquierdo en pacientes hemato-oncoldgicos
gue habian recibido quimioterapia intensiva, por lo que representé una alentadora
estrategia que debera ser confirmada con ensayos clinicos mas grandes (Bosch X et
al, 2013).

Debemos destacar ademas en relacion al uso de betabloqueadores, de que
recientemente se realiz6 un estudio observacional que evalu6é en retrospectiva la
incidencia de nuevas insuficiencias cardiacas sintomaticas en pacientes con cancer
de mama que habian recibido tratamiento con antraciclinas, trastuzumab o ambos, y
compararon aquellos pacientes que habian utlizado en forma continua
betabloqueadores durante el tratamiento del cancer de aquello que no. Es asi como
en este articulo reforzé el apoyo a la hipétesis de que el uso de betablogueadores

profilacticos puede ser cardioprotector en pacientes que recibieron trastuzumab,
antraciclinas, o ambos (Seicean S et al., 2013).

Con lo ya expuesto, la evidencia clinica pareciera avalar el efecto del
carvedilol en cuanto a su rol cardioprotector, sin embargo nuestros resultados
aportan el hecho de que potencialmente cortas intervenciones (de 14 dias), una
semana antes y otra después de sélo el primer ciclo de quimioterapia, ya podria

ofrecer un potencial efecto protector a un mediano plazo. Ademas nuestro estudio,
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seria el primero evaluar el efecto del carvedilol sobre biomarcadores sistémicos de

estrés oxidativo, en paciente que reciben quimioterapia con antraciclinas.

VI.3.6. Estudios previos realizados con omega-3 para prevencion de
cardiotoxicidad por antraciclinas y prevencién cardiovascular general.

En este momento no existen estudios previos que hayan utilizado omega 3,
especificamente como estrategia preventiva para la cardiotoxicidad por antraciclinas.
Como ya sefialamos, al evaluar los efectos del omega-3 sobre nuestra variable de
observacion primaria, si bien no se encontr6 una disminucién estadisticamente
significativa de los niveles del NT-ProBNP en el DIA+3, y pese a que pareciera existir
una tendencia hacia su reduccion, si se encontré una reduccion de biomarcador de
dafio oxidativo (F2-isoprostanos el DIA+5), y ademas una mayor actividad de las
enzimas antioxidantes en comparacion al grupo placebo (entre DIA+3 y DIA+5). Esto
altimo, y debido al rol del estrés oxidativo como modulador de los mecanismos de
dafio, podria eventualmente ofrecer un potencial beneficio preventivo sobre la
cardiotoxicidad a largo plazo.

Debemos sefialar que en modelos animales se determin6 que los omega-3 no
incrementaban la cardiotoxicidad por antraciclinas (Germain E et al, 2003), lo que se
contrapuso eso si, a un estudio reciente de Carbone et al., en que los omega 3
fallaron en prevenir cardiotoxicidad, y aln mas podrian exacerbar la cardiotoxicidad
por antraciclinas (Carbone et al, 2012). Este hecho podria estar explicado porque el
estudio se realiz6 en un modelo ovino, lo que significa un metabolismo de los acidos
grasos totalmente diferente al de un hombre, por tratarse de un modelo animal
herbivoro.

En forma general, del punto de vista cardiovascular, acerca de los omega 3,
debemos sefalar que inicialmente estudios experimentales y epidemiolégicos
sugirieron el beneficio de los omega-3 en insuficiencia cardiaca (Mozaffarian D et al,
2005; Duda MK et al, 2009). Y los mecanismos por los que los omega-3 pueden
prevenir la insuficiencia cardiaca, podrian ser por sus efectos antiinflamatorios, sobre
el perfil lipidico (Harris WS, 1997(a); Harris WS, 1997(b)), sobre la presion arterial
(Geleijnse JM et al, 2002), o bien sobre la funcién miocardica (Pepe S et al, 1999;
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McMillin JB et al, 1992). Interesantemente se habria reportado también, que los
omega-3 afectarian marcadores inflamatorios y los niveles del NT-ProBNP en
pacientes con insuficiencia cardiaca (Zhao YT et al, 2009).

Es por esto que dado los potenciales efectos de proteccion cardiovascular,
de los omega-3, se planted que podrian prevenir la cardiotoxicidad por antraciclinas.
En este sentido, se realizd6 un estudio en ratas donde se evalu6 el efecto de los
omega-3 en la funcion e histoldgica cardiaca en un modelo de insuficiencia cardiaca
por antraciclinas. Fue asi que la dieta con suplementacion de omega-3 atenua la
disfuncién cardiaca inducida por antraciclinas, proponiendo que esto podria estar
asociado con una recuperacion mas precoz del desbalance de citoquinas provocado
por las antraciclinas (Teng LL et al., 2010).

En cuanto a la seguridad del uso de omega-3 en pacientes con cancer de
mama en quimioterapia por antraciclinas, esto fue evaluado en un estudio Fase II,
donde se utilizaba DHA para mejorar la sensibilidad a la quimioterapia. Es asi, como
en este estudio no se encontraron mayores efectos adversos secundarios, tales
como cardiotoxicidad posterior a la quimioterapia (Bougnoux P et al, 2009).

Finalmente, debemos decir, que los omega-3 también pueden ejercer un
efecto como antioxidantes indirectos (Rodrigo 2013, Clin Sci) ya que al inducir un
estrés oxidativo de baja intensidad pueden activar la expresion de enzimas
antioxidante por la via del factor transcripcional Nrf2. Esto podria explicar que las
enzimas antioxidantes lograron recuperar sus niveles durante el tratamiento con

antraciclinas en el grupo de pacientes tratadas con omega-3 en el presente estudio.

VI.4. Potenciales limitaciones del estudio.
VI.4.1. Potenciales limitaciones de la determinacion del NT-ProBNP vy
biomarcadores de estrés oxidativo.

Un aspecto a sefalar es que si bien el NT-ProBNP podria verse alterado
segun el estado hemodindmico del paciente, en relacibn a su balance hidrico,
debemos sefialar que todas las pacientes durante el dia de quimioterapia reciben por
protocolo igual aporte de volumen endovenoso y con la misma duracion de tiempo de

la infusion, lo que sumado a que nuestras determinaciones ocurren a las 48 posterior
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a la quimioterapia, no pareciera ser un factor relevante en este caso. Ademas de los
numerosos estudios realizados con NT-ProBNP en pacientes con quimioterapia, no
se han descrito mayores sesgos en relacion a la determinacion del NT-ProBNP vy el
estado de volemizaciéon del paciente (Nakamae H et al., 2005; Cardinale D et al.,
2002; Sandri M et al, 2005), sino que mas bien en relacion a los efectos de una
eventual disminucion de la volemia por un hiperémesis de los pacientes, lo que
pudiera producir algunos sesgos en las determinaciones ecocardiograficas
bidimensionales al evaluar la Fraccién de Eyeccion de Ventriculo Izquierdo (Lotrionte
M et al, 2013).

En lo que respecta a potenciales sesgos relacionados a la evaluacion de
biomarcadores de estrés oxidativo, debemos sefialar que las pacientes con cancer, y
en particular con cancer de mama, presentan una desbalance del status redox en
forma basal, debido al incremento del estrés oxidativo causado por la acelerada
proliferacion celular, la constante estimulacion de vias promotoras del crecimiento y
por alteraciones de la actividad metabdlica (Woolston CM et al, 2012), lo que mas
gue ser un hecho confundente, debiera ser considerado como un factor de riesgo
mas que al contribuir a la magnitud de la injuria oxidativa, contribuiria al mayor riesgo

de desarrollo de cardiotoxicidad por antraciclinas.

VI.4.2. Limitaciones del estudio en la evaluacion ecocardiografica.

Con respecto a los controles imagenolégicos, debemos decir de que si bien en
el ultimo tiempo se ha ido extendiendo la tendencia a la realizacion de estudios
clinicos que evaltan la utilidad con resonancia nuclear magnética para el control de
la cardiotoxicidad por antraciclinas (Vasu S and Hundley WG., 2013), los controles
ecocardiograficos siguen siendo realizados por algunos estudios clinicos como el
nuestro, en contexto de las ventajas que presenta el método en cuanto a su uso mas
generalizado, bajo costo y sin necesidad de ningun tipo de medio de contraste
(Lotrionte M et al, 2013). Y como ya fue sefialado previamente, en nuestro estudio se
logro evidenciar los efectos sobre la FEVI de una de nuestras intervenciones.

Pese a esto, debemos sefalar que debido a las intervenciones quirdrgicas

previas de las pacientes, que en ocasiones comprometia la mama izquierda,
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asociado al sobrepeso de nuestras pacientes, provoco que en cuatro pacientes no se
contara con una adecuada ventana ecocardiografica. Ademas, la ecocardiografia al
ser un examen operador dependiente pudiera tener variaciones interobservadores
asociadas, lo que se trato de reducir concentrando la totalidad de las ecografias en
sélo tres ecocardiografistas. Por otra parte, en términos de andlisis individual de los
pacientes se consideraron variaciones en la FEVI mayores o iguales al 10%, para
considerar un descenso como significativo, valor que seria adecuado en
ecocardiografia bidimensional, lo que es avalado por los Ultimos consensos

r "

realizados por la “Sociedad Americana de Ecocardiografia” (American Society of
Echocardiography) y la “Asociacion Europea de Imagenes Cardiovasculares”
(European Association of Cardiovascular Imaging), los que han incluido como uno de
los criterios para definir cardiotoxicidad en pacientes asintométicos un descenso
mayor o igual a 10% (Plana et al, 2014).

Debemos sefialar ademas que en la actualidad, las determinaciones
ecocardiograficas clasicas pudiendo optimizar su sensibilidad con las nuevas
técnicas ecocardiograficas de speckle tracking para la determinacion del strain rate,
técnicas que actualmente estan siendo validadas para la pesquisa temprana de
anormalidades cardiovasculares aun con dosis bajas a moderadas de antraciclinas

(Drafts BC et al, 2013).
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VII. Conclusiones.

En esta tesis se presentaron los resultados correspondientes a un estudio
clinico, aleatorizado, doble ciego, controlado por placebo, que sustent6 la hipoétesis
que un reforzamiento del sistema de defensa antioxidante sistémico, disminuira la
ocurrencia de cardiotoxicidad aguda por antraciclinas en un grupo de pacientes con
diagnéstico de cancer de mama.

Del punto de vista de la caracterizacion de biomarcadores de estrés oxidativo
en el grupo placebo, se encontré post-quimioterpia una reduccién del sistema
enzimatico de defensa antioxidante en eritrocito, y posteriormente con lo que pudiera
estar en contexto a una respuesta compensatoria, se encontré un incremento del
indice thiolico.

Al evaluar el efecto de las intervenciones, fue que se encontré una reduccién
de la injuria sistémica por estrés oxidativo (niveles de F-2 isoprostanos) comparado
con placebo, lo que estuvo asociado a un mejor funcionamiento del sistema
enzimatico de defensa antioxidante en eritrocitos, lo que fue mas marcado en el
grupo omega-3. Sin embargo, en lo que respecta a los marcadores de
cardiotoxicidad aguda (incluyendo la variable de observacion primaria NT-ProBNP),
no se encontraron reducciones significativas con las intervenciones utilizadas.

Pese a esto, debemos destacar el potencial efecto a un mediano plazo sobre
la FEVI (control a los 10-12 meses post-quimioterapia), que pudieran tener el
carvedilol. Esto porque el echo de encontrar en el grupo carvedilol un menor delta de
reduccion de la fraccién de eyeccién comparado al grupo placebo, asociado a un
menor niumero de pacientes con deterioros >10% de la FEVI, podria representar un
potencial terapéutico a desarrollar a futuro. Otro aspecto relevante, es que se permite
plantear que seria posible conseguir un beneficio en el mediano plazo sélo con
cortas intervenciones con carvedilol durante el primer ciclo de quimioterapia, por la
relevancia que esto pudiera tener en términos de costos y de facilidad de

implementacion en la practica clinica.
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En suma, podemos decir que existiria alguna evidencia de la ocurrencia de la
alteracion del balance redox con el uso de antraciclinas, y que estas alteraciones
podrian verse reducidas por el efecto de las intervenciones con omega-3 y carvedilol.
Sin  embargo, resulta dificil correlacionar los efectos provocados en los
biomarcadores de estrés oxidativo con los efectos sobre biomarcadores de
cardiotoxicidad aguda. Pese a esto, el carvedilol representaria una potencial
intervencion con probables efectos favorables a mediano plazo en la funcion
ventricular, lo que pudiera también estar explicado por otros mecanismos no

relacionados con el estrés oxidativo sistémico.
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PROYECTO: REDUCCION DE LA CARDIOTOXICIDAD AGUDA POR
ANTRACICLINAS MEDIANTE LA DISMINUCION DE LA
INJURIA OXIDATIVA EN PACIENTES CON CANCER DE
MAMA

INVESTIGADOR RESPONSABLE: DR. RODRIGO CARRASCO L.

INSTITUCION: PROYECTO DE TESIS PROGRAMA DE DOCTORADO EN
CIENCIAS MEDICAS, ESCUELA DE POSTGRADO,
FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE CHILE

Con fecha 18 de enero 2011, el proyecto ha sido analizado a la luz de los
postulados de la Declaracion de Helsinki, de la Guia Internacional de Etica para
la Investigacion Biomédica que involucra sujetos humanos CIOMS 1992, y de
las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de la informacion proporcionada en el texto del proyecto el
Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, estima que el estudio propuesto esta bien
justificado y que no significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos,
psiquicos o sociales mayores que minimos.

Este comité también analizd y aprobd el correspondiente documento de
Consentimiento Informado en su version modificada con fecha 17 de enero de
2011. Se adjunta aprobacion de los siguientes documentos: Consentimiento
Informado.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética

para la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del
protocolo.
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G2
UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Consentimiento informado.

Usted esta siendo invitada a participar en un estudio de investigacion titulado
“Reduccion de la Cardiotoxicidad Aguda por Antraciclinas mediante la disminucion
de la injuria oxidativa en pacientes con Cancer de mama”.

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de 2 tratamientos que podrian
prevenir el dafio cardiaco producido principalmente por la doxorrubicina,
medicamento que se utiliza frecuentemente como quimioterapia en el tratamiento de
diferentes tipos de cancer. El tratamiento con doxorrubicina, forma parte esencial de
su tratamiento para el cancer de mama, su efectividad no se ha logrado superar con
los nuevos tratamientos en desarrollados contra el cancer, por lo tanto, se mantiene
como la primera alternativa para esta enfermedad y su uso es habitual, sin embargo,
entre sus principales efectos adversos encontramos el dafio que puede provocar al
corazdén que podria afectar de manera poco frecuente a los pacientes en un 18%.

El probable dafio al corazén consiste en provocar una enfermedad llamada
insuficiencia cardiaca, que en el caso de desarrollarla podria afectar en un futuro su
capacidad de realizar normalmente sus actividades de la vida diaria. La doxorrubicina
dafa los tejidos y el corazdn a través de sus radicales libres, una forma de bloquear
este dafio es con sustancias que neutralicen los efectos de los radicales en los
tejidos, llamados antioxidantes.

Este estudio propone la aplicacion de dos tratamientos que buscarian aumentar las
defensas del organismo, reforzando el sistema antioxidante para asi proteger al
corazon del probable dafio que podria provocar la doxorrubicina.

El primer tratamiento consistiria en el aporte de acidos grasos omega 3, esenciales
para el desarrollo y normal funcionamiento del organismo, los que deben ser
adquiridos a través de la dieta, principalmente con el consumo de pescado.
Diferentes estudios indican que el consumo de omega-3 a través del pescado o
aceite de pescado se asocia a una disminucion de la mortalidad por enfermedades al
corazén, y se ha demostrado que esto seria beneficioso para reducir el dafio al
corazén provocado por radicales libres.

El segundo tratamiento tiene que ver con en el uso de carvedilol, medicamento
utiizado en forma frecuente para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca,
hipertension arterial e infarto agudo al miocardio. El carvedilol tiene una potente
propiedad antioxidante, lo que evitaria la toxicidad causada por la doxorrubicina.
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El mecanismo por el que la doxorrubicina dafia el corazon, es diferente de su
mecanismo antineoplasico, por lo que el hecho de utilizar los tratamientos propuestos
para prevenir el dafio al corazén no interferira con el efecto de la quimioterapia en su
cancer. Ademas tanto el carvedilol como el omega-3, ya han sido utilizados en
personas que como usted, presentaban cancer de mama y estaban siendo tratadas
con doxorrubicina sin encontrar alteracion en el efecto quimioterapico.

Con este tratamiento se podria evitar que se produzcan alteraciones en su corazon,
lo que en un largo plazo podria disminuir su capacidad de hacer labores diarias.

El objetivo de este estudio es evaluar el uso de omega 3 y carvedilol, para disminuir
el dafio sobre la funcién de su corazon provocada por la doxorrubicina. El estudio se
realizara en el Hospital del Salvador y la Fundacion Arturo Lopez Pérez, con
pacientes que sean controlados entre los afios 2010 al 2015.

El presente estudio incluird a un total de 36 pacientes de sexo femenino entre 18 y
75 afios, con diagndstico reciente de cancer de mama y sin tratamiento previo con
quimioterapia, que tengan indicacién de tratamiento de quimioterapia con uso de
doxorrubicina.

Se excluiran del estudio pacientes que se encuentren embarazadas, o con lactancia,
ademas aquellas que presenten alguna enfermedad cardiovascular tales como
Insuficiencia Cardiaca, cardiopatia coronaria, enfermedades valvulares, también
aquellos con Insuficiencia Renal Crénica, Insuficiencia Hepatica, antecedentes de
trastornos hemorragiparos y alguna contraindicacion a uso de beta-bloqueadores o
uso previo de betabloqueador, IECA o angiotensina Il en los ultimos 3 meses.

Si usted cumple con los criterios de ingreso a este estudio y decide participar, se le
asignara al azar a uno de 3 grupos posibles:

A) El primer grupo que recibira carvedilol mas placebo de omega 3

B) EIl segundo grupo que recibira omega 3 mas placebo de carvedilol

C) El tercer grupo recibira doble placebo.

Procedimientos:

Si usted se debe someter a un tratamiento de quimioterapia con uso de
doxorrubicina, y acepta participar en este estudio, sera sometido a los siguientes
procedimientos:

1) Se le asignara un tratamiento, el que se mantendra durante los tres primeros
ciclos de quimioterapia: carvedilol, omega 3 o placebo.

2) Se le tomaran 3 muestras de sangre en el primer ciclo de quimioterapia, es

decir, un total de 3 muestras durante todo el estudio. Dichas muestras seran
tomadas por enfermeras o técnologos medicos que colaboran con el estudio.
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Las muestras se tomaran de la siguiente forma:

a) Primera muestra: una semana previo al inicio de la quimioterapia, para evaluar
su condicion de oxidacion previa a la intervencion.

b) Segunda muestra: 48 hrs post quimioterapia, para evaluar dafio cardiaco post
quimioterapia, y la evolucion de marcadores de dafio.

c) Tercera muestra: al final del ciclo de quimioterapia, para evaluar si hay una
eventual tendencia hacia su normalizacion.

3) Ademas, una semana previo y a las 48 horas post inicio de quimioterapia del
primer ciclo, se realizaran:
a) Electrocardiograma en reposo (ECG)

4) Se realizard ademas 3 controles ecocardiograficos, uno basal y otros 2
controles de seguimiento a los 3 y a los 6 meses desde iniciada la
quimioterapia. El ecocardiograma transtoracico, para evaluar la funcion de su
corazén. Este es un examen gque no causa dolor ni invade su cuerpo, permite
visualizar la funcion y caracteristicas estructurales del corazén. Este podra
evidenciar el beneficio producido por las intervenciones propuestas.

Estas intervenciones propuestas no interferiran en nada con la efectividad de su
tratamiento de quimioterapia.

De cada puncién se obtendran muestras de sangre separadas en dos fracciones de
aproximadamente 5 ml cada una. El excedente de las muestras de sangre sera
eliminado, ya que ninguna otra determinacion ni procedimiento sera aplicado sobre
ellas.

Uso de placebo

El placebo es una forma de presentacion de medicamentos igual al tratamiento
propuesto pero que no contiene ni carvedilol ni omega 3.

Ya que usted sera asignado al azar a uno de los tres grupos existe la posibilidad de
gue usted no reciba ni carvedilol ni omega-3. En caso de que reciba placebo, usted
sera vigilada igual que los dos grupos restantes, por el equipo médico y técnico que
lleva a cabo este estudio.

Mientras se encuentre recibiendo la quimioterapia durante el primer ciclo, usted sera
visitado por alguno de los investigadores y enfermera del proyecto. Sera controlado
en el policlinico del Hospital del Salvador o de la Fundacion Arturo Lopez Pérez de
manera habitual.

Riesgos. La administracion de omega -3 sera en dosis de 1 gr c¢/12 hrs vo o
carvedilol en dosis 12,5 ¢/ 12 hrs vo.
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Por lo general a las dosis utilizadas de ambas intervenciones en el estudio,
carecerian de efectos adversos, sin embargo se describen algunas reacciones tales
como sintomas digestivos como distension abdominal, y otras como rash y
alteraciones hemorragicas menores tales como epistaxis o gingivorragia.

En tanto que con el carvedilol, se describe que se pudiera provocar una baja en la
presion arterial, fatiga o debilidad.

Cualquier efecto que Ud. considere que puede ser causado por el uso de estas
sustancias deberd comunicarlo al equipo de investigadores a cargo en el Laboratorio
de Fisiopatologia renal, o al investigador responsable, el Dr. Rodrigo Carrasco
Loza, al teléfono 9-9590310.

Costos. Los medicamentos en estudio omega-3 y carvedilol serdn aportados por los
investigadores sin costo alguno para Ud. durante el desarrollo de este estudio. Todos
los exdmenes o prestaciones que no sean necesarias para el estudio o tratamiento
habitual de su enfermedad seran igualmente financiados por el proyecto.

Beneficios. Este estudio podria protegerlo a Ud. o a futuros pacientes de las
secuelas en la calidad de vida que produce el dafio al corazon provocado por la
doxorrubicina. También sera beneficioso para el progreso del conocimiento y el mejor
tratamiento de esta patologia.

Alternativas. Si Ud. decide no participar en esta investigacion recibira el estudio y
tratamiento que se aplica habitualmente a los pacientes que son sometidos a
guimioterapia con uso de doxorrubicina.

Compensacién. Ud. no recibirA ninguna compensacién econ6mica por su
participacion en el estudio.

Confidencialidad. Toda la informacién derivada de su participacién en este estudio,
sera conservada en forma de estricta confidencialidad. So6lo tendran acceso a ella los
investigadores del proyecto y/o los supervisoras de la investigacion de la institucion
gue financia el proyecto (Sociedad de Cardiologia de Chile). Cualquier publicacion o
comunicaciéon cientifica de los resultados de la investigacion sera completamente
anonima. Ademas los participantes del estudio tendran acceso a los resultados
obtenidos de los analisis y examenes que se les realicen, como también de los
resultados del estudio.

Informacién_adicional. Ud. o su médico tratante seran informados si durante el
desarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones que
puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.
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Voluntariedad. Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y se
puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador y a su médico
tratante, sin necesidad de tener que dar explicaciones por esta decision y sin que ello
signifique modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de su enfermedad.
De igual manera su médico tratante o el investigador podran determinar su retiro del
estudio si consideran que esa decision va en su beneficio.

Complicaciones. En el caso de la puncién venosa para la extraccibn de las
muestras de sangre, podria ocasionarle ciertos inconvenientes como dolor o un leve
hematoma o moretdn que es comun a cualquier puncion, lo que serd evaluado por la
enfermera del estudio.

En el caso de que Ud. presente complicaciones directamente derivadas de la
administracion de omega-3 o carvedilol, usted recibird el tratamiento médico
completo de dicha complicacion, financiado por el proyecto, y sin costo para usted o
su sistema previsional. Esto no incluye las complicaciones propias de su enfermedad
y de su curso natural.

Fin_de la participacion _en el estudio. Su participacion en este estudio es
estrictamente voluntaria; no esta obligado(a) a participar. EI hecho de negarse a
participar no afectara de ninguna forma a su persona. Si decide patrticipar, debera
firmar el Formulario de Consentimiento, para demostrar su decisién de hacerlo. Sin
embargo, usted puede retirarse del estudio en cualquier momento, sin que por esto
reciba un trato diferente. Para lo anterior, le agradeceremos comunicarlo a cualquiera
de los investigadores principales.

Dr. Rodrigo Carrasco Loza: 02-9786943

Se podra dar por terminada su participacion en el estudio con 0 sin su
consentimiento, en caso de que se diera por terminado el estudio.
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Si Ud. acepta o no participar en el estudio marque alguna de las opciones abajo

sefaladas:

Si acepto No acepto

Conclusioén:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el
proyecto “Reduccion de la Cardiotoxicidad Aguda por Antraciclinas mediante la
disminucion de lainjuria oxidativa en pacientes con Cancer de mama”.

Nombre del paciente Firma
Nombre de informante Firma
Nombre del investigador Firma
Nombre del representante Firma

(en caso de ser necesario)

Nombre del Investigador responsable: Dr. Rodrigo Carrasco Loza

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Laboratorio de Fisiopatologia Renal. Facultad de Medicina Universidad de Chile

Teléfono de contacto: 02-9786943
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PROYECTO DE INVESTIGACION

Reduccion de la Cardiotoxicidad Aguda por Antraciclinas
mediante la disminucion de la injuria oxidativa en pacientes
con Cancer de mama
Seccion de Cardiologia, Hospital del Salvador
Seccion de Oncologia, Hospital del Salvador
Departamento de Medicina Oriente.

Laboratorio Fisiopatologia Renal,

Facultad de Medicina

Universidad de Chile

F. 9786943
Inv. Responsables: Dr. Rodrigo Carrasco

Inv. Principales: Dr. Ramén Rodrigo- Dr. Fernando Florenzano
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Check list estudio

Nombre Paciente:

N2 de paciente:

Fecha:

ETAPAS DEL ESTUDIO "X°
12 Etapa: Paciente cumple criterios de inclusion
Ingreso a estudio Paciente sin criterios de exclusidon

Consentimiento informado

Evaluacion clinica

Fijar fecha de control para examenes y entrega de medicamentos

22 Etapa: Pre-QMT Evaluacion clinica y entrega medicamentos
( BASAL) EXAMEN DE SANGRE: 12 Muestra (1/3)
PRIMER DIA-7 | ECOCARDIOGRAMA
CICLO DE ELECTROCARDIOGRAMA

QMT  ["post-QMT | DIA+1 | Control clinico (FC/PA)

ELECTROCARDIOGRAMA

EXAMEN DE SANGRE: 22 Muestra (2/3)

DIA +3 ELECTROCARDIOGRAMA

EXAMEN DE SANGRE: 32 Muestra (3/3)

DIA +5 Estimacidn de compliance de capsulas y fijar fecha de
préoximo control

32 Etapa: 10-12 meses
Control Post
Ecocardiograma Quimioterapia
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FORMULARIO DE INGRESO A PROTOCOLO

Anexo 3 (3/6)

Nombre Paciente:

N2 de paciente:

Fecha:

Formulario de ingreso a protocolo

Consignar fechas como dia/mes/afio, una vez completado el formulario enviar al laboratorio.

Numero de ficha

Apellido Paterno

Apellido Materno

Nombres

Edad (afios)

RUT

Fecha de nacimiento

N2 RANDOMIZACION

Primer ciclo de quimioterapia (fecha, hora)

Segundo ciclo de quimioterapia (fecha, hora)

Tercer ciclo de quimioterapia (fecha, hora)

Cuarto ciclo de quimioterapia (fecha, hora)
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PRIMER CICLO

(fecha, hora)

Peso: Cintura:
Talla Cadera:
Basal (-7) PA
FC:
Dia +1 PA:
FC:
Dosis antraciclinas:
Sintomas durante quimioterapia:
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Formulario de datos clinicos de paciente en protocolo.

Completar con letra y numeros claros y luego enviar al laboratorio.

Numero de ficha

Apellido Paterno

Apellido Materno

Nombres

Anamnesis:
Sintomas referidos durante realizacion de
guimioterapia

Fecha de Sintomas

HTA  si/no

[ ]
DM  si/no I:I

Dislipidemia diagnosticada si/no

Tabaquismo activo  si/no Paquete afio ((N° cigarrillos/20)x afios):

Antecedentes familiares de Cardiopatia

coronaria  si/no

Otras comorbilidades

Antecedentes quirurgicos

Farmacos usados

Drogas

IMC

Circunferencia de cintura
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Formulario de Electrocardiografia:
IDENTIFICACION

Numero de ficha

Nombre completo

ECG PRIMER CICLO

POST QUIMIOTERAPIA

PRE QUIMIOTERAPIA

(Basal) Dia +1 Dia +3

(3-6 hrs) (48 hrs)

Informe electrocardiografico

Frecuencia cardiaca en ECG

Duracidon onda P

Intervalo PR

Duracién QRS

Eje QRS

Intervalo QTc

Dispersion del QT

126




Anexo 4 (1/3)

FORMULARIO DE EVALUACION
ECOCARDIOGRAFICA DE PROYECTO:

Reduccion de la Cardiotoxicidad Aguda por Antraciclinas
mediante la disminucion de la injuria oxidativa en pacientes
con Cancer de mama

Laboratorio de Ecocardiografia. Seccion de Cardiologia. Hospital del Salvador.

Departamento de Medicina Oriente. Facultad de Medicina Universidad de Chile

Jefe de Laboratorio de Ecocardiografia: Dr. Claudio Parra
Investigadores del Laboratorio participantes:
Dr. Alvarez

Dr. Bunster
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Nombre Paciente:

N°de paciente:

RUT:

Fecha:

Superficie corporal:

1) REGISTRO ECOCARDIOGRAFICO

FE 4C DFD M L
FE 2C e’lat
FEBP e'septal
FE M EC E

FAM EC A

DFS M EC E/A
DFDM EC T Des
FEML T Rel

FA ML Dif E/A
DFSM L Vol Al
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2) Si paciente presenta FE normal, estimar la Presion de

llenado Ventricular izquierdo:

E/e” <8

(Sep, Lat, or Av.)

E/e

E/e” 9-14

(Sep, Lat, or Av.)

LA volume <34 ml/m2
Ar—A>30ms
Valsalva A E/A > 0.5
PAS >35 mmHg
IVRT/TE-e’ <2

LA volume >34 ml/m2
Ar—A<0ms
Valsalva A E/A <0.5
PAS <30 mmHg
IVRT/TE-¢’ >2

Sep. E/e” >15
@)

Lat. E/e” >12
0
Av. E/e” 213

PAI

PAI

PAI
aumentada

PAI
aumentada
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