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INTRODUCERE

Scurt istoric: Antraciclinele se claseaza printre cele mai eficiente medicamente anti-
cancer dezvoltate vreodata. Primele antracicline au fost izolate din Streptomyces peucetius
producatoare de pigmenti la inceputul anilor 1960 si au fost denumite doxorubicina (DOX) si
daunorubicina (DNR).

Problematica: Cardiotoxicitatea indusa de anumiti agenti farmacologici anticancer
apare ca o posibila problema importanta in randul supravietuitorilor cancerului. Timp de
cateva decenii, acest subiect a fost aproape exclusiv asociat cu antraciclinele, pentru care
leziunea cardiaca cumulativa legata de doza a fost pasul limitativ in utilizarea lor. Desi s-au
indreptat o serie de eforturi predictia riscului, pana in prezent nu existd un consens cu privire
la strategiile de prevenire si monitorizare a cardiotoxicitatii legate de chimioterapie.

Recent, o noua dimensiune a problemei a aparut atunci cand medicamentele care
vizeaza activitatea anumitor tirozin kinaze sau receptori tumorali au fost recunoscute pentru
a avea un efect nedorit asupra sistemului cardiovascular. Mai mult, incidenta mai mare decéat
asteptata a disfunctiei cardiace care apare la pacientii tratati cu o combinatie de
chimioterapice vechi si noi (de exemplu antracicline si trastuzumab) i-a determinat pe medici
si cercetatori sa gaseasca o abordare eficienta a problemei.

Perspective: Din punct de vedere farmacologic, vor fi revizuite mecanismele
moleculare presupuse implicate in cardiotoxicitatea indusa de chimioterapie.

Din punct de vedere clinic, strategiile actuale de reducere a cardiotoxicitatii vor fi
abordate in mod critic. In aceasta perspectiva, identificarea precisa a antitargetului (adica a
tintei nedorite cauzand leziuni cardiace) si elaborarea de linii directoare pentru monitorizarea
pacientilor supusi tratamentului cu agenti cardiotoxici par sa constituie baza pentru
gestionarea cardiotoxicitatii induse de medicamente.

Rezonanta magnetica cardiovasculara (CMR) este o tehnicd de imagistica
tomografica neinvaziva. Avantajele sale intrinseci sunt capacitatea de a achizitiona imagini
in mai multe planuri fara limitarea ferestrei acustice si a habitusului corpului pacientilor, lipsa
expunerii la radiatii, raporturi ridicate contrast-zgomot si acoperire volumetrica 3D reala, fara
presupuneri geometrice. Cu toate acestea, oportunitatea unica pe care CMR o ofera este
caracterizarea neinvaziva a tesutului miocardic.

PARTEA GENERALA

1. GENERALITATI CU PRIVIRE LA CARDIOTOXICITATEA
ANTRACICLINELOR

1.1. CLASE DE CITOSTATICE SI INCIDENTA CARDIOTOXICITATII

Progresele in domeniul oncologiei au dus la dezvoltarea multor agenti antineoplazici
pentru tratamentul cancerului. Combinatia cu alti agenti si modalitati, impreuna cu
intensificarea dozei, a dus la aparitia mai multor toxicitati, necesitand adesea o gestionare i

Antraciclinele se claseaza printre cele mai eficiente medicamente anti-cancer
dezvoltate vreodata. Primele antracicline au fost izolate din Streptomyces peucetius



producatoare de pigmenti la inceputul anilor 1960 si au fost denumite doxorubicina (DOX) si
daunorubicina (DNR).

Efectele adverse de natura cardiovasculara decurse in urma unei terapii de natura
oncologica, pot avea ca rezultat o scadere a calitatii vietii si o crestere pentru riscul de
mortalitate. Antraciclinele si compusii inruditi (doxorubicina, daunorubicina, idarubicina,
epirubicina si antrochinona mitoxantrona) se numara printre agentii chimioterapeutici
implicati in cardiotoxicitate. Terapia cu antraciclind prezintd o asociere cu o crestere a
riscului de aparitie a insuficientei cardiace cu morbiditate si mortalitate asociata semnificativ
crescuta (1).

Cea mai distincta cardiotoxicitate si cu cea mai evidenta exprimare clinica este de
departe o consecinta a utilizarii si administrarii de antracicline. Agentii alkilanti, de exepmplu
ciclofosfamida, ifosfamida, cisplatina, carmustina, busulfanul, au fost de asemenea
incriminati pentru fenomenul de cardiotoxicitate chimioterapic indusa.

Familia de antibiotice antraciclinice cuprinde sute de analogi dar doar cétiva sunt in
uz clinic real. Cea mai cunoscuta si cea mai utilizatd este doxorubicina. Antraciclinele sunt
metabolizate prin reducerea unei grupari cetonice la o grupare hidroxil, care sunt mai putin
active decat compusul parinte. Caracteristicile farmacocinetice includ o etapa de distributie
(celularaftisulara) rapida si o faza de eliminare lentd, cu timpul de injumatatire plasmatica al
doxorubicinei si al metabolitilor sai in aproximativ 5 min, 1 ora si respectiv 30 de ore.
Deoarece acestea sunt excretate in principal prin bila, trebuie acordata o atentie speciala
pacientilor cu disfunctie hepatica (2,3).

Cele mai noi antracicline, cum ar fi epirubicina, idarubicina sau preparatele
lipozomale, au o lipofilicitate mai mare si o siguranta presupus mai mare. Cu toate acestea,
riscul de inducere a caridiomiopatiei nu este diminuat si exista intotdeauna ingrijorare cu
privire la eficacitatea tumorala (4).

In ultimele 2 decenii am asistat la numeroase incercari pentru identificarea
antraciclinelor noi, care au fost concepute pentru a se dovedi superioare DOX sau DNR in
ceea ce priveste activitatea si / sau tolerabilitatea cardiaca.

Cautarea unei ,antracicline mai bune” a dus la aproximativ 2000 de analogi, cifra
care nu ar trebui sd sune ca o surpriza daca se ia in considerare numarul de modificari
chimice sau substitutii si / sau conjugari care pot fi introduse n inelul tetraciclic, lantul lateral
sau amino-zaharul. Cu toate acestea, doar putini analogi au atins stadiul dezvoltarii si
aprobarii clinice; printre acestea, epirubicina (EPI) si idarubicina (IDA) se bucura de
popularitate ca alternative utile la DOX sau, respectiv, DNR (Figura 1).

NH;

Figura 1 Structuri DOX, DNR, EP! si IDA. Reziduurile marcate cu gri indica faptul ca lantul lateral al DNR sau IDA se termind cu un
metil in locul unui alcool primar in comparatie cu DOX sau EPI. Sagetile punctate indicd modificéri structurale in EPI in comparatie cu
DOX (epimerizarea axiala-ecuatoriala a grupérii hidroxil la C-4 in daunozaming) sau in IDA Tn comparatie cu DNR (lipsa gruparii metoxi
la C-4 in inelul D). (Preluat si adaptat dupa Minotti et al. 2004).



EPI este un derivat semisintetic al DOX obtinut printr-o epimerizare axial-ecuatoriala
a gruparii hidroxil la C-4 in daunosamina (Figura 1). Aceasta schimbare de pozitie are un
efect redus asupra modului de actiune si spectrului de activitate al EPI in comparatie cu
DOX dar introduce modificari farmacocinetice si metabolice, cum ar fi volumul crescut de
distributie (Vd), 4-O-glucuronidarea si, prin urmare, clearance-ul total imbunatatit (CL) sau
timpul de injumatatire terminal mai scurt.

Din cauza acestor modificari cinetice si metabolice, EPI a fost utilizat la doze
cumulative aproape duble fata de cele ale DOX, rezultdnd o activitate egald dar fara o
crestere semnificativa a cardiotoxicitatii.

In practica, studiile timpurii la pacientii cu cancer mamar avansat au demonstrat ca
dozele medii pentru dezvoltarea indicilor de laborator de cardiotoxicitate au fost de 935
mg/m? EPI| comparativ cu 468 mg/m? DOX, iar doza mediand cumulativd pentru aparitia
insuficietei cardiace (IC) simptomatica a fost 1134 mg/m? EPI comparativ cu 492 mg/m?
DOX. Aceste cifre au fost rafinate in studiile ulterioare, deoarece s-a documentat un risc
semnificativ de IC la pacientii carora li s-au administrat doze cumulative mai mari de 950
mg/m?; astfel doza maxima recomandaté de EPI a fost ajustata cu precautie la 900 mg/m?.

Astfel, inlocuirea DOX cu EPI nu elimina riscul de a dezvolta cardiotoxicitate cronica.
De asemenea, trebuie remarcat faptul cd mecanismele care stau la baza cardiotoxicitatii
reduse a EPI versus DOX s-ar putea sa nu se limiteze la glucuronidare si eliminare crescuta.
Mecanismele reale si dependenta de doza a tolerantei cardiace imbunatatite a EPI pot
necesita, prin urmare, o evaluare suplimentara atat in contextul preclinic, cat si in cel clinic.

2. ROLUL REZONANTEI MAGNETICE CARDIOVASCULARE (CMR)

2.1. INTRODUCERE IN REZONANTA MAGNETICA

Rezonanta magnetica cardiovasculara (CMR) este o tehnica de imagistica
tomografica neinvaziva. Avantajele sale intrinseci sunt capacitatea de a achizitiona imagini
in mai multe planuri fara limitarea ferestrei acustice si a habitusului corpului pacientilor, lipsa
expunerii la radiatii, raporturi ridicate contrast-zgomot si acoperire volumetrica 3D reala, fara
presupuneri geometrice. Cu toate acestea, oportunitatea unica pe care CMR o ofera este
caracterizarea neinvaziva a tesutului miocardic.

CMR este contraindicat la pacientii cu implanturi feromagnetice, inclusiv dispozitive
cardiace conditionate non-MR. In special, la pacientii cu cancer de san trebuie folosita
precautie la evaluarea expansorilor de tesut mamar care ar putea contine unele componente
feromagnetice.  Limitarile suplimentare ale CMR (Figura 6) includ disponibilitatea si
expertiza limitate (dar in crestere), costul si claustrofobia potentiald a pacientului. La
pacientii cu disfunctie renala si eGFR, administrarea de 30 ml / min / 1,73 m2 de contrast
gadolinium-chelat ar trebui luata in considerare cu prudenta din cauza riscului potential, desi
minim, de scleroza sistemica nefrogena (7).

2.2. MAPAREA MIOCARDICA T2 SI T2 *

Cartografierea miocardica T2 este o tehnica utilizatd pentru reconstituirea unei
imagini parametrice pe baza valorii T2 masurate in fiecare voxel. Acumularea de apa in
miocard este asociata cu diferite tipuri de patologie, cum ar fi infarctul miocardic acut,
miocardita si respingerea grefei. Avand in vedere un timp lung de relaxare transversala a
protonilor de apa, cartografierea miocardica T2 pare sa fie promitatoare pentru detectarea
apei intramicardice si chiar cuantificarea edemului miocardic. Verhaert si colab. a raportat ca
cartarea T2 poate fi utila pentru identificarea regiunilor miocardice cu risc si a obstructiei
microvasculare (21).



Relaxarea T2 * se refera la scaderea rapida a magnetizarii transversale cauzata de
neomogenitatea campului magnetic local. Inomogenitatea inregistrata magnetic provine din
neomogenitatea campului magnetic static sau din diferentele de susceptibilitate magnetica
dintre tesuturile vecine, cum ar fi interfetele aer-tesut, implanturi metalice, agenti de contrast
paramagnetici sau depunerea de fier. In mod specific, cartografierea T2 * a miocardului este
sensibila la continutul de fier tisular si, prin urmare, este utilizata pe scara larga pentru a
cuantifica gradul de depunere a fierului in miocard la pacientii cu talasemie majora si
transfuzie repetata de sange (22).

Valorile rezonantei magnetice T2 * ale miocardului sunt direct legate de nivelurile de
fier tisular. Efectele minore ale oxigenarii miocardice si fibrozei sunt coplesite de efectul de
fier extrem de dominant in nivelurile relevante clinic de supraincarcare a fierului miocardic.
Valorile miocardice T2 * mai mici de 20 ms indica o supraincarcare a fierului, iar acest lucru
este considerat sever atunci cadnd T2 * este mai mic de 10 ms. Scaderea nivelului miocardic
T2* este asociatd cu disfunctie ventriculara sistolica si diastolica. De exemplu, cele mai
multe cazuri inregistrate de insuficientd cardiaca in talasemie au aparut pana in prezent la
pacientii cu valori T2 * foarte mici (in intervalul sever).

Exceptii la acest lucru au aparut la pacientii cu alte cauze ale insuficientei cardiace, cum
ar fi bolile cardiace congenitale concomitente. La pacientii care prezinta insuficientd cardiaca
care sufera chelare agresiva cu deferoxamina intravenoasa continua, studiile longitudinale arata
ca T2 * miocardic creste si acest lucru este insotit de cresteri ale fractiei de ejectie si ameliorarea
insuficientei cardiace. In studiile transversale, T2 * miocardic si fractia de ejectie a pacientilor cu
deferiprona au fost superioare celei pacientilor cu deferoxamina.

Tehnica T2 * a fost initial dezvoltatd cu scopul de a minimiza artefactele imagistice,
de exemplu, a fost utilizatd compensarea fluxului si respiratia miscata a fost suprimata prin
retinerea respiratiei. Pentru masurarea miocardului T2 * in vivo, se dobandeste o felie cu ax
scurt scurt ventricular mediu si se defineste o regiune omogena de interes care cuprinde atat
regiuni epicardice, cat si regiuni endocardice, deoarece fierul este stabilit preferential in
epicard in comparatie cu endocardul. Analiza este limitata la sept pentru a evita artefactele
de susceptibilitate care apar din venele vaselor cardiace anterioare si posterioare si din
plamani (Figura 7). In plus, T2 * din sept s-a dovedit a fi un bun indicator al fierului global din
inima (22). Cu scopul de a aborda eterogenitatea in distributia fierului in miocard, a fost de
asemenea propusa o achizitie T2 * cu mai multe felii, dar este consumatoare de timp, iar
analiza este confundata cu includerea unor artefacte de susceptibilitate.

3. EFECTELE CARDIACE ALE DOXORUBICINEI - PRINCIPALELE
MECANISME MOLECULARE (FIZIO)PATOLOGICE

Cardiotoxicitatea Doxorubicinei are cel mai probabil o cauza mediata de o inducere a
unei apoptoze celulare (moarte celulard “programata”), prin producerea si eliberarea de
multiplii radicali liberi; potrivit unor studii recente, se poate extrapola si 0 suprapunere si o
posibila dereglare pentru homeostazia calciului intracelular (3). Efectul acesta este diferit de
efectul tinta antitumoral, care se produce prin interferenta la nivel de replicare a ADN-ului, al
alchilarii si a cross-linking-ul, la nivelul transcriptiei RNA-ului cat si al inhibiiei
topoizomerazei Il (6).

3.1. STRESUL OXIDATIV S| APOPTOZA CELULARA (PROGRAMATA)

Stresul oxidativ poate sa fie caracterizat ca o dereglare in economia si balanta dintre
agentii prooxidan{i — antioxidanti. Tot acest proces multifactorial de stres are o vadita
influentd asupra agentilor prooxidantii, putdnd sa aiba astfel o directie catre posibile
dereglari si lezari de natura celulara si la aparatele si sistemele intracelulare (24).



Inechitatea acesta in distributia acestor doua tipuri de agenti, este posibil sa aiba ca si punct
de plecare, fie un exces de specii reactive de oxigen — SRO - [Engleza - ROS (reactive
oxygen species)] sau o cantitate redusa sau necorespunzatoare de agenti antioxidanti, cum
ar fi superoxid dismutaza (SOD), vitamine sau o catalaza.

Dintr-o perspectiva fiziopatologica, stresul oxidativ este deopotriva invinuit si in
aparitia si evolutia unor alte patologii diferite si ROS detin un rol destul de elocvent in
aparitia cardlotOX|C|tat|| induse de agenti antraciclinici. In urma administrarii de Dox, apar
radicalii liberi, prin procesul de aditie a unui electron la fractiunea quinonica a acesteia,
continudnd ca acest compus sa aiba o revenire la statusul initial, prin reducerea unui
oxigen la un anion superoxid (0,") (Figura 9).
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Figura 2 Producerea radicalilor liberi de oxigeni (ROS) dupa utilizarea de antraciclina [Y] ; NAD(P)+ - nicotinamida
adenozina dinucleotida fosfat

Speciile reactive de oxigen determina inducerea apoptozei, fie urmand calea
extrinseca [cu mediere Fas (este un complex proteinic transmembranar tip Il si care
apartine familiei factorului de necroza tumorala - TNF)] céat si urmand calea intrinseca (de
natura mitocondriald) .

3.2. APOPTOZA CELULARA SAU MOARTEA CELULARA PROGRAMATA

Actualmente, pentru a explica moartea celulard programata, este extrem de utilizata
ipoteza “SRO si fierului”. Recent au fost vehiculate date noi conform carora Dox poate
interactiona direct cu anumiti factorii trigger pentru moartea celulara (programata) (25).

Principalele tipuri de moarte celulara sunt catalogate dupa cum urmeaza:

Necroza

Autofagia - Apoptoza

Figura 3 Principalele forme de moarte celulara programata
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Necroza este definita ca o moarte celulara extinsa si cu un caracter necontrolat cu un
proces infiltrativ celular inflamatoriu intens.

Apoptoza exprima un ansamblu de procese celulare programate, insa fara o rupere a
membranei plasmatice, cu multiple modificari morfologice caracteristice, manifestate printr-o
micsorare a volumului celular, o condensare a cromatinei si o fragmentare a nucleului
celular (nucleara).

Autofagia decurge la un nivel local, de exemplu intr-o celula si arata un intens proces
catabolic, care cuprinde o degradare pentru propriile componente intracelulare prin initierea
unui mecanism lizozomal.

Doxorubicina induce un proces de deteriorare a ADN-ului mitocondrial, o lezare a
membranei mitocondriale, multiple disfunctii mitocondriale si o depletie de ATP, toti acesti
factori concurand la un proces intens si extins de necroza (26-29).

La ora actualad sunt multiple studii care sustin ideea conform careia Dox induce un
proces de apoptoza celulara la nivelul cardiomiocitar printr-o activarea a componentei p53
(30,31), aparitia asa numitului proces de “down-regulation” (reglare negativa) pentru GATA-4
(27,32) si pentru un proces de degradare al p300 (33,34). Factorul de transcriptie GATA-4
are un rol principal in procesul de supravietuire al cardiomiocitelor postnatale, diferentiate si
mai exprima un activator al genei antiapotoza Bcl-X (35). Acest proces reglator negativ
initiat de catre compusii antraciclinici pentru GATA-4 este intermediat de o inhibitie a
transcriptorului pentru gena GATA-4, acest proces de inhibtie fiind direct dependent de p53,
care prezinta un rol in blocarea legarii CBF/NFY la secventa CCAAT, din cadrul promoterului
GATA-4 (36). Factorul de coactivare transcriptional p300 are o implicare pentru o multitudine
de reactii intracelulare, inclusiv ca factor reglativ al ciclurilor celulare, al diferentierii celulare
si nu in ultimul rand n procesele de geneza tumorala si apotoza (18,37). Anumite kinaze, de
exemplu p38 alfa si beta, activate de catre Dox, sunt coroborate cu o fosforilare a factorului
p300 si sunt responsabile si in procesul de degradare al acestuia, toate aceste fenomene
find desfasurate in paralel cu o apotoza celulara care a fost observata la nivelul
cardiomiocitelor neonatale primare, ca si un raspuns la administrarea de Dox (4). O blocada
de ordin farmacologic pentru p38 este un factor de preventie pentru o degradare a p300. O
refacere a GATA-4 (38) si p300 (39) inhiba apoptoza cardiomiocitara, indusa de
doxorubicina.

Autofagia, care precum am specificat reprezinta un proces la nivel lizozomal pentru
degradarea propriilor constituenti de natura celulara, si prezintd un rol extrem de important
in procesul de reinnoire al cardiomiocitelor, in cazul acesta reprezentat de celulele
postmitotice cu o durata de viata mare (31). Astfel se poate spune ca autofagia recicleaza
anumiti constituenti celulari de degradare si ca aceasta este potentata in anumite conditii
patologice, inclusiv in hipertrofia si dilatatia cardiaca, in cardiomiopatiile si in insuficienta
cardiaca. Exista anumite date din literatura de specialitate care indica ca procesul de
autofagie prezinta un puternic efect dual la nivelul inimii supuse unui factor de stres: un
puternic beneficiu prin procesul de indepartare al acelor agregate de natura proteinica si
pentru organele intracelulare distruse, ajutand astfel la mentinerea unei homeostazii
energetice si un rezultat negativ, de natura daunatoare, printr-un proces excesiv autofagic,
rezultdnd moartea celulara (40).

5. STUDIUL EXPERIMENTAL

5.1. OBIECTIVE

Efectele cardiotoxice cu un caracter permanent cauzate de terapia citostatica
conventionala subliniaza necesitatea unor metodologii de diagnosticare precoce dotate cu o
specificitate si sensibilitate crescutad care sa aprobe evidentierea cat mai timpuriu semnele
de disfunctie cardiaca, o consecinta primara pentru efectelor cardiotoxice a medicatiei
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citostatice. Specificitatea si sensibilitatea oricarui test ar trebui s& admitd o examinare
distincta pentru raportul risc/beneficiu,care reprezinta un element de echilibru dinntre
probabilitatea de aparitie a unei disfunctii cardiace datorata unor doze crescute cumulative
de medicatie si consecintele ce ar deriva din oprirea acelei terapii de sorginte antitumorala.

In studiile de specialitate autohtone, cu referire la acest subiect, exista foarte putine
informatii cu privire la procesul de monitorizare si de management pentru cardiotoxicitatea
Dox. Analiza acestui studiu poate sa confere implicit un set larg de solutii in vederea unei
stabilirii pentru metoda de reducere si preventie a cardiotoxicitatii, chiar si printr-o utilizare de
doze crescute de antracicline, cu o cotd mai inaltd a vindecarii concomitent si cu o
imbunatatire pentru calitatea vietii acelor pacienti.

Targetul acestei teze este reprezentat de o identificare si o corelare cat mai precoce
pentru cardiotoxicitatea Dox prin utilizarea unei palete diverse de metode paraclinice:
imagistice (rezonantd magnetica nucleara T2*) si biologice - markeri biochimici specifici
metabolismului si economiei fierului [transferina], precum si printr-o determinare si analiza a
unui scor de risc genetic indicat printr-o cuantificare de natura genetica pentru prezenta unui
cuplet de expresivitate genetica al TLR4.

Se doreste ca principalele rezultate ale acestui studiu sa fie confirmate ca de utilitate
in vederea determinarii unui nou instrument de screening pe termen lung, pentru o
supraveghere, preventie si un tratament ulterior, acolo unde este necesar la pacientii care
au supravietuit unor afectiuni de natura neoplazica.

5.2. MATERIAL SI METODA

5.2.1. ASPECTE GENERALE

Acest studiu a fost un studiu prospectiv analitic, multicentric, care a avut loc intre
2018 si 2019.

Fiecarui subiect inclus in studiu i s-au efectuat evaluari anamnestice clinice si
explorari paraclinice complexe. Pacientii care prezentau simptomatologie de afectare
cardiaca anterior initierii chimioterapiei nu au fost inclusi in acest studiu.

Pacientii sau reprezentantji legali ai acestora au fost informati (verbal si in scris) in
prealabil, pentru eventualul potentialul efect toxic al chimioterapiei, inclusiv cardiotoxicitate
(de catre medical currant). Deasemenea, li s-au prezentat metodele de evaluare a funciiei
cardiace si optiunile terapeutice in eventualitatea dezvoltarii cardiotoxicitatii.

Includerea pacientilor in studiu s-a efectuat doar dupa ce s-a ob{inut consimtamantul
individual informat in scris de la acestia sau de la reprezentantii legali ai acestora.

Studiul a fost prezentat comisiei de etica din cadrul Spitalului Clinic Judetean de
urgentd din Arad si aprobat de catre aceasta comisie si respecta toate normele si
normativele nationale si europene in momentul desfasurarii (Anexa II).

Formulare si un set complet pentru anexele legale ale acestui studiu sunt prezentate
la finalul acestei teze (Anexa).

Acest studiu s-a conformat regulamentelor internationale in vigoare, desfasurandu-se
in conformitate cu Recomandarile ICH-GCP (International Conference of Harmonization -
Good Clinical Practice = Conferinta Internationala de Armonizare — Regulile de Buna
Practica) si Declaratia de la Helsinki, adoptata de Adunarea Generala a Asociatiei Medicale
Mondiale din iunie 1964.

5.2.2. POPULATIA STUDIATA

Cohorta noastra a inclus 25 de pacienti consecutivi cu varsta cuprinsa intre 18 si 65
de ani care au primit tratament Dox pentru afectiuni maligne hematologice (leucemie,
limfoame sau mielom multiplu) cu o probabilitate de supravietuire> 6 luni si o0 FEVS> 50% si
care au acordat consimtamantul scris in scris.

5.2.2.1. Criterii de includere/excludere

Principalele criterii aplicate in selectia subiectilor din cadrul acestui studiu sunt redate
in cele ce urmeaza:

11



Studiu de cardiotoxicitate
el Ea——— o
*Populatia de studiu
-Eligibilitate
-Varste eligibile pentru studiu: 18 ani - 70 ani;
-Sexe eligibile pentru studiu: Ambele
« Criterii
- Criterii de includere:
-Leucemie, limfoame malighe sau mielom multiplu care se
trateaza prin chimioterapie sistemica cu antracicline

+ Limfom decelat histologic(Hodgkin sau non-Hodgkin)
+ Ani>18si <70
+  WHO (World Health Organisation) scor < sau = 2
+ Supravietuire > 6 luni
- Fractia de ejectie a ventricului stang > 50%
= Consintamantul pacientului
- Criterii de excludere:
+ Tratamente cu antracicline in atecedente
« |Istoric de radioterapie
- Insuficienta cardiaca congestiva
« Insuficienta renala cronica
» Contraindicatii la CT/RMN
= Fibrilatie atriala si alte aritmii signifiante
« Sarcina

Figura 4 Prezentare generala a metodologiei de studiu - criterii de includere/excludere

5.2.3. METODOLOGIA STUDIULUI
5.2.3.1. Metode de evaluare

Principalele metode de studiu:
* Produsi biologici: Transferina
+ din sangele periferic
+ Rezonanta magnetica cardiaca
+ T2* -incarcarea cu fier
* Makeri genetici pentru TLR4
» din sangele periferic
* Analiza statistica
» Studiu Cohort prospectiv: utilizarea GraphPad Prism version 8.0.0 for
Mac OS X

5.2.3.2. Metodologie generala de investigare studiu genetic si biologic

O proba de séange periferic a fost prelevata de la toti pacientii aflati in starea de
repaus alimentar de cel putin 12 ore pentru a evalua expresia genei TLR4 si nivelurile serice
ale transferinei serice.

Expresia genica a fost evaluata si cuantificatd prin qRT-PCR utilizand urmatorii pasi:
colectarea sangelui (3 ml), izolarea ARN, transcrierea inversd a ADNc, qRT-PCR si
cuantificarea expresiei relative. Mostra de sange prelevata a fost extrasa direct intr-un tub
de prezervare de ARN din sange, Tempus (4342792 Applied Biosystems).

Nivelurile de transferina serica au fost, de asemenea, cuantificate la urmarire (3 si 6
saptamani).

O schema a intregului proces este ilustrata in Error! Reference source not found..
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5.2.3.3. Material si metoda studiu genetic
5.2.3.3.1 Materiale utilizate

Figura 5 Materiale utilizate - studiu genetic

5.3. REZULTATE

Rezultatele investigatiilor intreprinse sunt formulate in continuare si dezbatute in
perspectiva datelor din literature actuala medicala si ilustrate utilizdnd graficele, tabelele si
alte forme de reprezentari grafice sugestive.

5.3.1. CARACTERIZAREA LOTULUI DE STUDIU

5.3.1.1. Principalele caracteristici ale lotului de studiu

Lotul total consitutiv al studiului avut in vedere este alcatuit din 25 de subiecti
(pacienti) care prezintd o diversa patologie oncologicd si care au primit un o schema
terapeutica oncologica cu doxorucina.

Lotul cu subiectii pentru control luat in considerare a fost compus din 25 de subiecti.
Caracteristicile esentiale si elemente principale utilizate pentru elaborarea acestui lot sunt
formulate pe baza urmatoarelor criterii:

% O medie de varsta cu o valoare apropiata pentru cea de la lotul de studiu
¥ sio distributie cu un caracter uniform pentru repartitia si distributia pe sexe.

Un alt element avut in vedere a fost non-existenta premergatoare studiului pentru o
patologie oncologica (indifferent daca a fost cu sau fara tratament din clasa antraciclinelor).

Conform datelor din categoria de referinta “varsta", procesul de analizé descriptiva a
decelat ca un numar crescut de pacienti au fost inclusi la categoria de varsta <57 ani,
respectiv 13 cazuri (66%); urmeaza categoria >57 ani cu 8 cazuri (22%); cele mai mici valori
au fost pentru 4 cazuri (12%) fiind distribuite in categoria >60 ani.

Din totalul de 25 pacienti luati in lotul studiului si incorporati in cohorta principala de
analiza (100%), 8 pacienti ( 32%) au fost diagnosticati cu diferite hemopatii de natura
maligna si 17 (68%), cu tumori de natura solida (Figura 30).

Dintre aceste cazuri, se distribuie: LAL 3 (12%), 1 (4%) cazuri LAM, 4 (16%) cazuri
cu LNH.

16 pacienti (64%) nu au primit tratament cu alti agenti antineoplazici cu efect
cardiotoxic, 3 pacienti (12%) au primit doar ciclofosfamida , 3 (12%) au beneficiat de
ciclofosfamida si ifosfamida high-doses, 2 (8%) ciclofosfamida si citarabin high-doses, 1
pacient (4%) a fost tratat doar cu actinomicina.

La finzalizarea studiului pentru sibiectii inrolati s-au cuantificat urmatoarele doze
cumulative de antracicline. Doza medie cumulativa este de 450-500 mg/mp, cu o mediana
de 432 mg/mp, realizdnd in acest fel mentinerea unei doze cumulative antraciclinice sub o
valoare cu potential de risc de 450 mg/mp. Dozele minime administrate anumitor subiecti din
lotul de studiu a fost de 240 mg/mp, iar cele maxime de 600 mg/mp.
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Distributia datelor la subiectii inclusi in studiu, se expune astfel: 3 subiecti (12%) au
fost incadrati in categoria < 200 mg/mp, 6 pacienti (24%) in categoria 200-450 mg/mp, 8
pacienti (32%) au fost inclusi in categoria 450-550 mg/mp, si 5 pacienti (20%) au avut doze
cumulative de agenti antraciclinici care au fost peste dozele limitd de 550 mg/mp: 2 pacienti
(8%) in grupul 550-700mg/mp si 1 pacient (4%) > 700mg/mp.

Dsitributia in functie de tipul de manifestare a cardiotoxicitatii se prezinta astfel: 16
pacienti (64%) nu au aratat nici o manifestare cardiotoxica de natura clinica sau paraclinica
pe toata perioada monitorizarii, 6 pacienti (24%) au expus elemente de cardiotoxicitate
subclinica, iar 3 pacienti (12%) au exprimat manifestari clinice de cardiotoxicitate.

Repartitia cazurilor in functie de aceasta clasificare ,temporald” a fost urmatoarea
(n=9): 2 cazuri (22,22%) cu prezentare cardiotoxica cu un debut precoce, 6 cazuri (66,66%)
cu elemente cronice de cardiotoxicitate si an cele din urma 1 caz (11,11%) pentru
cardiotoxicitate instalare tardiva.

Cantitatea medie de unitati de expresie genica a fost de 0,121 pentru TLR4 (interval 0,051-
0,801). Nivelurile de ARNm pentru genele tinta au fost normalizate cu referire la o gena GAPDH,;
rezultatul este prezentat ca expresie genica relativa. Cantitatea medie extrasa de ARNm a fost de
113.571 ug / pl (Figura 50).

Exista o relatie liniard descendentd puternica (negativa) intre expresia TLR4 si
valorile CMR T2 * (r = -0,9106, **** P <0,0001), unde r = coeficientul maxim de corelatie
simpla (Pearson). Exista, de asemenea, o corelatie liniara (fie pozitiva, fie negativa) cu EF si
Transferrin; nicio relatie stabilitéd legatd de genul genetic al pacientilor. Principalele corelatii
TLR4 sunt prezentate in Tabel 8.

Nivelurile de transferina serica (90 - 25,87 ng / mL) in determinarea initiala au avut o
corelatie semnificativa (r = 0,898; P <0,0001) cu determinarea de 6 saptaméani (108 - 40,13
ng / mL). Nu a existat nicio diferenta statistica bazatd pe sex sau corelatie pentru acest
parametru evaluat (Figura 51).

5.4. DISCUTII

Desi chimioterapia traditionala citotoxica este inca utilizatda pe scara larga,
dezvoltarea clinica si utilizarea agentilor care vizeaza caile de semnalizare au crescut
semnificativ. Perturbarea acestor cai de semnalizare poate duce la efecte asupra tesutului
cardiovascular (CV) care poate duce la evenimente cardiace adverse, adesea denumite in
general cardiotoxicitate. Cardiotoxicitatea poate aparea in orice moment in timpul sau dupa
terapia cancerului, in functie de efectele fiziopatologice ale agentului, de factorii de risc
cardiovascular preexistent ai pacientului si de rezervele fiziologice ale pacientului. Leziunea
prin radiatie a tesutului cardiovascular expus apare intr-o maniera dependenta de doza,
ducénd la raspuns inflamator, moarte celulara si fibroza rezultata.

intelegerea mecanismului de actiune al agentilor anticancerigeni noi (sau de
investigatie) asupra tesutului cardiovascular poate ajuta la identificarea efectelor specifice de
evaluat in studii non-clinice si apoi la monitorizarea prospectiva a acestor evenimente in
studiile clinice. Atenuarea cardiotoxicitatii si implementarea strategiilor cardioprotectoare pot
fi luate in considerare Thainte, in timpul sau dupa terapie. Combinatia de biomarkeri multipli
si o strategie integrata de biomarkeri si masuri imagistice sunt, de asemenea, domenii de
investigatie activa in cardio-oncologie.

Pe langa formele de moarte celulara apoptotica, deja studiate si cunoscute, exista
forme non-apoptotice de moarte celulara, care pot declansa un proces sistematic de
cascada a inflamatiei prin eliberarea modelelor moleculare asociate pericolului (DAMP), care
urmeaza sa fie recunoscute de catre innascute receptorii imuni (IIR) (137). Mecanismele de
fiziopatologie care declanseaza o disfunctie cardiomiocitara secundara unui proces de
supraincarcare a fierului sunt partial necunoscute (Figura 54).

Postulam ca intrarea unei endotoxine in circulatie declanseaza inflamatia sistemica
mediata de TLR4 (un raspuns precoce IIR). Endotoxina reprezinta in acest caz scenariul de
rationament o componenta cheie pentru bacterile Gram-negative si, de asemenea, un
ligand de TLR4 (138,139). In circumstante normale de homeostazie, o cantitate mare de
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bacterii care prezintd endotoxina locuiesc in intestin si sunt strict limitate de bariera mucoasa
intestinala. Dar aceasta bariera ar putea fi spartd de doxorubicina, despre care se stie ca
este capabila sa perturbe epiteliul pentru a induce ulcere orale, inflamatii intestinale si cistita
hemoragica la pacientii cu cancer (140,141). Daca doxorubicina a cauzat leziuni la nivelul
mucoasei intestinale, endotoxina ar putea intra in circulatie si ar putea stimula inflamatia
sistemica.

Mai mult, s-a constatat ca doxorubicina regleazé in sus expresia TLR2 si 4 in
cardiomiocite (31). Este posibil ca aceasta molecula sa ridice direct nivelul TLR4 in
macrofage, rezultdnd raspunsuri inflamatorii mai puternice la endotoxina si leziuni mai
severe la diferite organe.

De obicei, o disfunctie ventriculara stdnga semnificativa (scadere cu peste 10%
pentru FEVS) a aparut deja atunci cénd cardiotoxicitatea este detectata prin tehnici de
imagistica (cu manifestari clinice). Biomarkerii, cel mai important peptidele natriuretice
cardiace si troponinele, au fost markeri promitatoare pentru identificarea pacientilor cu risc
potential de simptome clinice de insuficientd cardiaca (142). Cu toate acestea, pana acum,
acesti biomarkeri nu si-au dovedit utilitatea practica ca instrument de screening si
management al cardiotoxicitatii indus de antraciclina.

Pentru a fi si mai specific, utilitatea troponinei a fost demonstrata in principal dupa
administrarea de medicamente antineoplazice si 3-simpatomimetice, desi utilizarea de rutina
a acestor markeri in monitorizare la pacientii care primesc terapie cu antraciclina este
departe de a fi rezolvata (143).

Comorbiditatile preexistente sau stilul de viata nefavorabil (hipertensiune arteriala,
diabet, hiperlipidemie, activitate fizica redusa) sunt cunoscute de mult timp pentru a creste
riscul de cardiotoxicitate la pacientii care urmeaza sa primeasca antracicline si au fost astfel
determinate si analizate in cadrul studiului pe loturi.

In practica noastra medicald zilnicd, identificarea pacientilor cu risc crescut de
cardiotoxicitate este extrem de importanta.

Trebuie remarcat faptul ca exista, de asemenea, o mare variabilitate individuala a
sensibilitatii la antraciclina pentru fiecare pacient.

6. CONCLUZII S| CONTRIBUTII PERSONALE

¥ Tezade fata a avut scopul de a studia posibile aplicatii ale metodelor imagistice si

biologic-genetice de avangarda, cum sunt RMN cardiac T2* si analiza TLR4 din

sangele periferic, in studiul cardiotoxicitatii induse de Doxorubicina.

In prezent, inca nu avem o definitie consensuald pentru cardiotoxicitate.

Semnalizarea TLR produce o activare si o maturare a celulelor sistemului imunitar

si este indispensabila pentru un raspuns imun eficient indreptat impotriva

microorganismelor patogene, precum si impotriva celulelor maligne.

Anumite studii experimentale, au demonstrat ca Doxorubicina poate sa determine o

crestere directd a nivelului fierului intracelular din “bazinul” (pool) de fier labil

intracelular, care, in mod normal, este corespondentul a aproximativ <5% din fierul

total intracelular.

Fiziologic, marea majoritate a celulelor organismului uman accepta fierul prin

interventia unei glicoproteine plasmatice, transferina.

Fiziopatologia doxorubicinei consta Tn acumularea si suprapunerea efectelor

acesteia, avand ca elemente principale formarea de radicali liberi si perturbarea

metabolismului fierului.

% Chiar daca teoria SRO si a fierului este Tn mare proportie recunoscuta ca si un
mecanism primar in toxicitatea doxorubicinei, utilizarea in practica de antioxidantj,
pe parcursul unor teste clinice si a modelelor de reproducere experimentala pe

e €€

e €
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animale, a dat gres in a amortiza si in a reduce cardiotoxicitatea indusa de
antracicline.

Valorificarea efectelelor benefice ale stimularii TLR4 ramane o provocare pentru
cercetarea din domeniul cancerului.

Cardiotoxicitatea antraciclinica se asociaza cu inflamatia cardiaca , prin medierea
sistemului imun nespecific.

Metodologia de lucru conceputa pentru acest studiu poate sa constituie un etalon
pentru elaborarea si diversificarea altor schite experimentale din acest domeniu de
interes (sau nu numai, prin insasi abordarea interdisciplinara sau corelata de studiu
uman si pe model experimental, a acestei teze).

Se pot utiliza unii agenti de protectie cardiaca, care se asociaza cu o scadere a
cardiotoxicitatii si faciliteaza utilizarea unor doze mai mari cumulative de
antracicline. De asemenea, cardiotoxicitatea la antracicline poate fi minimizata prin
utilizarea analogilor care ar putea fi mai putin cardiotoxici.

Trebuie actualizate definitile si cerintele stiintifice si tehnice detaliate privind
medicamentele utilizate in terapia genica si medicamentele utilizate in prevenirea
cardiotoxicitatii induse de antracicline. Mai mult, trebuie stabilite cerinte stiintifice si
tehnice detaliate privind produsele obtinute prin inginerie tisulara, precum si privind
dispozitivele medicale care contin medicamente pentru terapii avansate si
medicamentele combinate pentru terapii genice .
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