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Resumo

Wanderley Janior MRB. Avaliacdo do valor preditivo dos biomarcadores
mieloperoxidase e galectina-3 na deteccao de cardiomiopatia secundaria a
quimioterapicos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2021.

Introducdo: Antraciclina (ANT) frequentemente, € utilizada como
quimioterapico para tratamento da neoplasia de mama, porém sua aplicacao
clinica é limitada pela cardiotoxicidade (CTX). CECCY trial (Carvedilol for
Prevention of Chemotherapy-Related Cardiotoxicity) demonstrou que o
betabloqueador carvedilol (CVD) pode reduzir a injuria miocardica
secundaria a ANT. Mieloperoxidase (MPO) é um biomarcador de estresse
oxidativo e Galectina-3 (Gal-3) é um biomarcador de fibrose e
remodelamento cardiaco. Avaliou-se a correlacdo entre o comportamento da
MPO e Gal-3 com CTX. Métodos: Foi realizada uma analise post hoc dos
pacientes que participaram do CECCY trial. 192 mulheres tiveram amostras
de sangue processadas e estocadas a — 80°C. Apds, as amostras foram
analisadas em um Unico momento. Destas, 18 tiveram ao menos duas
amostras hemolisadas e foram excluidas da pesquisa. As amostras de
sangue foram obtidas na randomizacdo e ap6s 3 e 6 meses do inicio da
quimioterapia (QT) com ANT. A dosagem de MPO e Gal-3 foi realizada pelo
MILIPLEX MAP KIT (Merck Laboratories), com a utilizacdo de tecnologia
Luminex XMAP. Resultados: Durante o seguimento, 26 pacientes (14,9%)
apresentaram queda > 10% da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FEVE) em 6 meses apos inicio da Qxt. Dentre estas, ndo houve diferenca
estatistica no comportamento dos biomarcadores MPO e Gal-3 quando
comparados com 0 grupo que nao apresentou queda significativa de FEVE
(p=0,85 para Gal-3 e MPO). Niveis séricos de MPO [basal: 13,2 (7,9; 24,8),
3 meses: 17,7 (11,1; 31,1), 6 meses: 19,2 (11,1; 37,8) ng/mL] e Gal-3 [basal:
6,3 (5,2; 9,6), 3 meses: 12,3 (9,8; 16,0), 6 meses: 10,3 (8,2; 13,1) ng/mL]
aumentaram apos a QT com ANT, mas as altera¢gBes longitudinais foram
similares entre o grupo placebo e CVD (p para interacdo: 0,28 e 0,32
respectivamente). Em uma analise exploratéria, os valores de MPO e Gal-3
foram divididos em grupos acima e abaixo da média. No grupo placebo,
mulheres com MPO sérica basal alta demonstraram um aumento maior na
elevacdo de Tnl do que o grupo com MPO sérica abaixo da média
(p=0,041). Comparado ao placebo, CVD atenuou significativamente a
elevacdo de Tnl em mulheres com MPO basal acima da média (p<0,001)
mas nado atenuou a elevacao de Tnl em mulheres com MPO sérica basal
abaixo da média (p=0,97; p para interacdo 0,009). Nao houve diferenca do
comportamento da Tnl em relacdo aos niveis séricos basais de Gal-3 (p para
interacdo = 0,99). Conclusdo: Nesta subanalise do estudo CECCY, o
comportamento dos biomarcadores MPO e Gal-3 n&do se correlacionou com

Xiv



0 desenvolvimento de CTX. Entretanto, niveis de MPO acima da média
foram associados com maior injaria miocardica e ajudaram a identificar
mulheres mais propicias a se beneficiar de carvedilol, como prevencao
primaria (NCT01724450).

Descritores: Cardiotoxicidade; Biomarcadores; Mieloperoxidase; Galectina-
3; Troponina; Antagonistas adrenérgicos beta; Antraciclinas.
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Abstract

Wanderley Janiorr MRB. Plasma biomarkers reflecting high oxidative stress
predicts myocardial injury related to anthracycline chemotherapy: insights
from the CECCY Trial [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Background: Anthracycline (ANT) is often used as a chemotherapeutic drug
for breast cancer treatment, but its clinical use is limited by cardiotoxic
effects. CECCY trial demonstrated that the B-blocker carvedilol (CVD) could
attenuate the myocardial injury secondary to ATN. Mieloperoxydase (MPO) is
a biomarker of oxidative stress and galectin-3 (Gal-3) is a biomarker of
fibrosis and cardiac remodeling. We evaluated the correlation between MPO
and Gal-3 behavior with CTX and also the effects of CVD on MPO and Gal-3
blood levels. Methods: A post hoc analysis was performed in the patients
who attended CECCY trial. 192 women had her blood samples stored during
the study at - 80°C until the time of assay in a single batch. Stored blood
samples were obtained at baseline, 3 and 6 months after the beginning of
randomization. 18 women had at least two sample hemolyzed and were
excluded. MPO and Gal-3 were measured using Luminex® XMAP®
technology through MILLIPLEX® MAP KIT (Merck Laboratories). Results: 26
patients (14.9%) had a decrease of at least 10% in LVEF at 6 months after
the initiation of chemotherapy. Among these, there was no significant
difference in the MPO and Gal-3 when compared to the group without
substantial drop in LVEF (p= 0.85 for both MPO and Gal-3). Blood levels of
MPO [baseline: 13.2 (7.9; 24.8), 3 months: 17.7(11,1; 31.1), 6 months: 19.2
(11.1; 37.8) ng/mL] and Gal-3 [baseline: 6.3 (5.2; 9.6), 3 months: 12.3 (9.8;
16.0), 6 months: 10.3 (8.2; 13.1) ng/mL] increased after ANT chemotherapy,
and the longitudinal changes were similar between the placebo and CVD
groups (p for interaction: 0.28 and 0.32, respectively). In an exploratory
analysis, as there is no normal cutoff value established for Gal-3 and MPO in
the literature, the MPO and Gal-3 results were splitted in two groups: above
and below average. In the placebo group, women with high (above median)
baseline MPO blood levels demonstrated a greater increase in Tnl blood
levels than those with low baseline MPO blood levels (p=0.041). Compared
with placebo, CVD significantly reduced Tnl blood levels in women with high
MPO blood levels (p<0.001), but did not reduce the Tnl levels in women with
low baseline MPO blood levels (p=0.97; p for interaction =0.009). There was
no significant interaction between CVD treatment and baseline Gal-3 blood
levels (p for interaction = 0.99). Conclusion: In this subanalysis of the
CECKCY trial, CVD did not affect changes in galectin-3 and MPO blood levels
after ANT chemotherapy in women with breast cancer. Although these

XVi



biomarkers did not predict the development of CTX, high MPO blood levels
was associated with worse myocardial injury and identified women who were
most likely to benefit from carvedilol for primary prevention (NCT01724450).

Descriptors: Cardiotoxicity; Biomarkers; Myeloperoxidase; Galectin-3;
Troponin; Adrenergic beta-antagonists; Anthracyclines.
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Introducéo 2

1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares e as neoplasias s&o as principais
causas de Obito no mundo ®. Dentre as doencas cardiovasculares, as
doencas cardiacas isquémicas mantém-se como a maior causa de morte @,
Destaca-se também a insuficiéncia cardiaca (IC), associada com altos
indices de admissdo hospitalar e mortalidade. A taxa de mortalidade
secundéria a IC na populacao norte-americana, em 2014, foi de 96,9 mortes
por 100.000 habitantes @) Em relagdo a hospitalizacdo, a IC corresponde a
maior causa na populagdo sul americana ®. No Brasil, 21% das admissées
hospitalares secundarias a doencas circulatorias, em 2012, foram em
decorréncia de IC ©). A mortalidade intra-hospitalar dos pacientes admitidos
foi entre 3 e 4% nos norte-americanos ® e 12,6% nos brasileiros ©).
Aproximadamente, 80% dos homens e 70% das mulheres com menos de 65

anos morrem dentro de 8 anos apés o diagndstico de IC (7,

Em razdo dos avancos no diagnostico e tratamento, a mortalidade
das neoplasias, em geral, apresentou decréscimo. A sobrevida a longo prazo
de pacientes com cancer tem a perspectiva de elevacao de quase 30% na
proxima década, com um numero estimado de 18 milhdes em 2022 sé nos
Estados Unidos da América ®. Mulheres representam 49,5% da populagdo
mundial, porém compdem maioria na populacdo acima de 60 anos, entre 0s
quais o cancer ocorre de forma mais frequente. Entre as mulheres, cancer é
a segunda causa de morte no mundo com um numero estimado de 6,7

milhdes de novos casos e 3,5 milhdes de mortes no mundo em 2012. A
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expectativa € de que aumente para 9,9 milhdes de casos e 5,5 milhGes de
mortes anuais em 2030, como resultado do crescimento e envelhecimento
da populagcéo. Mama, colorretal e pulméo séo as neoplasias mais frequentes
relacionadas a morte entre as mulheres. Dentre elas, cancer de mama € a
mais frequente e a maior responsavel por morte relacionada a neoplasia,
com um numero estimado de 1.7 milhdes de casos (25% casos cancer) e

521.900 mortes em 2012 (15% das mortes relacionadas a neoplasia) ©.

Apesar do avanc¢o no tratamento das neoplasias, os efeitos adversos
da quimioterapia podem levar a interrupcdo precoce do tratamento e
prejudicar sua eficacia. Dentre os efeitos adversos cardiovasculares,
destaca-se a cardiotoxicidade (CTX) 0. Tipicamente, manifesta-se como
cardiomiopatia dilatada durante o tratamento quimioterapico ou mais
tardiamente (113, Na populacdo brasileira, a cardiomiopatia dilatada
secundaria a quimioterapicos (CMQT) representa 0,4% das etiologias de

IC ® e dados internacionais estimam prevaléncia de 1% @4,

Cardiotoxicidade implica comprometimento da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo (FEVE). Pode ser classificada em trés tipos: aguda, que
ocorre apos uma dose de tratamento; precoce, em até um ano de tratamento
e crbnica, apos o fim do tratamento quimioterapico. Cardinale e
colaboradores demonstraram uma incidéncia de 9% de CTX durante 4 anos
de seguimento em 2.625 pacientes que receberam tratamento
quimioterapico que incluisse antraciclina (ANT), e a maioria ocorreu no
primeiro ano (98%) (%), Entretanto, existem diferentes classificagées de CTX

propostas, conforme descrito nos dados da Tabela 1.
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Tabelal- Definicdes de cardiotoxicidade

Autor Definicédo

Alexander et al. @617 Leve: declinio de FEVE >10%

Moderada: declinio na FEVE >15% para um valor
absoluto de FEVE <45%

Severa: insuficiéncia cardiaca (IC) sintomatica

Schwartz et al. (16:18) Declinio de FEVE >10% para um valor absoluto de
FEVE <50%

Cardiac Review and Evaluation Declinio de FEVE global ou mais severa no septo;

Committee 9 Sinais e sintomas de IC; Declinio no FEVE 25%
para um valor absoluto de FEVE <55% com
sintomas de IC; declinio no FEVE 210% para um
valor absoluto de FEVE <55%

American Society of Declinio de FEVE 210% para um valor absoluto de
Echocardiography and European FEVE < 53%

Association of Cardiovascular

Imaging @9

European Society of Cardiology ?®  Declinio no FEVE 210% para um valor absoluto de
FEVE <50%

Dentre os tratamentos quimioterapicos existentes, 0os que mais se
associam a cardiotoxicidade sdo as antraciclinas, relacionadas a dose
cumulativa @2 23), Sjo utilizadas amplamente em tumores sélidos como
cancer de mama e osteossarcoma, assim como em neoplasias

hematoldgicas 4.

As antraciclinas tém diversos mecanismos de acao para interferir com
a replicacdo e com a rapida proliferacdo das células cancerigenas, induzindo
apoptose nestas células. Entretanto, podem ao mesmo tempo induzir

apoptose em células ndo cancerigenas (?5-32),

A ANT é o agente quimioterapico mais utilizado para o tratamento de

cancer de mama 3. Estudos prévios demonstravam incidéncia de disfuncdo
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cardiaca em quase 50% dos pacientes ©G%. No entanto, as doses
cumulativas dos antraciclicos eram maiores, os métodos de deteccdo menos
precisos e os critérios de definicdo da CTX mais heterogéneos. A incidéncia
da CTX atual estimada com doses da ANT acumulada de até 400 mg/m? é
entre 3-5%, até 550 mg/m? de 7-26% e com doses de 700 mg/m?, a
incidéncia € entre 18-48% ©%. Além da dose cumulativa da ANT, outros
fatores de risco para desenvolvimento de CTX s&o o sexo feminino,
extremos de idade (<18 e >65 anos), insuficiéncia renal, radioterapia prévia
ou concomitante envolvendo o coragdo, comorbidades como hipertenséo
arterial sistémica, fatores genéticos e doencas cardiacas associadas ao
aumento de stress na parede do ventriculo esquerdo, além do uso de outros

quimioterapicos concomitantes como o trastuzumabe %),

A incidéncia da CTX apresentou decréscimo nas ultimas décadas e
estudos recentes demonstram incidéncia de 9% em 4 anos % e 13,5%
durante 6 meses de seguimento ©%. Doses cumulativas menores
contribuiram para este decréscimo, assim como deteccao precoce por meio
de monitoramento proximo de FEVE e instituicdo precoce de medidas
terapéuticas para recuperacdo de FEVE G). A deteccdo precoce e o
monitoramento de FEVE sdo fundamentais para o diagnostico e inicio de

medidas preventivas e terapéuticas.



Introducéo 6

1.1 MONITORIZACAO DA CARDIOTOXICIDADE

A biopsia endomiocardica € o padrdo ouro para diagnéstico de
cardiotoxicidade por antraciclina e existe um sistema de graduacdo de
toxicidade, demonstrando que o dano miocardico jA ocorre com doses de
180 g/m2 ©8), Por ser método invasivo, vem-se buscando outras formas de

deteccao de CTX.

A dosagem de biomarcadores é um método de facil aplicacdo e nao
invasivo, que vem sendo estudado para detectar precocemente a CTX. A
troponina | (Tnl) € uma proteina exclusiva das células miocardicas e esta
bem estabelecida como marcador de injuria miocardica ©°. Cardinale e
colaboradores demonstraram que, em 703 pacientes com neoplasias
avancadas submetidos a altas doses de quimioterapia, a elevacéo precoce
(logo apoOs sessdao de quimioterapia) e tardia (1 més apos sessdo de
quimioterapia) de Tnl apresentou relacdo com injaria miocardica.
Quatrocentos e noventa e cinco pacientes ndo apresentaram elevagao
precoce nem tardia (grupo Tnl”"), 145 mostraram apenas elevagdo precoce
(Tnl*") e 63 apresentaram elevacdo precoce e tardia (Tnl**). No primeiro
grupo, nao houve reducéo significativa de FEVE em 3 anos de seguimento.
Em contrapartida, nos dois grupos com Tnl positiva houve aumento
significativo da disfuncé@o ventricular esquerda “°, demonstrando assim o
alto valor preditivo negativo (VPN) da Tnl. A elevacdo da Tnl apés um més
do tratamento quimioterapico foi relacionada a maior incidéncia de eventos

cardiacos quando comparada a um aumento mais agudo e transitério “9),
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podendo sugerir uma lesdo miocérdica mais persistente e significativa.
Outros estudos foram realizados para avaliar a relagdo das Tnl e CTX.
Bosch e colaboradores realizaram estudo para avaliar a eficacia da
prevencdo primaria com as medicacdes enalapril e carvedilol em 90
pacientes portadores de doencas hematoldgicas malignas. Ndo houve
relacdo entre o comportamento dos niveis séricos da Tnl e a disfungéo
ventricular pos-quimioterapia “Y. Gulati e colaboradores realizaram estudo
2x2 fatorial em 121 mulheres com cancer de mama em quimioterapia que
incluisse a antraciclina epirrubicina em dose cumulativa de 240-400 mg/m?2.
Tratou-se de estudo placebo-controlado, duplo-cego e randomizado para
receber succinato de metoprolol, candesartana e placebo. Houve elevacao
da Tnl e TnT durante a quimioterapia e a elevagcdo da mesma foi atenuada
pelo succinato de metoprolol (p<0,05), mas ndo pelo candesartana. No
entanto, ndo houve associacéo entre mudanca no valor dos biomarcadores e
mudanca da FEVE ©“2. Em nosso estudo CECCY trial, demonstramos
elevacdo de Tnl apos quimioterapia com antraciclina em 200 mulheres com
cancer de mama submetidas a prevencao primaria com carvedilol. Trata-se
de estudo duplo-cego, randomizado, placebo-controlado, em que houve
elevacéo da Tnl nos dois grupos, porém nao houve relacdo entre a elevacao
de Tnl e a disfuncdo ventricular. A magnitude da elevacdo de Tnl foi

significativamente menor no grupo que recebeu terapia com CVD ©6),

A troponina ultrassensivel tem maior acuracia para evidenciar injaria

miocérdica, € um preditor progndéstico independente em pacientes com IC,
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porém existem poucos estudos que relacionem a troponina ultrassensivel

com cardiotoxicidade induzida por quimioterapicos “3 44,

Outro marcador cardiaco, o Peptideo Natriurético Cerebral (BNP), é
um horménio secretado predominantemente nos ventriculos cardiacos que
se apresenta em altos niveis em pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC). E
sintetizado em resposta a distensdo da parede ventricular e a ativacao
neuro-hormonal. Além de marcador diagnéstico de IC, também ¢é indicador
de gravidade e prognostico “%). Alguns estudos utilizaram BNP como preditor
de disfuncao ventricular pds quimioterapia. O estudo OVERCOME (Enalapril
and carvedilol for preventing chemotherapy- induced left ventricular systolic
dysfunction in patients with malignant hemopathies) ndo encontrou relacéo
entre o pico de BNP e mudanca de FEVE “V. No subestudo de avaliacdo de
biomarcadores do PRADA (Prevention of Cardiac Dysfunction During
Adjuvant Breast Cancer Therapy), houve aumento longitudinal dos
biomarcadores BNP e NT-proBNP, porém ndo houve associacdo entre
elevacdo destes biomarcadores e disfuncdo sistolica e diastolica do
ventriculo esquerdo “?. Da mesma forma, no estudo CECCY (Carvedilol for
Prevention of Chemotherapy-Related Cardiotoxicity) ndo houve correlagéo
entre comportamento do BNP, apds quimioterapia, e alteracdo da funcéo

ventricular (36),

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima derivada do leucécito, liberada
por neutréfilos e mondcitos ativados, produzidos secundariamente a
resposta inflamatoria e estresse oxidativo “% 47, Aumento nos niveis de MPO

foram relatados em estudos prévios relacionados a eventos cardiovasculares
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em pacientes com dor precordial “®), assim como a presenca de IC na
populacdo geral “9). Em estudo de Ng e colaboradores, um papel potencial
para aumentar a sensibilidade diagnéstica na populacdo pesquisada para
disfuncdo sistdlica do ventriculo esquerdo (VE) entre populacdo
aparentemente saudavel foi relatado, em associacdo com BNP, além de
relacdo com a severidade da disfuncédo diastélica, disfuncdo de VD, e
prognostico em IC aguda ©6 50. 51 Também foi demonstrada associagdo
com mortalidade em pacientes com doencga coronariana e relagdo com

placas de ateroma instaveis (2 53549

Estudos recentes correlacionam elevagédo dos niveis séricos de MPO
com CTX. Ky e colaboradores descreveram uma melhora no valor preditivo
da Tnl para avaliar CTX quando adicionado ao aumento do nivel sérico da
MPO em mulheres com cancer de mama tratadas com doxorrubicina e
trastuzumabe %, Durante o seguimento a longo prazo (15 meses) do

mesmo estudo, MPO permaneceu como preditor de CTX ©6),

Galectina-3 (Gal-3) € uma proteina de 26 kDa, produzida por
macrofagos e que estimula a fibrogénese, levando a proliferacédo
fibroblastica e deposicdo de colageno 7). E constituida por uma R-
galactosidase ligada a lecitina, envolvida na resposta inflamatoria do coracao
insuficiente. Altos niveis séricos foram associados a remodelamento do VE e
a mortalidade em diversos estudos ©8 59 60) Estudos demonstraram que Gal-
3 foi preditor de mortalidade em IC aguda e crénica ©% 62 63) Gal-3, assim

como a MPO, ja foi testada para predizer CTX, com resultados conflitantes.
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A maioria destes estudos ndo encontrou correlagdo entre seus niveis e

desenvolvimento de CTX (2. 55,56, 59),

1.2 METODOS DE IMAGEM

A determinacédo da funcéo ventricular pelos métodos de imagem antes
do inicio da quimioterapia deve ser realizada %, seja com Eco TT com ou
sem strain, ressonancia nuclear magnética ou ventriculografia radioisotopica.
Procura-se manter o mesmo meétodo de avaliacdo durante o seguimento
para monitorizagdo de queda de FEVE em raz&o de variagfes inerentes a
aplicacdo de diferentes métodos @Y, conforme os dados da

Tabela 2.
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Tabela2 - Meétodos para deteccdo da cardiotoxicidade

. Critério T
Método diagnostico atual Vantagens LimitagcOes
Ecocardiograma; - FEVE: queda de - Elevada - Variabilidade entre

- Medida da FEVE
em 3D

- Medida da FEVE
em 2D com
método Simpson

- Strain longitudinal
global

Ventriculografia
radioisotopica

Ressonéancia
Nuclear Magnética

Biomarcadores
cardiacos:

- Troponina T

- Troponina |
Ultrassensivel

- BNP
- NT-pr6BNP

10 pontos
percentuais para
um valor abaixo do
limite inferior da
normalidade

- Strain longitudinal
Global: reducao
>15% do valor
basal

Queda >10 pontos
percentuais na
FEVE para um
valor <50%

Sem uma definicdo
universal. Utilizada
para avaliar queda
da FEVE sobretudo
como confirmatéria
dos outros
métodos

Elevacao dos
marcadores

disponibilidade

- N&o utilizacéo de
radiacao

- Avaliacao
hemodinamica e de

outras estruturas
cardiacas

- Reprodutibilidade

- Acurécia e
reprodutibilidade

- Deteccao de
fibrose miocardica
utilizando o MAPA
T1 e avaliacdo da
fracdo de volume
extracelular

- Acuréacia e
reprodutibilidade

- Elevada
disponibilidade

- Alta sensibilidade

observadores
- Qualidade de imagem

- Strain: variabilidade
entre observadores e
necessidade técnica

- Exposicdo cumulativa
de radiacéo

- Limitada informacéo
estrutural e funcional em
outras estruturas
cardiacas

- Disponibilidade limitada
- Adaptacao do paciente

- Evidéncia insuficiente
para estabelecer
significancia nas
elevacdes

- Variacdes de diferentes
kits

- Papel da monitorizacao
de rotina ainda néo esta
bem estabelecido

FONTE: Adaptado de Zamorano et al. 1,

FEVE - fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; 3D — tridimensional; 2D — bidimensional; BNP —
peptideo natriurético cerebral; NT-proBNP - N-terminal do pré-hormdnio do peptideo natriurético do
tipo B.
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1.3 PREVENCAO PRIMARIA DA CARDIOTOXICIDADE

A identificacao precoce dos pacientes com risco para CTX é o objetivo
primario para cardiologistas e oncologistas. O melhor tratamento para
cardiotoxicidade induzida por quimioterapia € a prevengdo ha primeira
instancia . Atualmente, as abordagens recomendadas por diretriz na
prevencdo primaria da cardiotoxicidade secundaria as antraciclinas sao a
reducdo do potencial cardiotéxico do quimioterapico pela limitacdo da dose
cumulativa da medicacédo, administragdo com infusdo continua, utilizacdo da
forma lipossomal ou emprego de um derivado menos cardiotoxico da droga
(epirrubicina ou idarrubicina) e o uso de farmacos cardioprotetores como
dexrazoxane (DRZ) (agente quelante de ferro) ¢, Quando ocorre disfuncéo
cardiaca pOs quimioterapia, a funcdo cardiaca recupera-se completamente

em apenas 42% dos pacientes, apesar da 6tima terapia farmacoldgica G”).

Em relacdo ao uso de medicamentos para prevencao primaria, os [3-
bloqueadores tém obtido resultados favoraveis na prevencdo da
cardiotoxicidade por doxorrubicina desde sua aplicacdo em modelos
animais. Com base nestes estudos, o efeito protetor ndo parece ser
secundario a um efeito da classe dos 3-bloqueadores e, suspostamente, €
baseado nas propriedades anti-oxidantes do carvedilol ©& 67 Carvedilol
(CVD) é um B-bloqueador ndo seletivo com propriedades a-bloqueadoras.
Age na funcdo mitocondrial das células cardiacas e possui propriedades
antioxidantes, o que pode melhorar a funcdo cardiaca e a resisténcia a

agressao. Este farmaco também foi utilizado como prevencédo primaria em
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pequenos estudos em pacientes submetidos a quimioterapia com ANT, com

alguns resultados favoraveis ao uso do betabloqueador (1. 68.69.70),

Estudos com maior nUmero de pacientes foram realizados na tentativa
de consolidar o R-bloqueador como terapia de prevencdo primaria na
cardiotoxicidade secundaria a doxorrubicina. O estudo PRADA néo
demonstrou efeito do succinato de metoprolol sobre a prevencéo no declinio
de FEVE e, embora ndo tenha demonstrado prevencdo de CTX, 0 grupo
candesartana apresentou queda significativamente menor de FEVE
comparado ao controle (p=0,026) Y, Tanto TnT como Tnl apresentaram
maior elevacdo no grupo placebo comparado ao grupo succinato de
metoprolol 2, Posteriormente, o seguimento de 6 meses do estudo CECCY,
que até o momento foi o maior estudo em prevencdo primaria de
cardiotoxicidade secundaria a doxorrubicina, demonstrou que poucos
pacientes apresentaram reducao precoce de FEVE (14,5% grupo carvedilol
versus 13,5% grupo placebo; p=1,0), porém o aumento nos niveis séricos de
Tnl foi menor no grupo intervencdo (p=0,003) ©%. Em relacdo a outras
drogas testadas para prevencdo primaria, Cardinale e colaboradores
demonstraram beneficio do inibidor da enzima conversora de angiotensina
(IECA) enalapril como prevencao primaria, somente naqueles pacientes que
apresentaram alteracéo de troponina ("?. Demais estudos utilizando IECA ©“1)

e bloqueadores do receptor de angiotensina (BRA) ") ndo demonstraram a

mesma relacao.

Uma vez com disfuncdo ventricular, as terapéuticas para IC

orientadas pelas diretrizes das Sociedades de Cardiologia sao, muitas
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vezes, extrapoladas aos pacientes com cardiomiopatia induzida por
quimioterapia, mesmo que os dados de ensaios clinicos randomizados néao
estejam disponiveis, incluindo o uso de B-bloqueadores e IECA/BRA (73.74),
Em estudos ndo randomizados de prevencdo secundéaria de CTX com
enalapril e carvedilol, a recuperacdo da fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo foi reportada naqueles pacientes submetidos a tratamento

precoce, logo apds a apresentacdo clinica inicial de CTX (5 37),

Desta forma, a deteccdo precoce de cardiotoxicidade por meio do
monitoramento frequente da funcdo cardiaca, associado ao tratamento
precoce, sdo fundamentais para a recuperacdo de FEVE. No entanto, a
melhor estratégia seria prevenir a ocorréncia da disfuncao ventricular. Como
explicitado anteriormente, o uso de farmacos, sobretudo o carvedilol, até o
momento nao foi superior ao placebo para prevenir cardiotoxicidade, apesar
de reduzir a injuria miocéardica representada pela reducdo da elevacéo de
Tnl. No entanto, o impacto do 3-bloqueador sobre a elevacdo da Tnl ndo se
correlacionou com a prevencdo de disfuncdo ventricular nos ualtimos
estudos 6 42,71 Métodos mais sensiveis em predizer cardiotoxicidade sédo
necessarios, ja que, atualmente, aplicam-se doses menores de antraciclinas
(quanto maior a dose cumulativa de ANT, maior o beneficio do B-bloqueador
(75)) associadas ao uso mais frequente de analogos menos cardiotéxicos,

diminuindo a sua incidéncia

Na tentativa de avaliar métodos mais sensiveis para predizer
cardiotoxicidade, realizamos uma andlise post hoc do estudo CECCY no

qual tentamos, por meio da dosagem de MPO e Gal-3, aumentar a acuracia
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da deteccédo precoce de CTX, para selecionar os pacientes que mais se

beneficiariam da prevencao primaria com CVD.

1.4 RESULTADOS DO ESTUDO CECCY

De abril de 2013 a janeiro de 2017, foram randomizadas 200
pacientes portadoras de cancer de mama e referidas a quimioterapia com
ANT (doxorrubicina) no Instituto do Cancer de Sao Paulo. Oito pacientes
foram excluidos apés a randomizacdo. Consequentemente, 192 pacientes
foram distribuidas aleatoriamente para receber carvedilol ou placebo para
analise da intencédo de tratar. As caracteristicas basais das pacientes bem
como as doses de carvedilol e placebo foram equilibradas entre os grupos

(p=ns) ),

Durante o0 seguimento de 6 meses, 27 (14,0%) pacientes
apresentaram diminuicéo de pelo menos 10% de FEVE. Destas, 14 (14,5%)
estavam no grupo carvedilol e 13 (13,5%) no placebo (p=1,0). Ao considerar
a definicho mais recente de cardiotoxicidade de 10 pontos porcentuais e
gueda de FEVE abaixo do limite inferior de normalidade, apenas uma (1%)
paciente no bragco placebo (com queda de FEVE para 35%), e nenhuma no

brago carvedilol preencheu os critérios de cardiotoxicidade (36),

A FEVE basal média foi 65,2 + 3,6% no grupo placebo e 64,8 + 4,7%
no carvedilol. Ap6s 6 meses de quimioterapia, FEVE foi 63,9 £ 5,2% no

grupo placebo e 63,9 = 3,8% no carvedilol. Houve reducdo absoluta de
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FEVE, néo significante, de 1,3% no grupo placebo e 0,9% no grupo

carvedilol em 6 meses (p=0,84).

Em relacdo ao status de menopausa, nenhuma diferenca foi

evidenciada entre carvedilol e placebo nos subgrupos pré e pdés-menopausa.

As medidas dos niveis de Tnl foram realizadas apdés uma mediana de
19 dias de cada ciclo de doxorrubicina. Os niveis de Tnl, desde o inicio da
quimioterapia até o final do estudo, elevaram-se em ambos os grupos. No
entanto, esse aumento foi significativamente atenuado (p=0,003) no braco
carvedilol. Sessenta e cinco (33,8%) pacientes apresentaram niveis
plasmaticos de Tnl mais elevados do que 0,04 ng/mL. Destas, 25 (26,0%)
estavam no grupo carvedilol e 40 (41,6%) no placebo (p=0,03). Apos o
término dos ciclos de ANT houve queda nos niveis de Tnl durante os ciclos
de taxano (Figura 1). Para o BNP, no entanto, ndo houve diferenca

associada entre os grupos (p=0,85).

Menor incidéncia de disfuncdo diastolica no grupo carvedilol foi
encontrada, quando comparada ao placebo (p=0,039). A incidéncia da
disfuncéo diastolica no braco placebo aumentou progressivamente durante o
tratamento com ANT, mas nao no carvedilol. Na maioria (91%), o
diagnéstico de disfuncdo diastolica apresentado foi classificado como
disfuncéo diastdlica grau I, ou seja, uma alteracao de relaxamento.

Em relacdo aos desfechos clinicos, ndo houve diferencas
significativas na incidéncia de eventos entre os grupos ao longo do

seguimento. Durante o periodo de estudo, duas pacientes (2,1%) foram a
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Obito no grupo carvedilol e duas (2,1%) no placebo (p=1,0). Todas as mortes

foram decorrentes da progressao da doenca cancerigena ).
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Figural- Medidas de troponina | durante o tratamento quimioterapico. O
modelo estatistico foi o modelo linear misto no tempo como funcao
gquadratica
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o valor preditivo dos
biomarcadores  mieloperoxidase e  galectina-3  relacionados a
cardiotoxicidade secundaria a antraciclina em mulheres portadoras de

neoplasia de mama, participantes do estudo CECCY.
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3 DESFECHOS E HIPOTESE

3.1 DESFECHO PRIMARIO

O desfecho priméario do estudo foi avaliar a associacao entre o
aumento da concentracdo sérica dos biomarcadores
mieloperoxidase e galectina-3 e a subsequente cardiotoxicidade,
definida como queda na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
de, pelo menos, 10% do inicio da quimioterapia até seis 6 meses
apos o inicio do tratamento @7, em pacientes com cancer de
mama submetidos a quimioterapia com doxorrubicina,

participantes do estudo CECCY.

3.2 DESFECHOS SECUNDARIOS

Os desfechos secundarios incluiram:

Avalicdo do efeito do carvedilol no comportamento dos niveis
séricos dos biomarcadores mieloperoxidase e galectina-3 e sua
relacdo com as alteracdes nos niveis de troponina |, do inicio da

quimioterapia até 6 meses ap0s o comeco do tratamento.

Avaliacdo da alteracdo longitudinal dos niveis séricos dos

biomarcadores mieloperoxidase e galectina-3.
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3.3 HIPOTESE

Partiu-se da hipotese de que o aumento dos biomarcadores
mieloperoxidase e galectina-3 poderiam predizer a ocorréncia de
cardiotoxicidade pds-quimioterapia com antraciclina e aumentar a

sensibilidade da troponina | ao predizer este evento adverso.
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4 METODOS

O estudo “Avaliacdo do valor preditivo dos biomarcadores
mieloperoxidase e galectina-3 na deteccdo de cardiomiopatia secundaria a
quimioterapicos” foi aprovado como subestudo do "Estudo duplo-cego
randomizado e controlado sobre o efeito de betabloqueador na prevencao do
desenvolvimento de cardiomiopatia secundaria a quimioterapicos"”, pelo
Comité de Etica do Instituto do Corac&o (InCor) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (CAAE
35903412.9.1001.0068). Todos os participantes do estudo principal
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O mesmo
estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica e Coordenacdo de POs-
Graduacédo em Cardiologia (SDC 3571/10/160) e recebeu apoio financeiro
da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP —
2010/18078-8), assim como foi registrado na base de estudos CinicalTrials
(NCT01724450). O presente subestudo utilizou a verba excedente do estudo
principal para a compra dos kits e realizagdo da dosagem de

mieloperoxidase e galectina-3.

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Uma analise post hoc foi realizada nos pacientes que participaram do

estudo Carvedilol Effect in Preventing Chemotherapy Induced CardiotoxicitY
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(CECCY) 8. Resumidamente, trata-se de um estudo prospectivo, duplo-
cego, randomizado, controlado por placebo, realizado na Unidade de
Insuficiéncia Cardiaca do Instituto do Coracdo (InCor) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil) e no Instituto do
Cancer do Estado de Séo Paulo (ICESP). As pacientes foram encaminhadas
por meio do ICESP e avaliadas pela Equipe de Insuficiéncia Cardiaca do
Instituto do Coracéo, responsavel pela alocagédo, randomizacao, otimizacao
da dose de carvedilol / placebo e seguimento das pacientes. Os dados foram
coletados, gerenciados e analisados pela mesma equipe ao final do trabalho.
O desenho do estudo foi aprovado pela comisséo cientifica e comisséao de
ética de ambas as instituicdes. Todas as participantes foram informadas
sobre o0s objetivos da pesquisa, seu protocolo e as alternativas de
tratamento envolvidas, e assinaram o Termo de Consentimento Informado.
O registro na base de dados ClinicalTrials.gov (NCT01724450) ocorreu

antes do inicio do estudo.

As pacientes selecionadas para participar do estudo foram
randomizadas para intervencéo (carvedilol) ou placebo. Aquelas alocadas no
grupo intervencdo receberam carvedilol no inicio da quimioterapia, de
maneira escalonada e progressiva a cada 3 semanas, iniciando com 3,125
mg duas vezes ao dia, que foi entdo aumentada para 6,25 mg duas vezes ao
dia, depois para 12,5 mg duas vezes ao dia e, em seguida, para a dose
maxima de 25 mg a cada 12 horas (50 mg/dia) ou até o aparecimento de
sintomas ou FC <60 bpm, ou pressao arterial sistolica <110 mmHg, até

completar 20 semanas de tratamento, sendo suspenso com o fim da
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aplicagdo dos quimioterapicos (20 semanas). As pacientes alocadas no
grupo placebo receberam a medicacdo de modo presumidamente
escalonado e progressivo, de modo equivalente ao grupo intervencédo. O
placebo também foi mantido até completar o tratamento quimioterapico (20

semanas).

Os biomarcadores foram coletados ap6s uma mediana de 19 dias de
cada ciclo de quimioterapia com antraciclina. O acompanhamento da funcéo
ventricular foi realizado por meio da ecocardiografia seriada. Foram
utilizadas amostras de sangue coletadas na randomizagéo, apos 12 e 24
semanas do inicio da quimioterapia (Figura 2), que haviam sido congeladas
a — 80 °C em freezer pertencente ao departamento de Insuficiéncia Cardiaca
do Instituto do Coragcdo (InCor). A realizacdo da dosagem foi feita no
Laboratério Central do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina de
Sé&o Paulo em um Unico momento, apos a conclusédo e publicacdo do estudo

CECCY.
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Chemotherapy Treatment

Anthacycline Infusion Weekly Taxane Infusion

l 3 weeks l 3 weeks l 3 weeks ¥ 3 weeks
) ) End of
Randomization mp Carvedilol/Placebo Treatment (20 weeks) Evaluation

I TS weeks TG weeks T!l weeks T12 weeks T24 weeks

MPO MPO MPO
Gal-3 Tnl Tnl Tnl Gal-3 Gal-3
Tnl Tnl Tnl
Echocardiography Echocardiography Echocardiography

mmHg — milimetros de mercurio

Figura2 - Desenho do estudo. Os biomarcadores foram coletados apdés os ciclos de antraciclina. As dosagens de
mieloperoxidase e galectina-3 foram realizadas em amostras coletadas na randomizacdo e ap0s 3 e 6 meses do inicio da
guimioterapia. Foi otimizada a dose de carvedilol/placebo a cada 3 semanas até o maximo de 50 mg/dia, ou aparecimento de
sintomas, ou frequéncia cardiaca <60 batimentos por minuto, ou pressao arterial sistolica <110 mmHg. Carvedilol e placebo
continuaram até o fim da quimioterapia (20 semanas)
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4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Trata-se de andlise post hoc do estudo CECCY e, portanto, incluiu a
mesma populacdo. Foram abordadas consecutivamente todas as pacientes
com cancer de mama e terapia que incluiu antraciclina (doxorrubicina),
ciclofosfamida e taxano, de abril de 2013 até janeiro de 2017, atendidas no

ICESP.

O protocolo padrao de quimioterapia compreendeu quatro ciclos de
ciclofosfamida 600 mg/m2 e doxorrubicina 60 mg/m? a cada 21 dias (dose
total de 240 mg/m?), seguidos de paclitaxel 80 mg/m? semanalmente por 8

semanas, conforme os dados da Tabela 3.

Tabela 3 - Protocolo padrao de quimioterapia no ICESP

Regime Ciclofosfamida Doxorrubicina Paclitaxel/Docetaxel

600 mg/m? 60 mg/m? Paclitaxel — 80 mg/m?

AC—T em 30 minutos em 30 minutos em 2 horas/semana
a cada 21 dias a cada 21 dias por 8 semanas

AC - antraciclina; T - taxano

Cento e noventa e duas mulheres participantes do estudo CECCY
tiveram amostras coletadas durante o protocolo e congeladas a -80°C.
Dezoito participantes que nao tinham a amostra basal ou que as amostras

sofreram hemolise, foram excluidas da analise. A analise dos biomarcadores
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desta pesquisa foi realizada com o sangue estocado de 174 mulheres

participantes do estudo original.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Toda a populacdo de mulheres participantes do estudo CECCY.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Participantes que tiveram a primeira amostra, antes do inicio da

guimioterapia hemolisada.

e Participantes que nédo possuiam ao menos duas amostras integras,

incluindo a primeira amostra.

4.5 RANDOMIZACAO, ALOCACAO E INTERVENCAO

A randomizacao do estudo principal ocorreu na proporcao de 1:1 para
receber carvedilol ou placebo e incluiu uma estratificacdo pré-especificada,
de acordo com o estado da menopausa, considerando as potenciais
diferencas de risco cardiovascular entre pacientes pré e pés-menopausa 6,

A randomizacéao foi realizada por meio de uma lista baseada em programa
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de computador. A sequéncia da randomizacéo foi realizada em blocos de
quatro, incluindo duas pacientes com carvedilol e duas com placebo. A
ordem de carvedilol e placebo dentro de cada bloco foi atribuida
aleatoriamente. Ambas, a randomizacgéao e a alocacéo das pacientes foram
cegas para pacientes e pesquisadores. Os dados sobre randomizacéo e
alocacdo foram mantidos sob custddia da farméacia de pesquisa do ICESP,
que era independente do estudo. Na presente analise post hoc nao foi
considerado o status pré e pos-menopausa. Apos a dosagem dos
biomarcadores, considerou-se apenas 0 grupo para 0S quais as pacientes

haviam sido randomizadas (placebo ou carvedilol).

4.6 PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

As pacientes elegiveis para o estudo CECCY foram submetidas a um
Eco TT basal e testes laboratoriais de rotina que incluiram biomarcadores
Tnl e BNP antes da randomizacdo. Amostra adicional de sangue foi coletada
e estocada em freezer a -80 °C para posterior dosagem de MPO e Gal-3.
Cumpridos os critérios de elegibilidade, a randomizacédo era realizada e a

medicacao iniciada.

As medidas sequenciais dos biomarcadores foram feitas apds cada
ciclo de doxorrubicina (basal, trés, seis, nove, 12 e 24 semanas). O
ecocardiograma foi realizado na metade do tratamento com doxorrubicina (6

semanas), apos o término de doxorrubicina (12 semanas) e na avaliacao
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final (24 semanas). As dosagens de MPO e Gal-3 foram realizadas apenas
em amostras coletadas e estocadas na randomizagao, 12 e 24 semanas
apoés o inicio da quimioterapia. Sangue venoso foi coletado em tubo padréo
para plasma com heparina e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
processados a 3100 rpm por 15 minutos, divididos em aliquotas e estocados
a -80 °C até o momento da dosagem em um Unico lote. Para andlise deste
subestudo, s6 foram considerados o0s ecocardiogramas realizados na
randomizacao, 12 e 24 semanas apos o inicio da quimioterapia. Em virtude
da ocorréncia de hemdélise em algumas amostras estocadas, utilizava-se a
amostra imediatamente anterior; exemplo: se a amostra de 12 semanas
estocada estivesse hemolisada, a andlise de 9 semanas a substituia.
Apenas a amostra basal teria que, obrigatoriamente, ser analisada. Se a
mesma estivesse hemolisada, a paciente era excluida. Além disso, se nao
houvesse ao menos duas amostras integras para a analise, a paciente
também era excluida. Os acompanhamentos com Eco TT, Tnl, MPO e Gal-3

estdo descritos nos dados da Figura 2.

A determinacdo quantitativa de Tnl foi obtida por meio de
imunoensaio em sanduiche, em trés etapas, usando tecnologia
quimioluminescéncia direta e quantidades constantes de dois anticorpos
monoclonais. Um reagente auxiliar foi incluido para reduzir a ligacdo nao
especifica usando o kit comercial ADVIA Centaur® Tnl-Ultra (Siemens
Healthcare Diagnostics, Tarrytown, EUA). O nivel de deteccdo é de 0,006
ng/mL. Os niveis abaixo de 0,006 foram relatados como 0,005 ng/mL. O

percentil 99% de Tnl no estudo foi abaixo de 0,04 ng/ml.
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A concentragdo plasmatica de BNP foi obtida por meio de
imunoensaio em sanduiche de dois passos, utlizando tecnologia
quimioluminescéncia direta e quantidades constantes de dois anticorpos
monoclonais, usando o kit comercial ADVIA Centaur® (Siemens Medical
Solutions Diagnostic, Los Angeles, EUA). Os resultados sé&o apresentados
em pg/mL. O nivel de detecgéo é 2 pg/mL, sendo que 0s niveis abaixo deste
valor foram relatados como 1 pg/mL. Para este subestudo do CECCY, nao
foram utilizados os valores de BNP para fins de comparacdo com os
biomarcadores MPO e Gal-3 que estavam sendo testados, visto o BNP nao

ter apresentado associa¢do com injuria miocardica no estudo original.

MPO e Gal-3 foram dosados pela utilizagdo do MILLIPLEX MAP KIT®
(Merck Laboratories) com tecnologia Luminex® xMAP®. O ensaio pela
tecnologia xMAP (Multiple Analyte Profiling) da Luminex®, ou ensaio
Luminex® é um método multiplex que possibilita quantificar varios
biomarcadores ao mesmo tempo, em uma pequena quantidade de plasma.
A tecnologia XMAP da Luminex® possui o principio similar ao ELISA
sanduiche, porém utiliza microesferas coloridas fluorescentes (beads) que
se ligam, de forma covalente, aos anticorpos de captura. Os anticorpos de
captura sdo colocados diretamente contra o biomarcador desejado. Apos
uma série de lavagens, para remocédo de proteinas nao ligadas, anticorpos
de deteccdo sao adicionados para criar o complexo sanduiche, e
posteriormente, a adicdo do conjugado estreptavidina-ficoeritrina, conforme

os dados da Figura 3.
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Estreptavidina

Microesfera MPO +

e Ficoeritrina
Magnetica Galectina 3

Anticorpo Anticorpo
de Captura de Detecc¢do

Figura3- Esquema ilustrativo do complexo microesfera, anticorpo de
captura, biomarcadores Gal-3 e MPO, anticorpo de deteccdo e
estreptavidina-ficoeritrina no ensaio Luminex®

As amostras de plasmas foram coletadas em tubo contendo
anticoagulante EDTA e foram centrifugadas a 1.000 g a 4 °C por 15 minutos,
separando o plasma e o congelando a -80 °C. Para realizacdo do ensaio, as
amostras foram descongeladas e centrifugadas a 1.000 g, em temperatura

ambiente por 10 minutos.

Para a dosagem dos biomarcadores Gal-3 e MPO, foi utilizado o kit
Milliplex Map Human Circulating Cancer Biomarker Magnetic Bead Panel 3
(Millipore Corp., Billerica, MA, EUA).

Para reconstituicdo do padrédo, diluicdo seriada para curva padréo,
diluicdo de microesferas, amostras (foi realizada diluicdo 1:50 com tampéo
do kit), anticorpos, estreptavidina-ficoeritrina, solugcdo de lavagem, seguimos
as instrugdes da bula do kit, de acordo com o fabricante (Millipore).

De forma resumida, o processo de montagem da placa incluiu a
pipetagem de 25 pL de microesferas coloridas revestidas com anticorpos de
captura contra Gal-3 e MPO em uma placa com 96 poc¢os. A seguir, foram
pipetadas 25 pL das amostras diluidas dos pacientes e incubadas em

agitador de placas (IKA MTS 2/4 digital). Apés ficar incubado por 18 horas a
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4 °C, foram realizadas lavagens e adicionados 25 pL do anticorpo de
deteccdo que foi acrescentado a placa e passou por novo periodo de
incubagdo de 1 hora. As lavagens foram realizadas em uma lavadora
magnética (Bio-plex PRO Il Wash Station) e as microesferas permaneceram
retidas na placa pela acdo de um ima. Posteriormente, foi adicionada 25 pL
de estreptavidina-ficoeritrina, que emite sinal fluorescente quando excitada
pelos LEDs do equipamento de leitura e incubada por um periodo de 30
minutos. ApoOs a lavagem para remocao dos reagentes ndo aderidos, foram
adicionados aos poc¢os 100 pL de solucdo-tampéao e incubadas por mais 5
minutos. Em seguida, a placa foi colocada para analise no equipamento do
leitor de microesferas Magpix Milliplex (Luminex Corp, Austin, TX). Neste
equipamento, 2 LEDS, um verde com comprimento de ondas de 525 nm
identifica os biomarcadores, e um LED vermelho (635 nm) identifica a
microesfera, aléem de uma camera CCD que captura estas imagens e envia
ao software Xponent 4.2 (Luminex Corp, Austin, TX). Posterior analise dos
dados é realizada pelo software Milliplex Analyst 5.1 (EMD Millipore). As
etapas de montagem da placa e posterior analise podem ser visualizadas

nos dados da Figura 4, a seguir.
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Luminex®

Placa com 96 pogos
com o anticorpo de captura

Incubagdo
Lavagem

Etapas de analise

s« _ Agitador de placas
IKA MTS 2/4 digital

Amostras de pacientes, Bio-plex Prol
controles e padrdo > Wash Station
Incubagdo
‘ Lavagem b
) . A ‘
. Anticorpo de detecgdo ‘ #
§ —3 LEDverde (525nm) Incubagdo
Identifica as citocinas ) .
e Estreptavidina + ficoeritrina
i
0 Camera CCD identifica Incubagio
o e quantifica e envia ao Lavagem
software Xponent 4.2 para " ~
._‘ . aquisiao dos dados Solugdo tampéo

@ P LED vermelho (635nm) l
, Identifica a microesfera Leitura no equﬁpamento
Magpix

Figura 4 -
dos dados obtidos no ensaio Luminex®

Aquisi¢do dos dados pelo software Xponent 4.2
e analise dos dados pelo Milliplex Analyst 5.1

BN

Esquema ilustrativo das etapas de montagem a analise final

As concentragfes das amostras desconhecidas sao estimadas a partir

da curva-padréao, utilizada com concentracdo conhecida e fornecida na bula

dos kits utilizados. Neste ensaio, os niveis dos biomarcadores foram

expressos em ng/mL de acordo com a curva padrao obtida na mesma placa,

conforme os dados da Figura 5.
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Figura 5 - Curvas dos biomarcadores Gal-3 e MPO do ensaio Luminex®

Os limites de deteccdo dos biomarcadores de interesse do estudo,
analisados pela metodologia xXMAP da Luminex®, foram: Gal-3 de 3 ng/mL -
0,01 ng/mL e MPO de 20 ng/mL - 0,02 ng/mL). Para o ensaio realizado, a

curva foi plotada no método 5-Plog.

Resumidamente, as amostras de plasma foram preparadas para
analise em uma placa de 96 unidades, utilizando o Milliplex Map Human
Circulating Cancer Biomarker Bead Panel 3

Magnetic (Millipore

Corp,Billerica,MA,EUA), seguindo o0s protocolos especificados e
providenciados pela Millipore. Analitos foram quantificados utilizando o
instrumento do teste analitico Magpix, que utiliza tecnologia XMAP, perfis de
analitos multiplos (Luminex Corp., Austin, Tx), e XPONENT 4.2 software
(Luminex). Tecnologia XMAP usou microesferas magnéticas coloridas e
fluorescentes codificadas e revestidas com anticorpos de captura analito-
especificos para simultaneamente avaliar multiplos analitos em um Unico

espécime. Apdés a microesfera ter capturado os analitos, anticorpos de
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deteccdo ligam-se ao complexo. Posteriormente, a streptavidina liga-se
como uma molécula de apresentacdo. Dentro do aparelho, camas
magnéticas sdo mantidas em uma camada Unica por um magneto, onde
duas LEDs séao utilizadas para excitar o corante da microesfera interna e o
corante da molécula de apresentacao, respectivamente. Uma camera CCD
captura estas imagens, que sao posteriormente analisadas pelo software
Milliplex Analyt (Millipore). A concentracdo dos biomarcadores (ng/ml) foi
determinada com base no ajuste de uma curva-padrdo para intensidade

fluorescente média versus ng/ml.

O ecocardiograma transtoracico foi realizado com o sistema
comercialmente disponivel (Envisor Philips, Philips Healthcare, Bothell,
EUA). Todas as medidas foram feitas e relatadas, de acordo com as
recomendacGes da American Society of Echocardiography (7 conforme
dados da Tabela 4. Todos os ecocardiografistas que realizaram os exames
no ICESP eram certificados e com ampla experiéncia na area, além disto,
eram cegos para a avaliacdo das pacientes. A analise ecocardiografica
incluiu: 1) medidas das dimensdes, espessuras de parede e volumes
intracavitarios; 2) avaliacdo das funcbes sistélica e diastélica do VE; 3)
avaliacdo das velocidades de fluxos intracavitarios. FEVE foi calculado pelo

método de Simpson.
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Tabela 4 - Parametros obtidos por ecocardiografia

Pardmetros Descricao

Morfométricos

DSVE, mm Dimensao sistolica de VE

DDVE, mm Dimensao diastolica VE

SPT, mm Espessura septal

PP, mm Espessura da parede posterior

AE, mm Dimensdao anteroposterior do atrio esquerdo
Doppler

E, cm/s Velocidade E

A, cm/s Velocidade A

E/A Relacdo E/A

TD onda E, ms Tempo de desaceleracdo da onda E

e’, cm/s Velocidade €’

E/e’ Relagao E/e’
Funcéo VE

FE, % Fracao de ejecdo pelo método de Simpson

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Normalmente, os niveis de Gal-3 e MPO né&o sao distribuidos e séo
apresentados como mediana (percentis 25th e 75th). Em razdo da
distribuicdo desviada para direita, os niveis de Gal-3 e MPO foram

transformados em logaritmo para a analise.

Realizamos modelos de efeito misto para comparar as trajetorias

destes biomarcadores ao longo do tempo entre os grupos. Consistentemente
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com o estudo principal, no qual os niveis séricos de Tnl transformados em
logaritmo tinham uma trajetoria bifasica ao longo do tempo, incluimos a
variavel tempo no modelo, como uma funcdo quadratica (tempo e tempo ao
quadrado) comparando as trajetérias dos niveis séricos de Tnl
transformados em logaritmo entre os grupos. Adicionalmente, testamos a
ndo linearidade das trajetérias de logGal-3 e logMPO por meio da
comparacdo do modelo quadratico — incluindo tempo ao quadrado — com
modelo linear de teste de razdo de probabilidade, e assumimos um
comportamento linear se o valor fosse de p = 0,05. As trajetdrias foram
comparadas entre os grupos, utilizando o teste de razdo de probabilidade
entre 0 modelo com e sem termos de interacdo tempo-grupo e tempo-grupo

ao quadrado.

Finalmente, avaliamos se as trajetdrias dos niveis séricos de Tnl
transformados em logaritmo diferiam, de acordo com 0s niveis sanguineos
de MPO basal, categorizados como acima ou abaixo da média. Em razao do
efeito conhecido de carvedilol sobre os niveis séricos de Tnl, esta analise foi
realizada separadamente nos grupos de tratamento placebo e carvedilol.
Testamos se a magnitude do efeito de carvedilol diferia de acordo com
niveis séricos de MPO basal por meio da realizacdo do teste de razédo de
probabilidade entre um modelo com e sem termos de interacdo tempo-
tratamento-MPO e tempo-tratamento-MPO ao quadrado. O mesmo
procedimento foi realizado para comparar as trajetorias dos niveis séricos de

Tnl transformados em logaritmo de acordo com os niveis séricos de Gal-3. A
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andlise estatistica foi realizada pela versao Stata 15.0 (StataCorp, College

Station, Texas) e o nivel de significancia foi definido como p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS GERAIS

Dentre os 192 pacientes participantes do estudo CECCY, conforme
exposto previamente, todos foram submetidos a coleta de seis amostras de
sangue que, em seguida, foram processadas. Mas, algumas ndo foram
estocadas a -80 °C para posterior dosagem de MPO e Gal-3 em razao de
problemas de logistica. Dezesseis pacientes nao tinham a primeira amostra
(basal) disponivel para andlise, uma paciente teve a primeira amostra
hemolisada e uma paciente faleceu antes da primeira coleta. No total, 174
pacientes foram incluidas neste estudo. Das 174 pacientes, 87 pertenciam

ao grupo carvedilol e 87 ao grupo placebo, conforme os dados da Figura 6.
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1121 pacientes elegieis

921exluidas

549em uso de IECA ou BRA

180HER 2+

74 antecedentes de cAnercomaguimioterapia
52 recusaram

48 com proble mas em exames inici ais

12 com cardiopatia prévia

6 com contra-indicagio ao beta-blogueador

200 randomizadas
SR Y

8 excluidas por falha na randomizacao

152 participantes
9% deignad as a receber placebo 96 designadas a rece ber carvedilol
94 com status final conhecido 90 com status final conhecido
2 com status final ndo conheddo 6 com status final ndo conheddo
87 pacientes do g rupo placebo 87 pacientes do grupo carvedilol
;:Ergendasadosagemde Gal-3e submetidas a dosagem de Gla-3 e MPO

Figura 6 - Critérios de Selecdo e Randomizagdo. A analise por intencao
de tratar incluiu todas as pacientes que preenchiam os critérios de inclusédo e
apresentaram randomizacéao valida. As exclusdes por randomizacéo invalida
representaram pacientes que tiveram mudanca no esquema quimioterapico
(quatro), ou apresentaram erro no estado da menopausa (quatro)
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5.2 DESFECHO PRIMARIO

Durante 0os 6 meses de seguimento, 26 pacientes (14,9%)
apresentaram uma queda de, pelo menos, 10% de FEVE, ap0s o inicio da
quimioterapia. Entre estas, ndo houve diferenca significativa nos valores de
MPO e Gal-3, quando comparadas com os 148 pacientes sem queda de
FEVE (p=0,85 para MPO e p= 0,85 para Gal-3), conforme os dados da

Tabela 5.

Tabela5- Queda de FEVE em relacio ao comportamento dos
biomarcadores

Queda da FEVE baseada no comportamento dos biomarcadores

Sem Queda FEVE Queda FEVE 2 10% Valor p
N=148 N=26
Galectina - 3 ng/ml 0,85
Basal 6,3 [5,2 - 10,0] 6,3 [5,0 - 8,8]
12 semanas 12,4[9,8 - 16,1] 11,0[9,8 - 14,2]
24 semanas 10,3 [7,6 - 12,8] 10,4 [8,5 - 12,6]
Myeloperoxidase ng/ml 0,85

Basal 13,2 [7,5 - 26,0] 13,3[10,8 - 18,7]
12 semanas 18,1[12,3-39,1] 14,1[10,4 - 25,5]
24 semanas 20,5[10,5 - 37,8] 16,3 [10,3 - 35,6]
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5.3 DESFECHOS SECUNDARIOS

Houve aumento dos biomarcadores em ambos o0s grupos, embora
tenha ocorrido um aumento linear de MPO e um aumento seguido de platd
na Gal-3, conforme os dados da Figura 7. Os niveis séricos de MPO [basal:
13,2 (7,9; 24,8), 3 meses: 17,7 (11,1; 31,1), 6 meses: 19,2 (11,1; 37,8)
ng/mL] e Gal-3 [basal: 6,3 (5,2; 9,6), 3 meses: 12,3 (9,8; 16,0), 6 meses:
10,3 (8,2; 13,1) ng/mL] aumentaram apOs quimioterapia com ANT, e as
alteracdes longitudinais foram similares entre o grupo placebo e o grupo
cardvedilol (p para interagdo: 0,28 e 0,32, respectivamente), conforme o0s

dados da Tabela 6.
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Figura 7 -

MILLIPLEX Analyst Detail Report

5-P.log(1.64, 10.73, 0.32, 0.37, 0.54)
Chi=0.091%, Cv=2.96%, R*=0.998, DC=(0.043, 40.02)

Expected

ogfmif)  MFID
0 11
11
0,02 24
21
008 565
58
024 84
92,5
0,74 261
233
2,22 793
790
6,66 2119
2210
20 5847
6026

ng/mili)  MFI
1
002 225
0,01
011 57,25
011
019 8825
0,22
076 247
0,67
238 7915
237
6,36 2164
6,64
19,65 5936
20,4

Analyte Mieloperoxid

ase

ng/ml o Recovery
0%
Pontos da curva
0,02 9.43% BA.64%
011 1.85% 114,10%
0,2 6.81% B4.72%
0,71 8.02% 96.37%
2,37 0.27% 106.98%
6,5 296% 97.63%
20,02 2.13% 100.11%

MILLIPLEX Analyst Detail Report

5-P.log(4.39, 8.40, 0.73,-1.92, 1.51)
Chi=0.048%, CV=1.42%, R’=0.999, DC=(0.0016, 6.05)

Expected

ngfmili) MFIfi)  ng/mi{i) MFI
0 20 195
19
0 97 0 945
92 0
0,01 124 001 1235
1213 001
0,03 157 003 163
169 003
o1l 407 01 4335
460 011
033 1619 036 1576
1532 0,34
1 3045 0,83 3100
3155 089
3 4172 2,78 4312
4572 3

Analyte Galectina 3

ng/ml

Pontos da curva

o
3.63%

3.74%

0.57%

5.21%

8.65%

39%

251%

6.47%

Recovery

81,54%

120,94%

94.28%

97.91%

104.76%

85.71%

120,67%

Gréficos e tabelas da dosagem kit Milliplex de MPO e Gal-3
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Tabela 6 — Efeito do carvedilol nos niveis de Gal-3 e MPO
Efeito do Carvedilol sobre Galectina-3 e Mieloperoxidase
Placebo Carvedilol Valor p
N=87 N=87

Galectina - 3 ng/ml 0,32

Basal 6,3[5,2-9,2] 6,4 [5,1 - 10,8]

12 semanas 11,8 [10,2 - 15,9] 12,9[9,1-16,2]

24 semanas 11,2 [8,4 - 12,8] 10,3[7,5- 13,1]
Myeloperoxidase ng/ml 0,28

Basal
12 semanas

24 semanas

13,3 [7,6 - 21,0]
15,3 [11,0 - 25,5]
19,6 [11,9 - 37,7]

13,2 [8,5 - 29,2]
20,9 [11,2 - 39,1]
19,2 [10,6 - 43,7]
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Como ndo ha valor de corte considerado normal para o0s
biomarcadores Gal-3 e MPO na literatura, foi realizada uma analise
exploratdria na tentativa de correlacionar o valor basal dos biomarcadores
com a injaria miocardica. Os resultados da dosagem dos biomarcadores
MPO e Gal-3 foram divididos em dois grupos: acima e abaixo da média. No
grupo placebo, mulheres com niveis séricos basais de MPO altos (acima da
média) demonstraram um maior aumento nos niveis séricos de Tnl do que
aqueles com niveis séricos basais de MPO baixos (abaixo da média)

(p=0,041) conforme os dados da Figura 8.
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Figura 8 - Niveis séricos basais altos e baixos de MPO em relacdo a Tnl
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Comparado com placebo, carvedilol reduziu de forma significativa os
niveis séricos de Tnl em mulheres com valores séricos basais de MPO
acima da média (p<0,001) conforme os dados da Figura 9, mas nao reduziu
0s niveis séricos de Tnl em mulheres com valores séricos basais de MPO
abaixo da média (p=0,97; valor de p para interagcdo = 0,009) conforme os
dados da Figura 10. Ndo houve interacao significativa entre os niveis séricos
basais acima e abaixo da média de Gal-3 e tratamento com carvedilol (valor

de p para interacao = 0,99).
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Figura 9 - Pacientes com niveis séricos de MPO basal acima da média nos
grupos placebo e carvedilol e sua relacdo com niveis séricos de Tnl
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Figura 10 - Pacientes com niveis séricos de MPO basal abaixo da média
nos grupos placebo e carvedilol e sua relagdo com niveis séricos de Tnl
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6 DISCUSSAO

O principal resultado desta andlise post hoc do estudo CECCY foi a
de que os niveis séricos dos biomarcadores de fibrose (Gal-3) e estresse
oxidativo (MPO) n&o se correlacionaram com o desenvolvimento da
cardiotoxicidade, assim como n&o houve efeito direto de carvedilol em
relagdo ao comportamento dos niveis dos biomarcadores Gal-3 e MPO,
quando avaliados de forma geral. Entretanto, constatou-se um aumento dos
niveis séricos de MPO e Gal-3, ap6és o inicio da quimioterapia. Quando
realizada a andlise de pacientes com niveis basais elevados (acima da
média) de MPO, houve maior aumento de Tnl neste subgrupo, refletindo
maior injaria miocardica ap0s a quimioterapia para cancer de mama com
ANT. Ademais, a utilizagcdo de carvedilol, como prevencdo primaria foi
superior ao placebo neste subgrupo. Esta relacdo entre niveis basais
elevados com maior aumento na Tnl e melhor resposta ao carvedilol ndo foi

observada com Gal-3.

Galectinas sado compostas por uma familia de proteinas [3-
galactosidases ligadas a lecitina. Gal-3 ou galectina tipo chimera €
caracterizada por ter um unico dominio de reconhecimento de carboidrato
(DRC) e um polipeptideo amino-terminal na regido da cauda, conforme os
dados da Figura 11. Gal-3 € expresso por uma variedade de células imunes,
incluindo mastadcitos, histiécitos e macréfagos que estdo associados ao
sistema fagocitico em varios tecidos. Embora seja predominantemente

presente como proteina citosolica, também é expresso na superficie celular
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e secretado no plasma por vérias células, tendo um papel relevante no
crescimento e diferenciacdo celular, ativagcdo de macréfagos, angiogénese,
apoptose e atividade antimicrobiana, assim como mediador de resposta
inflamatdria local em condi¢cdes patoldgicas diversas " .Estudos sugerem
que esteja envolvido na fibrogénese e resposta inflamatéria na insuficiéncia
cardiaca, estimulando os fibroblastos dos cardiomiocitos a proliferarem e
depositarem colageno. Do ponto de vista fisiopatologico, Gal-3 aumenta a
fibrose cardiaca e influencia a resposta imune, levando a remodelamento

cardiaco prejudicial (8- 59. €0),

(3) Chimera-type Gal-3
— ===
monomer I N
(One CRD and an amino-terminal
polypeptide tail region)
oligomer

Figura 11 - Estrutura quimica da Galectina-3

O presente estudo demonstrou um aumento dos niveis séricos de
Gal-3 ao longo do tratamento com ANT, embora nao tenha sido encontrada
correlacéo entre os niveis basais de Gal-3 e CTX, comportamento da Tnl e
utilizacao de carvedilol. Nem apoés a realizacdo da analise com niveis basais
séricos de Gal-3 acima da média, estabeleceu-se esta relacdo. Uma das

possiveis explicacdes seja 0 curto seguimento (apenas 6 meses) do estudo,



Discussao 54

visto tratar-se de um marcador de fibrose, além da baixa incidéncia de CTX
registrada. Outra possivel justificativa é de que a injuria miocardica
provocada por doses utilizadas atualmente de ANT, ndo seja de magnitude
suficiente para induzir fibrose e aumentar significativamente Gal-3. Desta

forma, a relacédo entre a mesma e o desenvolvimento de CTX pode ter sido

comprometido.

Diversos estudos demonstraram relacdo entre Gal-3 e insuficiéncia
cardiaca. O estudo DEAL-HF foi um estudo duplo-cego, randomizado,
placebo-controlado que avaliou 240 pacientes com IC classe funcional (CF)
[l e IV entre 2000 e 2003, para um programa de manejo da IC. Apos
descartar oito amostras insuficientes, 232 pacientes foram submetidos a
dosagem de Gal-3 em apenas uma unica amostra. Neste estudo,
estabeleceu-se o limite de 17,7 ng/ml de Gal-3 e 49% dos pacientes tiveram
niveis acima deste valor. Fatores associados a maiores niveis séricos foram:
idade, insuficiéncia renal e niveis mais elevados de NT-proBNP. N&o houve
correlacdo entre os niveis de Gal-3 e FEVE. Este estudo demonstrou que
Gal-3 foi preditor independente de mortalidade em pacientes com IC cronica
moderada e avancada de origem isquémica e nao-isquémica. A mortalidade
foi maior em pacientes com maior nivel sérico de Gal-3 e NT-proBNP.
Quando foi realizada a dicotomia dos valores basais entre abaixo e acima da
média, observou-se que Gal-3 acima da média foi associado a um risco de
1.5 a 2 vezes maior de mortalidade comparado aos pacientes da outra

categoria ©1),
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Em um subestudo do PRIDE (Pro-BNP Investigation of Dyspnea in
the Emergency Department) (8, que avaliou 599 pacientes com dispneia no
departamento de emergéncia com seguimento por 60 dias apos admisséo,
foram coletadas e congeladas a -80°C amostras de NT-proBNP e Gal-3. 209
(35%) dos pacientes tiveram IC aguda como diagnéstico final. Valores de
Gal-3 nestes pacientes, assim como NT-proBNP foram significativamente
maiores em pacientes com IC aguda (9,2 pg/ml vs. 6.9 pg/ml, p<0,001) e
estabeleceram Gal-3 como preditor independente de mortalidade a curto
prazo (60 dias) em pacientes com IC aguda ©?. Além destes estudos
demonstrarem que Gal-3 € marcador prognostico em IC, estudo prévio de
Jagodzinski demonstrou relacdo da concentracdo sérica de Gal-3 com
ocorréncia futura de manifestagéo clinica de IC. Gal-3 foi dosado em 8.444
participantes e foi preditor de evento cardiovascular, porém com poder

preditivo menor que o NT-proBNP ©3),

Em relacdo & CTX, Gal-3 ja foi testado como preditor, porém com
resultados conflitantes. Ky e colaboradores na tentativa de predizer declinio
subsequente na fungao ventricular de pacientes em tratamento ambulatorial
de cancer de mama HER2 positivo, submetidas a tratamento com ANT e
trastuzumab, avaliaram sete biomarcadores em 78 mulheres provenientes
de quatro centros dos Estados Unidos da América. As amostras de sangue
foram obtidas antes do inicio do tratamento, apds 3 e 6 meses e congeladas
a -80 °C até o momento da dosagem. Em um follow-up de um periodo de até
15 meses, 23 pacientes (24%) desenvolveram CTX. Neste estudo, CTX era

definido como declinio > 5% para uma FEVE < 55% com sintomas de IC ou
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reducdo > 10% para FEVE < 55% em pacientes assintomaticos. A reducao
média de FEVE dos pacientes que desenvolveram CTX foi 15%, e o tempo
médio para desenvolver o evento foi 7,9 meses. Nao foi encontrada relacdo
entre niveis séricos basais de Gal-3 e CTX em seguimento de 6 meses ).
A mesma populacéo foi reavaliada em seguimento prolongado de 15 meses

e Gal-3 ndo foi capaz de predizer CTX em analise uni e multivariada ),

Um subestudo do PRADA avaliou a correlacdo entre diversos
biomarcadores (troponina | e T, BNP, NT-proBNP, PCR e Gal-3) e CTX. O
valor de todos os biomarcadores testados aumentou até o término da terapia
com ANT, embora a elevacédo de Gal-3 ndo tenha sido dose-dependente. O
mesmo subestudo avaliou a relagdo entre a utilizacdo de candesartana e
metoprolol e o comportamento dos biomarcadores e, embora a elevacdo dos
niveis de Tnl e TnT tenham sofrido menor elevacdo no grupo tratado com
metoprolol, a terapia medicamentosa néo influenciou o comportamento de
Gal-3, além de ndo ter sido encontrada correlacdo entre o tratamento e a

queda de FEVE “2),

Em contraste, Bulten e colaboradores baseados na hipétese de que a
CTX mediada por ANT seja secundaria a formagdo do complexo
topoisomerase-lI-doxorrubicina, que seria responsavel pela morte celular e
ativacdo da cascata de liberacdo de citoquinas e norepinefrina, utilizaram
cintilografia 23l metaiodobenzilguanidina e biomarcadores para detectar
precocemente CTX. Cinquenta e nove mulheres que apresentaram cancer
de mama entre outubro de 2010 e maio de 2012, submetidas a terapia com

ANT, foram incluidas neste estudo. Em um seguimento de 12 meses,
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acompanhadas com cintilografia 123 metaiodobenzilguanidina (*?3I-mIBG) e
comparadas com ecocardiograma transtoracico (Eco TT) com strain, Gal-3
foi o Unico biomarcador que demonstrou correlacdo significativa com

123|.mIBG ©9).

Mieloperoxidase (MPQO) pertence a familia das peroxidases, que
também incluem lactoperoxidase, peroxidase eosinofilica e
tireoidoperoxidase. E armazenada em neutrdfilos polimorfonucleares (PMN)
e, como representa 5% do total proteico, € uma das mais abundantes
proteinas nestas células. Também €& armazenada em mondcitos e
macréfagos teciduais. Durante a ativacao celular e degranulacdo, MPO é
liberada em vacuolos fagociticos, assim como no espaco intracelular. A
estrutura da enzima & um homodimero de 140-kDa, e cada mondmero
consiste em wuma subunidade de cadeia pesada (55-64kDa, 466
aminoacidos) e uma leve (10-15kDa, 108 aminoacidos). A estrutura
secundéria da MPO é, predominantemente, a-helicoidal, e cada monémero
consiste de um nudcleo central de cinco hélices e um grupo heme (Figura 12).
O chamado sistema MPO consiste na enzima MPO, peroxido de hidrogénio
(H202) e cofatores oxidaveis, conforme os dados da Figura 13. Em seu
estado basal, a MPO armazena o ferro na forma férrica [MPO-Fe(lll)], que se
torna oxidado na presencga de H202, 0 principal substrato das peroxidases.
Pela oxidagdo da H202, MPO é transformada em um composto redox
intermediério de vida curta chamado de composto | que prontamente oxida
uma variedade de substratos como haletos (ex. ClI-, I) ou pseudo-haletos

(ex. SCN"). Em razdo da abundancia de cloreto nos fluidos fisiol6gicos como
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o plasma, o0 mesmo representa o principal substrato fisiologico da MPO. Esta
oxidacdo resulta na formacédo de &cido hipocloroso (HOCI), que tem papel
importante para as propriedades microbicidas e virucidas dos neutrofilos.
Adicionalmente, o composto | oxida numerosos substratos organicos e
inorganicos, gerando o composto I [MPO-Fe(lV)=0]. Outro substrato
fisiolégico importante do composto | é o 6xido nitrico (NO), que é oxidado
em nitrito (NO2) @0, Mieloperoxidase (MPO) portanto, é uma enzima
derivada do leucécito, liberada de neutrofilos e mondcitos ativados,
produzidos secundariamente a resposta inflamatéria e estresse

oxidativo “46 47,

Figura 12 - Estrutura molecular MPO
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Figura 13 - Sistema MPO

No presente estudo, o0s niveis séricos de MPO nao se
correlacionaram com o desenvolvimento de cardiotoxicidade, assim como
ndo houve efeito direto de carvedilol sobre o comportamento da MPO,
guando avaliados de forma geral. Entretanto, constatou-se um aumento dos
niveis séricos de MPO apds o inicio da quimioterapia. Embora a MPO nao
tenha apresentado relacdo com a queda de FEVE, a dicotomia entre abaixo
e acima da média nos permitiu constatar que mulheres com valores de MPO
acima da média sofreram maior injdria miocardica e, talvez por este fato,
foram as que mais se beneficiaram da terapia com carvedilol para prevencéo
primaria.

Esta correlacdo entre Tnl e MPO ja havia sido relatada em estudos
anteriores de CTX (5 56) Esse valor adicional ao identificar pacientes mais
susceptiveis a injaria miocéardica é o que torna este grupo mais propenso ao
beneficio da prevencdo primaria. Por ser um marcador de inflamacgéo, a
medida que a mesma e o stress oxidativo aumentam, estes pacientes obtém

melhor resposta a terapia com carvedilol, que tem efeito anti-oxidante. A ndo
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correlacdo com a queda de FEVE, possivelmente, foi consequente a baixa

incidéncia de CTX no estudo CECCY.

O aumento nos niveis de MPO foi relacionado a diversas doencas
cardiovasculares. Brennan e cols., pela constatacdo da elevacdo da MPO
em lesdes ateroscleréticas culpadas que sofreram fissura ou ruptura em
pacientes com morte subita de causa cardiovascular, avaliaram a MPO em
604 pacientes sequenciais que se apresentaram a emergéncia com dor
toracica. O nivel sérico plasmatico inicial da MPO foi preditora de risco para
infarto agudo do miocardio (IAM), mesmo em pacientes com TnT basal
negativa (p<0,001). MPO basal também foi preditor de risco de eventos
cardiovasculares maiores (IAM, necessidade de revascularizacdo ou morte)
com 30 dias e 6 meses de apresentacdo “®. Tang e cols. avaliaram 140
pacientes com ICFER (insuficiéncia cardiaca com fracao de ejecéo reduzida)
e ecocardiograma com FEVE < 35%. Neste estudo, niveis séricos da MPO
elevados foram associados com maior gravidade de IC, além de maior
probabilidade de desfechos clinicos adversos como morte cardiovascular “9),
Em estudo de 2007, o mesmo autor correlacionou os valores da MPO com
parametros ecocardiograficos de performance sistdlica e diastdlica, assim
como desfecho a longo prazo (morte, transplante cardiaco ou hospitalizagéao
por IC). A relacdo com parametros de ecocardiograma e desfechos
cardiovasculares foi mantida ®Y. Em estudo de Reichlin e cols. foram
investigados a acuréacia e o valor prognéstico da MPO em pacientes com IC
aguda. Seiscentos e sessenta e sete pacientes com dispneia que se

apresentaram ao departamento de emergéncia foram randomizados de
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forma prospectiva e acompanhados por 1 ano. Na admissao, MPO e BNP
foram dosados. Os niveis de MPO foram similares em pacientes com IC
aguda e com dispneia ndo cardiogénica, e a acuracia diagnéstica de MPO
foi inferior a BNP. Mas, em pacientes com IC aguda, MPO acima do tercil
inferior (>99 pmol/L) foi associada a um aumento significativo de mortalidade
em 1 ano, tendo um papel preditivo adicional ao BNP “¢). Quando utilizada
em pacientes com sindrome coronariana aguda, MPO foi preditora de risco
cardiaco independente em 30 e 180 dias de seguimento ®2 e também
preditora de mortalidade em pacientes com doenca coronariana ©9).
Adicionalmente, os niveis de MPO séo significativamente mais elevados em

pacientes com placas instaveis 4.

Quanto a relacdo de MPO com CTX, estudos recentes fizeram esta
correlacdo. Ky e colaboradores, no mesmo estudo que avaliou Gal-3,
descreveram uma melhora no valor preditivo de Tnl quando adicionado ao
aumento do nivel sérico da MPO em mulheres com cancer de mama
tratadas com doxorrubicina e trastuzumabe 5. Durante o seguimento a
longo prazo (15 meses) do mesmo estudo, MPO permaneceu como
preditora de CTX e foi 0 Unico biomarcador testado que manteve a relacéo

durante todo o seguimento (6),

Em relacéo as antraciclinas, diversas hipoteses vém sendo aventadas
a respeito de seu mecanismo de lesdo e a consequente injaria miocardica
com elevacdo de biomarcadores. A doxorrubicina (DOX) sofre reducéo pela
acdo da NADH desidrogenase para formar um radical semiquinona @, O

peréxido de hidrogénio resultante pode ser convertido em radicais livres
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toxicos na presenca de ferro intracelular (via enzimatica). Além disso, a DOX
forma complexos diretamente com o ferro para gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS) @9 (via ndo enzimatica). Ao se ligar a base do DNA e
estabilizar o complexo de topoisomerase 2a (Top2a), apds a clivagem do
DNA, esses complexos aumentam a quebra das fitas duplas do DNA e
previnem a sintese do RNA e DNA das células cancerigenas ?”). O mesmo
acontece nos cardiomiocitos com a ligacdo da DOX a Top2p, levando a
injuria das células miocardicas. Acumulo de ferro intramitocondrial esta
associado com aumento da producdo de ROS @8, A produgdo de ROS é
prejudicial, mas ainda € incerto em que grau € causa ou consequéncia de

injuria celular mediada pela ANT @9, conforme os dados da Figura 14.

Evidéncias recentes sugerem que os efeitos deletérios da ANT podem
ser mediados pelos efeitos que a mesma exerce sobre as células
endoteliais. Ocorre secundariamente ao aumento da permeabilidade destas
células e, consequentemente, prolongando a exposicédo dos cardiomiécitos a
DOX, permitindo um maior dano direto aos mioécitos. ROS é a principal
molécula efetora da ANT, agindo por meio do prejuizo das funcdes
endoteliais dos cardiomiécitos e promovendo a inibicdo de derivados do
endotélio, como entotelina-1, prostaglandina 12 e producdo de Oxido nitrico
endotelial. O desbalanco bioquimico reduz a sobrevivéncia e a
adaptabilidade dos cardiomiécitos G, que sdo mais suscetiveis a leséo por
radicais livres em razdo de seu alto metabolismo oxidativo e das poucas
defesas antioxidantes ©Y, conforme os dados da Figura 15. Estudos

translacionais recentes tém por objetivo identificar novos marcadores de
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stress oxidativo no contexto da cardiotoxidade induzido por ANT. O
mecanismo de injaria miocardica da ANT ajuda a explicar nossos resultados
em relagdo a MPO, ao trazer um biomarcador de stress oxidativo, como

preditor de injaria miocardica em conjunto com a troponina.
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Figura 14 - Fisiopatologia do modelo de cardiotoxicidade 1 ©2

Figura 15 - Fisiopatologia do modelo de cardiotoxicidade 2 <9
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Em pequenos estudos prévios, betabloqueadores mostraram
potencial beneficio na prevencdo da cardiotoxicidade induzida por
antraciclinas. Kalay e colaboradores randomizaram 25 pacientes em cada
grupo para receber baixas doses de CVD (12,5 mg 1 vez ao dia) versus
placebo durante 6 meses, demonstrando que o CVD foi eficaz na prevencéao
de CTX (p < 0,001 para redugdo de FEVE) 8. El-Shitany e colaboradores
investigaram o efeito protetor do CVD na disfungdo ventricular induzida por
DOX em 50 criancas com leucemia linfoblastica aguda e demonstraram que
houve melhora da funcéo ventricular pelo Eco TT, além de evitar o aumento
de Tnl 9, Nabati e colaboradores randomizaram 91 pacientes em estudo
cego unilateral para placebo versus CVD e demonstraram que a Tnl foi
significativamente maior no grupo controle, além de queda de FEVE menor
no grupo intervencdo 9. O estudo OVERCOME avaliou 90 pacientes com
FEVE normal, recém diagnosticados com leucemia aguda (n=36) ou
neoplasias hematolégicas submetidos a transplante autélogo de células
tronco hematopoiéticas (n=54). O grupo foi randomizado para tratamento
com enalapril e carvedilol (n=45) versus grupo controle (n=45). O desfecho
primario foi a mudanca absoluta de FEVE basal avaliado com
ecocardiograma e ressonancia nuclear magnética (RNM) antes do
tratamento e ap0s 6 meses. FEVE nado sofreu alteracdo no grupo
intervencdo, porém apresentou queda significativa no grupo-controle
resultando em uma diferenca absoluta de -3,1 pela ecocardiografia
(p=0,035) e -3,4 (p=0,09) quando avaliado pela RNM. Apesar da média de

queda de FEVE ter sido modesta, houve uma queda significativamente
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menor de FEVE no grupo intervengcdo comparado com o grupo placebo.
Quando se comparou queda de FEVE > 10% para FEVE < 50% (p=0.9) ou
queda de FEVE > 10%, porém, com FEVE > 50% (p=0.22) ndo houve
diferenca entre os grupos. Portanto, este estudo ndo demonstrou protecéo
do efeito de enalapril e carvedilol, como prevencao priméaria quando o critério

avaliado foi cardiotoxicidade (4.

Estudo de Cardinale e cols. utlizou enalaprii como prevencao
primaria, apés fazer a selecdo dos pacientes mais propensos a desenvolver
cardiotoxicidade. Neste estudo, dentre os 473 pacientes portadores de
cancer submetidos a quimioterapia com altas doses de antraciclina que
foram selecionados para randomizacdo, apenas 114 pacientes
apresentaram elevacdo de Tnl. Cinquenta e seis pacientes foram
randomizados para o grupo IECA (enalapril 20 mg ao dia) e 58 para o grupo
controle, com seguimento de 12 meses. O desfecho primario (Queda de
FEVE > 10 pontos percentuais em relacdo a FEVE basal com declinio para
valores abaixo do normal) foi significativamente maior no grupo controle
comparado ao grupo intervencéo (43% versus 0%; p<0.001) 2. Apesar do
resultado benéfico de enalapril, a dose da ANT utilizada na época do estudo
era maior que a empregada atualmente, o que justifica um maior nimero de
pacientes desenvolverem CTX e um maior potencial beneficio da terapia
profilatica. Além deste fator, a escolha de pacientes que sofreram injaria

miocéardica pela dosagem de troponina, selecionou pacientes mais graves.

Mas, na prética, esta curva de Tnl é inviavel, visto que no referido estudo os
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pacientes encontravam-se internados e foram submetidos a dosagem de Tnl

antes da quimioterapia, 12, 24, 36 e 72 horas ap0s a mesma.

Estudos com maior numero de pacientes foram realizados na
tentativa de consolidar o R-blogueador como medicacdo para prevencgao
primaria na cardiotoxicidade secundaria a doxorrubicina. O estudo PRADA
foi um estudo randomizado, placebo-controlado, duplo-cego e 2x2 fatorial,
que avaliou 130 mulheres adultas diagnosticadas com cancer de mama e
sem comorbidades graves, com o0 objetivo de avaliar candesartana e
succinato de metoprolol para prevencao primaria de cardiotoxicidade. Foram
randomizadas para quatro grupos: 33 pacientes para o grupo candesartana-
metoprolol, 33 pacientes para candesartana-placebo, 32 pacientes para
metoprolol-placebo e 33 pacientes para placebo-placebo com objetivo de
titulacdo de dose de 32 mg com candesartana e 100 mg de metoprolol. O
desfecho primério foi queda de FEVE da medida basal até o término da
terapia adjuvante. Nao foi demonstrado efeito de succinato de metoprolol
sobre o declinio de FEVE (queda de 1,6 no grupo tratamento e 1,8 no grupo
placebo; p=0,77) e, embora ndo tenha prevenido a cardiotoxicidade em
relacdo ao placebo, o0 grupo candesartana apresentou queda
significativamente menor de FEVE comparado ao controle (queda de 2,6
grupo placebo e 0,8 no grupo tratamento; p=0,026) Y. Tanto TnT como Tnl
apresentaram maior elevacdo no grupo placebo comparados ao grupo
succinato de metoprolol #2), Posteriormente, seguimento de 6 meses do
estudo CECCY, que até o momento foi o maior estudo em prevencao

primaria de cardiotoxicidade secundaria a ANT, demonstrou que poucos
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pacientes apresentaram reducao precoce de FEVE (14.5% grupo carvedilol
versus 13,5% grupo placebo; p=1,0), porém o aumento nos niveis séricos de
Tnl foi menor no grupo intervencédo (p=0.003) ©8). Estes resultados podem
ser consequéncia de baixas doses das antraciclinas empregadas e da
predominancia de pacientes mais jovens e sem comorbidades na populacdo
estudada. Além disso, a queda discreta de FEVE mesmo no grupo placebo
reduziu o poder estatistico destes estudos para determinar diferencas entre
0S grupos, visto que o célculo da amostra foi baseado em previsao de maior
queda de FEVE. Avaliados em conjunto, estes dois estudos demonstram de
forma consistente que doses contemporaneas da ANT s&do associadas com
reducdo modesta de FEVE e que a ocorréncia de queda significativa da
mesma, compativel com diagnostico de CTX € um evento raro,

especialmente, a curto prazo.

Embora estudos prévios relacionem o aumento de Tn a CTX
futura (40 43 44 3 elevacdo de Tn em estudos mais recentes ndo se
correlacionou com disfuncdo ventricular significativa em razdo da modesta
elevacdo da mesma. A elevacéao discreta de Tn foi secundaria sobretudo as
baixas doses das antraciclinas utilizadas e inclusdo de pacientes sem
comorbidades 6 4% 71 Essa elevacdo ténue de Tn pode refletir uma injaria
miocardica inexpressiva, que nao resulta em disfuncdo miocardica. O uso da
estratégia de multiplos biomarcadores como BNP, Gal-3 e MPO associados
a Tn pode ser capaz de refinar e aumentar a sensibilidade na deteccao da
cardiotoxicidade futura. Mas, assim como ocorreu com a troponina, uma

injuria miocardica discreta pode tornar essa estratégia ineficaz.
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Em nosso estudo, a tentativa de refinar a deteccdo de CTX com
multiplos biomarcadores nédo foi eficaz. Mas, foi demonstrada uma maior
magnitude de injuria miocérdica, quando selecionamos 0s pacientes que
apresentaram MPO basal acima da média e, por conseguinte, uma melhor
resposta ao carvedilol. Esta relagdo entre troponina, MPO basal e resposta a
carvedilol contribui para reafirmar o papel do stress oxidativo, como
mecanismo central na cardiotoxicidade induzida por antraciclina e ratifica o
papel de MPO, como biomarcador de cardiotoxicidade, com a capacidade de
aumentar o valor preditivo da troponina. Este resultado é corroborado por
estudos prévios que avaliaram mdultiplos biomarcadores neste contexto e
destacaram a MPO, como o Unico biomarcador a aumentar o valor preditivo
da troponina a curto e longo prazos ©% %), Deve-se destacar que este foi 0
anico estudo que avaliou 0 comportamento destes dois biomarcadores com
quimioterapia exclusiva por antraciclicos, tornando ainda mais evidente a
correlacéo entre ANT, MPO e injaria miocéardica. Além disso, os efeitos anti-
oxidantes de carvedilol podem justificar o efeito protetor do mesmo na injaria
miocardica secundaria a ANT apresentada neste estudo, pois foi
evidenciada uma menor elevacao de troponina com seu uso justamente no
grupo com MPO basal acima da média, ou seja, em pacientes com maior
stress oxidativo. Esta correlacdo estabelecida entre MPO elevada e melhor
resposta a carvedilol pode ajudar a selecionar os pacientes mais vulneraveis
a desenvolver CTX e talvez, contribuir para que carvedilol estabeleca

definitivamente seu papel na terapia de prevencao primaria.
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Este estudo apresenta algumas limitagbes. Foram excluidos 18
pacientes da amostragem original em razdo da presenca de amostras
hemolisadas, além de tratar-se de analise post hoc. Nosso principal achado
€ baseado em uma divisdo randémica dos biomarcadores entre abaixo e
acima da média, porém é importante ressaltar que ndo ha valores basais de
referéncia para MPO e Gal-3, e que esta divisdo foi similar a apresentada
em estudos anteriores (2 55 56)  Teoricamente, pacientes com cancer de
mama sao mais inflamados em razdo da doenca de base e teriam um maior
valor basal da MPO. Entretanto, em nosso estudo, os valores basais da
MPO foram menores do que a média de uma populacdo saudavel b, além
de ser o Unico estudo da literatura que realizou ao menos duas medidas da
MPO em momentos distintos do tratamento com ANT. Pela baixa incidéncia
de CTX no estudo CECCY, a presente analise estatistica pode estar
subestimada, embora seja derivada do maior estudo prospectivo, duplo-
cego, randomizado e placebo-controlado sobre o uso de drogas

cardiovasculares para prevencao primaria de CTX induzida por ANT.

Como os biomarcadores sdo a alteracdo mais prematura da injuria
miocardica apOs quimioterapia com ANT e, até o momento, nenhum
biomarcador isolado foi capaz de predizer a disfuncéo ventricular esquerda,
a combinacdo de multiplos biomarcadores pode aumentar a sensibilidade e
a acuracia em identificar CTX. Neste estudo, MPO demonstrou aumentar a
acuracia da Tnl e permitiu identificar aqueles que mais poderiam se
beneficiar do carvedilol como prevencdo primaria. Desta forma, novos

estudos sdo necessarios para estabelecer o papel da MPO na estratificacédo
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de CTX e, com isso, identificar os pacientes que mais se beneficiariam da

terapia de prevencao primaria com carvedilol.



7 Conclusao
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7 CONCLUSAO

Nesta subandlise do estudo CECCY, concluimos que os
biomarcadores mieloperoxidase e galectina-3 ndo se correlacionaram com o
desenvolvimento de cardiotoxicidade. Embora ambos os biomarcadores
tenham apresentado elevacdo ao longo da terapia com antraciclina, n&o
houve relacdo desta elevacéo com alteracdo de troponina e tampouco houve
impacto no nivel sérico dos biomarcadores com o uso do betabloqueador
carvedilol. No entanto, em uma andlise exploratéria, estabeleu-se relagéo
entre os niveis séricos de mieloperoxidase basal acima da média com maior

elevacéo de troponina e, consequentemente, melhor resposta a carvedilol.
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8 ANEXOS

Anexo 1 -TCLE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1 NOME. Lt e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o sexo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ........ Y- {—

= B = 5 SR ————— [ S —————— 7L\ 6 J—
BAIRRD: sswmammmssmssnmr sy o s s isiss CIDADE v s s sy

2 RESPONSAVEL LEGAL ........oooiooo oo
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ..ot

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......ccoccoiiiiiiiiiice. SEXO: MO rFO
DATANASCIMENTO.: .../ .....[.....

ENDERECO: ...
BAIRRO: .. CIDADE:
BEP: cniommmmssan apmmssss e TELEFONE: DDD (............ )t S B S S B S

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Estudo Duplo-cego Randomizado e Controlado sobre o Efeito do

Betabloqueador na Prevengdo do Desenvolvimento de Cardiomiopatia Secundaria a Quimioterépicos
PESQUISADOR : Silvia Moreira Ayub Ferreira
CARGO/FUNCAO: médico-assistente INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 75810
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto do Coaragédo do HC-FMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO [ RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO X ISCO MAIOR O

4. DURACAO DA PESQUISA: 5 ANOS

Rubrica do sujeito de pesquisa ou
responsdvel _

Rubrica do pesquisador___
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1 —O objetivo deste estudo é verificar se o uso de uma medicagéo da classe dos betabloqueadores
cujo nome é CARVEDILOL pode prevenir o aparecimento de disfungdo no coragéo provocada pelo
uso de medicagédo quimioterapica. Esta disfungdo no coracdo recebe o nome de CARDIOPATIA
SECUNDARIA AO USO DE QUIMIOTERAPICOS e aparece em 23% dos pacientes que sao tratados
com quimioterapicos do grupo da ANTRACICLINA. Alguns estudos iniciais sugerem que o uso deste
medicamento, o CARVEDILOL, ajuda a prevenir esta cardiopatia, porém estudos com um ndmero
maior de pacientes é necessario para confirmar estes resultados. Para se estudar o efeito deste
medicamento temos que comparar um grupo que ira receber o CARVEDILOL com um grupo que
ndo. Este segundo grupo ird receber um comprimido placebo (sem conter o principio ativo do

carvedilol).

2 — Durante este protocolo de pesquisa o senhor (a) sera sorteado para receber o medicamento
CARVEDILOL ou PLACEBO (comprimido inerte) durante 24 semanas (1 comprimido a cada 12
horas). Sera submetido a coleta de exames de sangue (no inicio do estudo, 3, 6, 9, 12 e 24
semanas) para realizagdo de dosagem de substancias (troponina ultra-sensivel, microRNA-208a e
BNP) que nos fornecem informagdes sobre a possivel lesdo do coragdo pela medicagéo
quimioterapica. O (a) senhor(a) também realizara ecocardiograma, que é um ultra-som do coragéo,
no inicio do estudo, 6, 12, 24, 48 e 96 semanas. Estes exames nos fornecem informagdes muito

importantes sobre o funcionamento do seu coragéo.

3 — O senhor (a) tera como desconfortos esperados pelo estudo: o uso do CARVEDILOL pode
acarretar a queda da pressdo arterial e o batimento lento do coragéo; estes efeitos serdo
minimizados porque o paciente sera avaliado pelo médico cardiologista antes da introdugédo do
medicamento e semanalmente até alcangarmos a dose alvo; outro desconforto esperado é a pungéo
da sua veia para coleta de exames de sangue; na realizagdo do ecocardiograma o senhor
permanecera por tempo prolongado (30 minutos) em posi¢éo que podera ser desconfortavel (deitado

do lado esquerdo).

Rubrica do sujeito de pesquisa ou
responsdvel

Rubrica do pesquisador__



Anexos

76

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

4 — Os seus beneficios de participar deste protocolo serdo a avaliagdo detalhada da fungéo
do seu coragéo e a oportunidade de ter um acompanhamento continuo com cardiologista da
evolugdo da fungéo do seu coragdo. Caso seja detectado durante o seguimento disfun¢do do
coracdo o senhor sera encaminhado para acompanhamento gratuito no Instituto do Coragéo

na Unidade de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante Cardiaco.

5 - Em qualquer etapa do estudo, o senhor (a) terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é a Dr Edimar Alcides
Bocchi, que pode ser encontrada no endereco: Instituto do Coragéo (Incor), Unidade de Insuficiéncia
Cardiaca e Transplante Cardiaco, Rua Enéas de Carvalho Aguiar, 44, Bloco IlI, AB Andar, Unidade
de Insuficiéncia Cardiaca, Telefone 2661-5419 ou 99801-6432. Se vocé tiver alguma consideragéo
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —
Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-
6442 ramal 26 — e-mail: cappesg@hcnet.usp.br;

6 - O senhor tem garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento, podendo
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na

Instituigéo;

7 — As informagdes a respeito do senhor (a) obtidas durante este estudo serdo analisadas em

conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente;
8 - O Senhor (a) tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas;

9 - Nao ha despesas pessoais para o senhor (a) em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir

qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

10 - Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na

Instituicdo, bem como as indenizag¢des legalmente estabelecidas

11 - O senhor (a) tem o0 hosso compromisso de utilizar os dados e o material coletado somente para

esta pesquisa

Rubrica do sujeito de pesquisa ou
responsdvel

Rubrica do pesquisador__
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “Estudo Duplo-Cego Randomizado e Controlado sobre o efeito
do Betabloqueador na Prevengdo do Desenvolvimento de Cardiopatia Secundaria a
Quimioterapicos”.

Eu discuti com o Dra. Silvia Moreira Ayub Ferreira sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propédsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagéo é isenta de despesas e que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagé@o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou
responsével

Rubrica do pesquisador__
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Anexo 2 - Apresentacdo do trabalho no congresso da American Heart

Association. 10-12 novembro em Chicago -IL

< (3 I 1

CONGRATULATIONS: AHA
Scientific Sessions 2018 Abstract

‘NSAT‘,'\IUEOEDRO Acceptance Notification: Abstract
% 3o No. 14425 - ACTION NEEDED

CItncia £ Husakisuo Entrada

AHAScientificSes. 6deago.de 2018 &
Plasma Biomarkers Reflecting High Oxidative Stress 0
Predicts Myocardial Injury Related to Dt D Waidetey Jr;
Anthra cycline Chemothera py Please click the link below to access important

information regarding the abstract you submitted to the
American Heart Association's Scientific Sessions 2018 to
be held in Chicago, Illinois from November 10-12.

Mauro Rogério de Barros Wanderley Jr, M6nica Samuel Avila, Miguel Morita hitp://e.citbz/e.asp?e=35F6393C-1 BBI-4CF1-ALES
Fernandes-Silva, Edimar Alcides Bocchi and Silvia Moreira Ayub-Ferreira. 5‘ %
} A If you have difficulty opening this link, please copy and

On behalf of all CECCY Trial Investigators paste it into your browser.)

If you have any questions, please contact call 888-242-
2453 or email program.participanti@heart.org
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01724450
No disclosures to declare for this presentation

Sincerely,

Committee on Scientific Sessions Program
American Heart Association

R FAPESP

3 (¢4 IEN1IFI-
B : ' ‘(’ et ‘ SCESSIONS

el
Association.
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Anexo 3 — Apresentacao do trabalho no Congresso da Socesp 2019

< B T 32 -

TRABALHO APROVADO - Envio de
E-Poster - Congresso SOCESP ¥
2019 Entrada

temalivre 7 de mai. de 2019 « vee
para mim v

REDUZINDO A MORTALIDADE
POR DOENCAS CARDIOVASCULARES

\DE DE CARDIOLOGIA DO ESTADO DE SAO PAULO

ATENGCAO: DATA LIMITE PARA ENVIO DO
ARQUIVO DO E-POSTER - 30/Maio/2019

Prezado(a) Dr. (a) Mauro Rogério de Barros Wanderley
Jr

maurowanderley@gmail.com

Temos a satisfagao de informar que a Comissao de Tema
Livre do 40° Congresso da SOCESP APROVOU seu
resumo intitulado:

Avaliacao de Biomarcadores de Estresse Oxidativo na
Cardiotoxicidade Relacionada a Quimioterapicos,

para ser apresentado no formato E-POSTER,
conforme indicado abaixo:

DATA DA APRESENTAGCAO: 21/06/2019

HORARIO DE AP RinGimiinigris@mtedded) 25 11:30:00
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Anexo 4 — Apresentacgéao trabalho no Congresso DEIC 2019

XVIII CONGRESSO BRASILEIRO o
14

DE INSUFICIENCIA CARDIACA
ICONGRESSO BRASILEIRO DE IC AGUDA
ISIMPOSIO ACADEMICO DO CONGRESSO BRASILEIRO DE IC
FORTALEZA | 8 A10 DE AGOSTO DE 2019
CENTRO DE EVENTOS DO CEARA

Certificamos que o trabalho

Avaliagao de biomarcadores de estresse oxidativo na cardiotoxicidade relacionada a quimioterdpicos
dos autores

MAURO ROGERIO DE BARROS WANDERLEY JUNIOR, MONICA SAMUEL AVILA, MIGUEL MORITA FERNANDES DA SILVA,
FATIMA DAS DORES CRUZ, SARA MICHELLY GONGALVES BRANDAO, VAGNER OLIVEIRA CARVALHO RIGAUD, EDECIO C
NETO, LUDHMILA ABRAHAO HAJAR, ROBERTO KALIL FILHO, EDIMAR ALCIDES BOCCHI, SILVIA MOREIRA AYUB FERREIRA

foi apresentado como POSTER no XVIIl CONGRESSO BRASILEIRO DE INSUFICIENCIA CARDIACA — DEIC 2019 no periodo de
08 a 10 de agosto de 2019, no Centro de Convengdes do Ceara, Fortaleza - CE.

et S, Cictibson Warcoe. Sibvstin b Wi & Wl Wl Sl M Mo
Joao David de Souza Neto Odilson Marcos Silvestre José Albuquerque de Figueiredo Neto Silvia Marinho Martins
Presidente do DEIC2019 Coordenador de Temas Livres Coordenador de Temas Livres Coordenadora de Temas Livres
DEIC2019 DEIC2019 DEIC2019
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Anexo 4 — Submissao

circ 18 de fev. de 2020 Q e
para MAUROWANDERLEY, maurowand... v

February 18, 2020

Dr. Mauro Rogerio de Barros Wanderley Jr, Medical
Physician

Heart Institute (InCor) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Heart Failure Department

671 Dr Zer reet

6443 Antonio Maria Coelho street
Campo Grande, Maine 79031007
BRAZIL

RE: CIRCULATIONAHA/2020/046127

Oxidative Stress Biomarkers Predicts Myocardial Injury
Related to Anthracycline Chemotherapy: insights from
the CECCY trial

Dear Dr. Wanderley Jr,

Thank you very much for submitting your manuscript
to Circulation. We appreciate the opportunity to
consider your manuscript.

Although the editors found your manuscript to be of
considerable interest, it did not reach a priority

fficient for ication in Ci ion. However, we
did share your manuscript with the editors of the
American Heart Association's Open Access journal,
JAHA: Journal OYYIE AMEITCaN Feart Association

13:50 w T

g@h jaha 26 de mar. de 2020 & o
L para MAUROWANDERLEY, mo_avila, mi... v
March 26, 2020

Dr. Mauro Rogerio de Barros Wanderley Jr
Universidade de Sao Paulo

Heart Failure Department

6443 Antonio Maria Coelho street

Campo Grande, Maine 79031007

Brazil

RE: JAHA/2020/016331-T1

Oxidative Stress Biomarkers Predicts Myocardial
Injury Related to Anthracycline Chemotherapy:
insights from the CECCY trial

Dear Dr. Wanderley Jr,

Thank you very much for your submission to JAHA:
Journal of the American Heart Association. Your
manuscript has been evaluated by two reviewers
and the editors. We are sorry to report that it is not
acceptable for publication in JAHA in its present
form.

Owing to the amount of work required to address
the concerns of the reviewers and the editors, we
do not wish to encourage revision. However, if you
feel that you can satisfactorily construct a new
manuscript that addresses the comments of the
referees, we would be willing to process that
manuscript as a de novo submission. We have
found that the vast majority of such manuscripts
are not accepted.

Should you cho cttetteasubmiplonse recall that it

13:51 wll O

jacc 28 de jan. de 2020 & e
para mim, maurowanderley v
"Oxidative Stress Biomarkers Predicts Myocardial

Injury Related to Anthracycline Chemotherapy:
insights from the CECCY trial"

Dear Dr. Wanderley Jr.:

Thank you for your recent submission to JACC. The
editors have discussed your manuscript at our
weekly meeting, and the consensus is that this
paper does not generate the degree of priority for
publication. In order to allow you to promptly
submit it elsewhere, we are returning it to you
without peer review.

While your paper was interesting, it did not meet
the priority requirements of the original science
section. Also, space limitations allow us to accept
only one-tenth of the papers we receive, and we
can only publish the most comprehensive
manuscripts of highest translational value.

We recognize the thought and effort that went into
your work. We know you will be disappointed, but
we hope to see other future submissions from you.
Hopefully, next time will produce a more positive
outcome.

Again, we thank you for your interest in the Journal.
Sincerely,
James L. Januzzi, M.D.

Associate Editor
Journal of the American College of Cardiology

< 2 N T [ S
JHF120220-1231 Decision Letter

1) Entrada

jacchf 10 de dez. de 2020 & e
para mim v

"Biomarkers Reflecting High Oxidative Stress
Predicts Myocardial Injury Related to Anthracycline
- insights from CECCY Trial"

Dear Dr. Wanderley Jr.:

The editors have reviewed your manuscript and the
consensus is that it will not achieve sufficient

priority to warrant publication in JACC Heart Failure.

Therefore, so that you may promptly submit it
elsewhere, we are returning it to you without peer
review.

Regrettably, space limitations allow us to accept
only a small percentage of the papers we receive.
Thank you for your interest in the journal.

Sincerely,

Christopher O'Connor, M.D.

Editor-in-Chief

JACC Heart Failure

Heart House, 2400 N Street NW, Washington, DC
20037

Phone: 202-375-6136; Fax: 202-375-6819; Email:
JACCHF@acc.org
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Anexo 5 — Artigo original do estudo principal publicado no Journal of

American College Cardiology

JOURNAL OF THE AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY VOL. 71, NO. 20, 2018
© 2018 BY THE AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY FOUNDATION
PUBLISHED BY ELSEVIER

ORIGINAL INVESTIGATIONS

Carvedilol for Prevention of )
Chemotherapy-Related Cardiotoxicity |
The CECCY Trial

Mbnica Samuel Avila, MD,** Silvia Moreira Ayub-Ferreira, MD, PaD,** Mauro Rogerio de Barros Wanderley, Jr, MD,"
Fatima das Dores Cruz, RN," Sara Michelly Gongalves Brandao, RN, Vagner Oliveira Carvalho Rigaud, PuD,*
Marilia Harumi Higuchi-dos-Santos, MD, PaD,” Ludhmila Abrahdo Hajjar, MD, PaD,"™" Roberto Kalil Filho, MD, PaD,>
Paulo Marcelo Hoff, MD, PuD,” Marina Sahade, MD," Marcela S.M. Ferrari, MD," Romulo Leopoldo de Paula Costa, MD,“
Max Senna Mano, MD, PuD," Cecilia Beatriz Bittencourt Viana Cruz, MD," Maria Cristina Abduch, VMD,"

Marco Stephan Lofrano Alves, MD, PuD,” Guilherme Veiga Guimaraes, PuD," Victor Sarli Issa, MD, PuD,"

Marcio Sommer Bittencourt, MD, MPH, PaD,>> Edimar Alcides Bocchi, MD, PaD?

ABSTRACT

BACKGROUND Anthracycline (ANT) chemotherapy is associated with cardiotoxicity. Prevention with B-blockers
remains controversial.

OBJECTIVES This prospective, randomized, double-blind, placebo-controlled study sought to evaluate the role of
carvedilol in preventing ANT cardiotoxicity.

METHODS The authors randomized 200 patients with HER2-negative breast cancer tumor status and normal left
ventricular ejection fraction (LVEF) referred for ANT (240 mg/m?) to receive carvedilol or placebo until chemotherapy
completion. The primary endpoint was prevention of a =10% reduction in LVEF at 6 months. Secondary outcomes were
effects of carvedilol on troponin |, B-type natriuretic peptide, and diastolic dysfunction.

RESULTS Primary endpoint occurred in 14 patients {14.5%) in the carvedilol group and 13 patients (13.5%) in the
placebo group (p = 1.0). No differences in changes of LVEF or B-type natriuretic peptide were noted between groups.
A significant difference existed between groups in troponin | levels over time, with lower levels in the carvedilol group
{p = 0.003). Additionally, a lower incidence of diastolic dysfunction was noted in the carvedilol group {p = 0.039).

A nonsignificant trend toward a less-pronounced increase in LV end-diastolic diameter during the follow-up was noted in
the carvedilol group (44.1 4 3.64 mm to 45.2 + 3.2 mm vs. 44.9 + 3.6 mm to 46.4 4 4.0 mm; p = 0.057).

CONCLUSIONS In this largest clinical trial of B-blockers for prevention of cardiotoxicity under contemporary ANT
dosage, the authors noted a 13.5% to 14.5% incidence of cardiotoxicity. In this scenario, carvedilol had no impact on the
incidence of early onset of LVEF reduction. However, the use of carvedilol resulted in a significant reduction in troponin
levels and diastolic dysfunction. (Carvedilol Effect in Preventing Chemotherapy-Induced Cardiotoxicity [CECCY];

((( NCTO1724450) (J Am Coll Cardiol 2018;71:2281-90) © 2018 by the American College of Cardiology Foundation.
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ABBREVIATIONS
AND ACRONYMS

ANT = anthracycline

BNP = B-type natriuretic

peptide
HF = heart failure

in = natural logarithm

LV = left ventricular/ventride

LVEF = left ventricular ejection

fraction

Tal = troponin |

espite advances in the survival of
patients with cancer, their prog-
nosis remains limited by complica-
tions that are frequently treatment related
(1). Cardiovascular effects of chemothera-
peutic agents are responsible for a significant
proportion of severe complications, particu-
larly among female patients with breast can-
cer (2). One of the most widely used agents
(3,4), anthracyclines (ANT), is responsible
for early and late dose-related cardiotoxicity,
particularly overt heart failure (HF) (5-7).
Several primary and secondary prevention strate-
gies have been proposed to reduce ANT-induced
cardiotoxicity (8). These strategies extrapolate
guideline-oriented therapies for HF to patients with
chemotherapy-induced cardiomyopathy. This in-
cludes the use of f-blockers as a mainstay HF treat-
ment based on their beneficial effects on
neurohumoral activation, symptoms, and prognosis
(9,10). In nonrandomized studies of secondary pre-
vention of cardiotoxicity with enalapril and carvedi-
lol, recovery of left ventricular ejection fraction
(LVEF) was reported with early treatment after initial
clinical presentation (11,12). Therefore, an earlier
approach could determine greater success in the
management of cardiotoxicity.

SEE PAGE 2291

However, the use of fB-blockers for primary
prevention of cardiotoxicity remains controversial.
Previous trials supporting p-blocker use have many
design limitations, such as being observational, open-
label, single-blind, combined cardiovascular drugs, or
limited number of patients (13-16). On the contrary, in
the recent PRADA (Prevention of Cardiac Dysfunction
During Adjuvant Breast Cancer Therapy) trial, meto-
prolol succinate was not associated with a reduction
in the incidence of cardiotoxicity (17). However,
carvedilol and metoprolol succinate have distinct
pharmacologic properties (18,19).

In the face of controversial evidence supporting
the use of B-blockers for primary prevention of
anthracycline-induced cardiotoxicity (7,8,20), we
conducted the CECCY (Carvedilol Effect in Preventing
Chemotherapy-Induced Cardiotoxicity) trial, the aim
of which was to test the effects of carvedilol for
primary prevention of cardiotoxicity.

JACC VOL. 71, NO. 20, 2018
MAY 22, 2018.2281-90

METHODS

STUDY DESIGN. The CECCY trial was a prospective,
double-blind, randomized, placebo-controlled study
conducted in the Heart Failure Department of
Heart Institute (InCor) and the Cancer Institute,
Sdo Paulo, Brazil. Patients were referred from the
Cancer Institute, and the Heart Failure Team of
the Heart Institute was responsible for allocation,
randomization, and optimization of the dose of
carvedilol/placebo. Data were collected, managed,
and analyzed by the Heart Failure Team after the end
of the study.

The institutional review board at both institutions
approved the trial protocol (Figure 1). All participants
were informed about the research objectives,
research protocol, and treatment alternatives
involved in the study, and all participants provided
written informed consent to participate in the study.
The trial was registered at the ClinicalTrials.gov
(NCT01724450) before study initiation.

STUDY PATIENTS. We included all consecutive pa-
tients with HER2-negative breast cancer tumor
status and therapy that included anthracycline,
cyclophosphamide, and taxane from April 23, 2013 to
January 3, 2017. The standard chemotherapy protocol
comprised 4 cycles of cyclophosphamide 600 mg/m*
and doxorubicin 60 mg/m® every 21 days (with a
total cumulative dose of 240 mg/m?), followed by
paclitaxel 80 mg/m* weekly for 8 weeks.

Eligibility requirements included an age of at least
18 years, diagnosis of invasive breast adenocarci-
noma, with an indication for adjuvant or neocadjuvant
therapy.

Exclusion criteria included the impossibility of left
ventricular (LV) function evaluation; prior history of
chemotherapy or radiation; HF symptoms; prior
diagnosis of cardiomyopathy, coronary artery dis-
ease, moderate to severe mitral and aortic disease;
use of angiotensin-converting enzyme inhibitors,
angiotensin receptor blockers, or f-blockers; contra-
indication to the use of fi-blockers; and patients with
HER2 expression.

RANDOMIZATION, ALLOCATION, AND INTERVENTION.
Randomization was on a 1:1 ratio to receive carvedilol
or placebo. The randomization included a pre-
defined stratification according to menopause status
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FIGURE 1 Study Protocol
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completed (20 weeks).

Biomarkers were collected a mean of 19 days after each anthracycline cycle. The titration of carvedilol/placebo was made every 3 weeks at a maximum dose of
50 mg/day or appearance of symptoms or heart rate =60 beats/min or systolic blood pressure <110 mm Hg. Carvedilol was continued until chemotherapy was

considering the potential difference in cardiotoxicity
risk between pre- and post-menopause (21). The
randomization was performed with a computer-based
randomization list in blocks of 4, including 2 carve-
dilol and 2 placebos. Data on randomization and
allocation were maintained in the custody of an in-
dependent research pharmacy at the Cancer Institute.

Carvedilol and placebo were administered in a
progressive manner with incremental dosing at
3-week intervals beginning with a dose of 3.125 mg
twice a day, which was then increased to 6.25 mg,
then to 12.5 mg, to a maximum dose of 25 mg every
12 h or until the appearance of intolerable symptoms
or heart rate =60 beats/min or systolic blood
pressure <110 mm Hg. Carvedilol and placebo were
continued until completion of chemotherapy.
STUDY PROCEDURES. All eligible patients under-
went a baseline transthoracic echocardiogram and
routine laboratory tests including biomarkers before
randomization. If the patient met the eligibility
criteria, the randomization was performed. After
randomization, the medication was initiated on the
first day of chemotherapy. The following sequential
measurements of biomarkers were performed in a
median of 19 days after each ANT cycle. The
echocardiography, troponin I (Tnl), and B-type
natriuretic peptide (BNP) follow-up evaluations are
summarized in Figure 1.

The quantitative Tnl determination was obtained
by means of a 3-step sandwich immunoassay using

direct chemiluminescent technology and constant
amounts of 2 monoclonal antibodies. An auxiliary
reagent is included to reduce nonspecific binding
using the ADVIA Centaur Tnl-Ultra commercial kit
(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, New
York). The level of detection was 0.006 ng/ml.
Levels <0.006 were reported as 0.005 ng/ml. The
normal range of Tnl was <0.04 ng/ml. Plasma con-
centration of BNP was obtained with a 2-step sand-
wich immunoassay using direct chemiluminescent
technology and constant amounts of 2 monoclonal
antibodies using the commercial kit ADVIA Centaur
(Siemens Healthcare, Malvern, Pennsylvania). The
results are presented in pg/ml. The level of detection
was 2 pg/ml. Levels <2 are reported as 1 pg/ml.
Transthoracic echocardiography was performed
with a commercially available system (Envisor
Philips, Philips Healthcare, Andover, Massachusetts).
All the measurements were performed and reported
according to the recommendations of the American
Society of Echocardiography (22). LVEF was
measured by Simpson rule, throughout apical 4- and
2-chamber views. We also assessed the following
echocardiographic parameters: left atrium diameter,
interventricular septum diameter, posterior wall
thickness, LV end-diastolic diameter, LV end-systolic
diameter, and mitral inflow with the use of Doppler
echocardiography (23). Diastolic function was
evaluated by mitral inflow E/A pattern, E/A ratio, E
velocity deceleration time, annular tissue Doppler
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FIGURE 2 Criteria and

The intention-to-treat population included all patients who met the inclusion criteria and had a valid randomization. Problems with baseline
tests refer to an impossibility of accomplishing all the baseline examinations before the initiation of chemotherapy. Exclusion due to an
invalid randomization refers to patients who after randomization had a change in chemotherapy treatment (n — 4) and an error in the
menopausal status (n — 4). ACE — angiotensin-converting enzyme; ARB — angiotensin |l receptor blockers.

curves (e’/a’), and E/e’ ratio (22). All echocardiography
data was stored including the original DICOM (Digital
Imaging and Communications in Medicine) images.
These images were stored on a secure institutional
drive. All scans were read by experienced board-
certified echocardiographers who were blinded to all
clinical characteristics.

STUDY ENDPOINTS. The primary endpoint was an
early onset drop in LVEF of at least 10% from baseline
until the end of chemotherapy at 6 months (24). The
secondary endpoints were changes in the levels of
Tnl (Tnl >0.04 ng/ml), BNP, and in diastolic
dysfunction recommended by guidelines at the time
of the study design (23).

STATISTICAL ANALYSIS. The sample size was
calculated with an expected incidence of cardiotox-
icity of 23% with the use of ANT and an expected
reduction to 8% with the addition of f-blockers (15).

We estimated a loss of follow-up of 5%, statistical
significance level of 95%, and 80% power.

Quantitative variables are expressed as mean + SD
when normally distributed or as median (inter-
quartile range) if the hypothesis of normality was
rejected. For troponins and BNP levels, we performed
a natural logarithm (In) transformation to normalize
the data. Categorical variables were compared using
the Fisher exact test, including the comparison of the
prevalence of LV dysfunction at the end of chemo-
therapy and occurrence of side effects. For the clin-
ical outcomes, we performed a log-rank test to
compare the incidence of events across groups.

For the longitudinal analysis of the echocardiog-
raphy parameters, In-transformed troponins, and
BNP, we plotted the mean and 95% confidence in-
tervals stratified by treatment group on linear graphs.
We then constructed longitudinal linear mixed-
effects models to compare the 2 treatment groups.
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For the longitudinal mixed models, we constructed
models including the interaction of time and treat-
ment group with a fixed intercept, assuming baseline
measurements of each predictor were similar across
groups due to the randomized design of the study.
The difference between groups was considered sig-
nificant if the interaction term between group and
time was significant. Due to the previously known
nonlinearity of the evolution of troponin over time
after ANT use, which was also seen in our data, we
pre-specified an additional model for the evaluation
of In-transformed troponin levels across time. In this
model, time was included as a quadratic function by
the inclusion of first- and second-order time variables
to accommodate the biphasic behavior of the
troponin levels in each group. Then, we evaluated the
interaction of time and time squared with the treat-
ment group to assess the longitudinal differences in
the distribution of the In troponin over time. Addi-
tionally, to provide a single overall level of signifi-
cance for the difference in the Tnl levels between the
2 groups, we then constructed a model without
interaction terms and compared it with a model
including both interaction terms using a likelihood
ratio test as 1 model was nested into the other. For the
longitudinal analysis of diastolic dysfunction, we
have used generalized estimating equations using the
logit function, as the outcome was binary. For the
analysis of the difference in prevalence of diastolic
dysfunction, an interaction term of treatment group
and medication was created, and the analysis was
performed with the same strategy described for the
longitudinal mixed-effects models used for the
continuous variables. The statistical analysis was
performed using Stata version 14.0 (StataCorp, Col-
lege Station, Texas) and the level of significance was
defined as p <0.05.

RESULTS

From April 2013 to January 2017, we screened 1,122
consecutive patients with breast cancer referred for
ANT chemotherapy (Figure 2). We randomized 200
patients; 8 of them had no valid randomization. The
reasons for an invalid randomization were change
in chemotherapy scheme (n = 4) and error in the
information about menopausal status (n = 4). Thus,
192 patients were randomly assigned to receive
carvedilol or placebo for the intention-to-treat anal-
ysis. The baseline characteristics of the patients were
statistically balanced across groups (Table 1). Online
Table 1 demonstrates the percentage of patients at
the different dose ranges of carvedilol or placebo.
Also, the mean serum creatinine levels were also

Avila et al. 2285
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TABLE 1 Baseline Characteristics of Patients
Carvedilol Placebo
(n=96) (n = 96) p Value

Age, yrs 50.80 £ 10.10 52.90 + 9.05 014
Menopause 0.88

Pre-menopause 49 (51.0) 48 (50.0)

Post-menopause 47 (49.0) 48 (50.0)
Therapy 0.054

Neoadjuvant 56 (58.3) 42 (43.7)

Adjuvant 40 (416) 52 (54.1)

Palliative 0(0.0) 2 (2.0)
Maximal tolerated carvedilol/placebo 1850 +17.60 2220 £1557 0.078

dose, mg/day

Body mass index, kglmz 27.28 £5.04 2748 £ 579 0.76
Cardiovasaular risk factors

Hypertension 330 9(9.3) 013

Diabetes mellitus 4@ 5(5.2) 1.0

Hypercholesterolemia under 66.2) 20 0.54

statin treatment

Current/past smokers 24 (25.0) 26 (27.0) 0.87
Systolic blood pressure, mm Hg 120.3 £ 16.6 1248 £17.2 0.07
Diastolic blood pressure, mm Hg 779 £ 1.9 784 £10.2 0.73
Heart rate, beats/min 80.0 + 141 824+ 126 021
Serum troponin | baseline, ng/ml 0.005 (0.005-0.005) 0.005 (0.005-0.005) 0.99
Serum BNP, pg/ml 16.00 (8.25-25.00) 12.00 (6.00-21.00)  0.55
Values are mean + SD, n (%), or median (interguartile range).

BNP — B-type natriuretic peptide.

balance between groups, 0.70 + 0.12 mg/dl in carve-
dilol group and 0.723 + 0.13 mg/dl.

PRIMARY ENDPOINT. During the follow-up, 27 pa-
tients (14.0%) had a decrease of at least 10% in LVEF
at 6 months after the initiation of chemotherapy. Of
these patients, 14 (14.5%) were in the carvedilol group
and 13 (13.5%) were in the placebo group (p = 1.0). In
an exploratory manner, considering an alternative
definition of cardiotoxicity as a decrease of 10 per-
centage points to a value below the lower normal
value of 55% in our center (25), only 1 patient (1%) in
the placebo group and none in the carvedilol group
fulfilled criteria for cardiotoxicity and had a decrease
of LVEF to 35% (Table 2).

The mean baseline LVEF was 65.2 + 3.6% in the
placebo group and 64.8 + 4.7% in the carvedilol
group. After 6 months of chemotherapy, LVEF was
63.9 + 5.2% in the placebo group and 63.9 + 3.8% in
the carvedilol group (Table 2), a nonsignificant abso-
lute LVEF reduction of 1.3% in the placebo group and
0.9% in the carvedilol group. No changes in LVEF
from baseline throughout the 6 months were noted
between groups (p = 0.84) (Figure 3A).

Taking into account menopausal status, no differ-
ence was seen between carvedilol and placebo in both
subgroups pre- and post-menopause.
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TABLE 2 Primary and Secondary Endpoints

Placebo Carvedilol
(n=96) (n = 96) p Value
Primary endpoints
Patients with decrease in 13(135) 14 (14.5) 1.00
LVEF >10%
Sequential LVEF, % 0.84
Baseline 652 +36 64.8 4.7
6 weeks 645+ 3.6 642+ 8.0
12 weeks 64.6 + 4.0 64.0 =39
24 weeks 63.9 +52 639438
Secondary endpoints
Biomarkers
Troponin |
Troponin |-patients with 40 (41.6) 25 (26.0) 0.003
values =0.04 ng/ml
Sequential troponin, ng/ml 0.003*
Baseline 0.005 (0.005-0.005) 0.005 (0.005-0.005)
3 weeks 0.001 {0.000-0.010)  0.006 (0.000-0.011)
6 weeks 0.006 {0.000-0.013)  0.006 (0.000-0.110)
9 weeks 0.015 (0.008-0.030)  0.014 (0.006-0.019)
12 weeks 0.037 (0.022-0.058)  0.026 (0.017-0.044)
24 weeks 0.010 (0.000-0.024)  0.016 (0.007-0.028)
Sequential BNP, pg/ml 0.85t
Baseline 12.00 (6.00-21.00) 16.00 (8.25-25.00)
3 weeks 13.00 (7.50-22.00)  17.00 (10.00-28.00)
6 weeks 12.00 (6.00-22.00) 17.00 (9.00-27.00)
9 weeks 14.00 (5.00-26.00) 18.00 (8.75-33.25)
12 weeks 11.00 (6.00-23.00) 17.00 (9.50-31.00)
24 weeks 10.00 (6.00-23.00)  13.00 (7.00-20.00)
Abnormal echo diastolic
function—patients:
Baseline 14 (15.2) 21(21.8) 0.039
24 weeks 32(372) 24 (2855)

Values are n (%), mean + SD, or median (interquartile range). *Linear mixed-effects model with time modeled as
a guadratic function (p — 0.003 for the likelhood ratio between nested models). tLinear mixed-effects model.
#Total number of patients in placebo group: 86; total number of patients in carvedilol group: 84 (missing data
due to technical Uimitations for echocardiograms after breast cancer surgery, missing patients, or deatn).

BNP — brain natriuretic peptide; Echo — echocardiogram; LVEF — left ventricutar ejection fraction.

ECHOCARDIOGRAM MEASUREMENTS. During the
follow-up, a trend toward a less-pronounced increase
in LV end-diastolic diameter was noted in the carve-
dilol group compared with placebo (from 44.1 +
3.3 mm to 45.2 + 3.2 mm vs. from 44.9 + 3.6 mm to
46.4 + 4.0 mm, respectively; p = 0.057) (Figure 3B).
No differences across groups in left atrium septal or
posterior wall or LV end-systolic diameter were noted
over time (Online Tables 2 to 7).

SECONDARY ENDPOINTS. Tnl levels increased from
baseline until the end of the study in both groups
(Table 2). However, this increase of Tnl levels over
time was attenuated in the carvedilol arm (p = 0.003)
(Central Illustration). Sixty-five patients (33.8%) had
plasma levels of TnI >0.04 ng/ml. Of these, 25 (26.0%)
were in the carvedilol and 40 (41.6%) were in the
placebo group (p = 0.03) (Table 2, Online Figure 1).

JACC VOL. 71, NO. 20, 2018
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After the end of ANT cycles, a drop occurred in Tnl
levels in both groups (Central Illustration). For BNP,
however, no difference occurred across groups over
the course of follow-up (p = 0.85) (Table 2).

We found a lower incidence of diastolic dysfunc-
tion in the carvedilol compared with the placebo
group (p = 0.039) (Table 2). The incidence of diastolic
dysfunction in the placebo group increased progres-
sively during ANT treatment, but not in the carvedilol
group (Online Figure 2). The majority (91%) of diag-
nosed diastolic disjunction cases were classified as
diastolic dysfunction grade 1, relaxation abnormality.

CLINICAL EVENTS. No differences were found in the
incidence of clinical events across groups. Two deaths
(2.1%) occurred in the placebo and 2 (2.1%) in the
carvedilol group (p = 1.00), all due to cancer pro-
gression. In the placebo group, we observed 1 case of
de novo HF and 1 case of asymptomatic atrial flutter
with normal LVEF. A detailed description of all clin-
ical events is presented in Online Table 7.

A significant difference occurred in both systolic
and diastolic blood pressure in the carvedilol
compared with the placebo group at 12 and 24 weeks
(Online Figures 3 and 4). Similarly, heart rate in the
carvedilol group was lower than that in the placebo
group from 6 weeks up to 24 weeks (Online Figure 5).

No differences occurred in the incidence of side
effects or carvedilol/placebo discontinuation across
groups. The most common adverse event in the pla-
cebo group was dizziness and in the carvedilol group
symptomatic hypotension (Online Table 8). No
serious adverse events occurred, and carvedilol was
well tolerated. Nine patients stopped the drug due to
side effects, 6 (6.2%) in the placebo group and 3 (3.1%)
in the carvedilol group (p = 0.30).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, the CECCY trial is the
largest prospective randomized double-blind trial
evaluating the use of cardiovascular drugs for pri-
mary prevention of ANT cardiotoxicity. In patients
receiving contemporary doses of ANT, a low preva-
lence of cardiovascular comorbidities and risk factors
for cardiotoxicity, a small percentage of patients
experienced an early onset reduction in LVEF, which
was not influenced by the use of carvedilol. Never-
theless, carvedilol was associated with attenuated
peak levels of Tnl and a lower percentage of patients
experiencing increases in serum Tnl levels. Also, its
use was associated with a trend toward a less pro-
nounced increase in LV diastolic diameter and a
reduction in the percentage of patients with diastolic
dysfunction.
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FIGURE 3 Comparison of Placebo and Carvedilol in the Echocardiographic Parameters During Follow-Up
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Our Tnl results are in accordance with those of a
small single-blind trial showing Tnl reduction with
carvedilol (26). The effect of carvedilol on attenuation
of troponin levels is not well understood. Antioxidant
pharmacological proprieties of carvedilol and its
protection against free radicals could contribute to its
beneficial effects (1). The attenuation of Tnl increase
could improve prognosis of patients receiving
high-dose ANT treatment. High Tnl predicts subse-
quent LVEF reduction and cardiac events (1,27-29).
However, there are currently no data showing
that troponin-based management improves cardio-
vascular outcomes in this population. In fact, the
correlation between Tnl levels and LVEF reduction
has been reported in coronary artery disease but
not in diffuse myocardial injury or other causes
of cardiac troponin release not associated with
myocardial ischemia (30). Troponin cardiac release
may result from chronic cardiac damage without
acute myocardial necrosis (30). In this scenario,
evidence exists that any increased serum levels of
troponin might be associated with an impaired
outcome in various clinical settings (30). Accordingly,
our observed discordance between the elevations of
troponin without a change in LVEF is not well
established. The elevation of troponin in our study
was a mild elevation, barely exceeding the upper
limit of mortality, demonstrating that chemotherapy

with ANT at these doses may lead to myocardial
injury, but this lesion may not be expressive enough
to affect myocardial function.

Our results concerning LVEF changes are closed to
the recent PRADA trial results with contemporary
ANT dosage (17). PRADA also did not demonstrate the
protective effect of metoprolol succinate in the pri-
mary prevention of cardiotoxicity. This study showed
a numerically modest absolute reduction in the LVEF
in both groups (placebo group drop of 1.8% and 1.6%
in metoprolol group). In our study, the decrease was
even lower (drop of 1.3% in placebo group and 0.9%
in carvedilol group), though the technique for
measuring LVEF was different in the 2 studies, as
cardiac magnetic resonance imaging was performed
in the PRADA trial.

In contrast with our findings, several randomized
trials reported a higher incidence of cardiotoxicity
and a beneficial effect of carvedilol or nebivolol in
prevention of cardiotoxicity (15,16,26,31,32). Potential
explanations for these apparent discrepancies may
include small sample sizes, previously reported
higher doses of ANT, heterogeneity of included pop-
ulations with differences in risk factors, cardiovas-
cular comorbidities, types of cancer and
chemotherapy protocols, and differences in follow-up
duration and in study methodology. Patients
receiving high cumulative doses of ANT and with a
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CENTRAL ILLUSTRATION Sequential Levels of Troponin | During Chemotherapy Treatment
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higher prevalence of risk factors have a high risk for
cardiotoxicity (25).

Despite the lack of differences in the incidence of
clinically defined cardiotoxicity across our groups,
the use of carvedilol was associated with a tendency
toward reduction in LV end-diastolic diameter and
attenuation of worsening of diastolic LV function. It
suggests that carvedilol could influence LV remodel-
ing in this setting.

STUDY LIMITATIONS. First, the clinical trial was
conducted in a single center. Despite that, the sample
was a representative population of breast cancer pa-
tients, and it is, to the best of our knowledge, the
largest study using cardiovascular drugs for car-
diotoxicity prevention. Second, the incidence of early
onset cardiotoxicity was 13.5% to 14.5%, lower than
we expected, which might reduce the statistical
power to study carvedilol effects. Third, the dose of

carvedilol was optimized during chemotherapeutic
treatment and may indicate that the target dose was
reached at a later stage of chemotherapy. However,
the effect of carvedilol was already noted early at
6 weeks based on heart rate. Also the maximal dose
of carvedilol was obtained before the time of the peak
of Tnl levels and the highest cumulative dose of ANT.
Fourth, the maximum tolerated dose of carvedilol
and placebo less than what was expected. This
finding could be predictable in the carvedilol group
but not in the placebo group, suggesting an unknown
mechanism of chemotherapy treatment and cancer
impairing the titration of the drug even in the pla-
cebo arm. Fifth, other parameters to assess diastolic
dysfunction have been published more recently (33),
but this does not invalidate the evaluation in the
present study, because all parameters that were used
are extremely reproducible and have had an
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important role in the evaluation of diastolic
dysfunction and in the prognosis in predicting HF
(34). Sixth, the interobserver variability might have
influenced the repeated LVEF measurements, though

Avila et at.
Carvedilol for Preverition of Cardiotoxicity

follow-up. However, the Tnl elevation was significant
and attenuated by carvedilol use, suggesting a
protective effect of carvedilol in myocardial injury.
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this is unlikely to affect the point estimates of our
findings, as this equally affects both groups across
time. Seventh, as the primary endpoint was not met,
any statements related to the secondary endpoints
need to carefully interpreted, although the additional
information provided by the changes in troponin
levels and diastolic function over time adds mean-
ingful information and may aid on the mechanistic
understanding of the pathophysiology of LV
dysfunction in this scenario. And finally, the short
follow-up period (6 months) could be considered a
limitation. Nevertheless, early reduction in LVEF of
10% has been previously reported at the end of
chemotherapy in patients developing cardiotoxicity,
and indeed the detection of the initial disease allows
the possibility of prompt treatment and consequent
recovery of LVEF (12).
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RSPECTIVES

COMPETENCY IN PATIENT CARE AND PROCEDURAL
SKILLS: In patients undergoing ANT chemotherapy, carvedilol
might prevent or delay the onset of cardiac injury and adverse
myocardial remodeling.

TRANSLATIONAL OUTLOOK: Clinical trials with longer
follow-up are required to evaluate the safety and efficacy of
carvedilol for prevention of cardiotoxicity in patients receiving
ANT chemotherapy, determine optimum timing and dosing reg-
imens, and delineate the impact of treatment on both cardiac
function and clinical outcomes.

CONCLUSIONS

The incidence of early onset cardiotoxicity with
contemporary doses of ANT was lower than expected
with moderate to high doses of ANT. In this scenario,
the use of carvedilol did not result in significant
changes in LV function in up to 6 months of
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