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INTRODUZIONE

ATTUALITA DELLA CARDIOTOSSICITA DA ANTRACICLINE

Affrontare la cardiotossicita da farmaci chemioterapici richiede un impegno clinico e
scientifico tale da giustificare la fondazione di una vera e propria disciplina dedicata, la cardio-
oncologia(Lancellotti et al. 2018; Okwuosa e Barac 2015). Sebbene tale disciplina sia stata
riconosciuta a seguito dell’evidenza della tossicita associata all’anticorpo monoclonale anti ERB2
trastuzumab, la tossicita da antracicline (ANT) e nota da molto piu tempo e tuttora condiziona
significativamente la pratica clinica(Montemurro et al. 2010).

Per evitare la cardiotossicita da ANT si & creduto inizialmente sufficiente mantenere la dose
cumulativa al di sotto di una cosiddetta “dose-soglia” (circa 350-450 mg/mq di doxorubicina).
Oggi sappiamo che cid non & del tutto vero e che, virtualmente, anche dosi molto basse causano
tossicita, che si manifesta in relazione non solo alla dose, ma anche al il tempo dall’esposizione
(cardiotossicita tardiva), alle comorbilitd cardiache preesistenti e all’associazione di altre
terapie(D. Cardinale et al. 2006).

Per evitare la tossicita da ANT, che si puo verificare anche a dosi basse, si potrebbe proporre
di evitare I’'uso delle ANT. Cio depriverebbe perd moltissimi pazienti delle migliori chance di
sopravvivere al tumore. Tale classe di farmaci, infatti, & ancora alla base di molti degli schemi
chemioterapici piu efficaci, sia nei tumori solidi (tumore mammario) che nelle malattie
ematologiche ad alto grado di malignita, come i linfomi e le leucemie.

Allo stato attuale non vi sono delle alternative alle ANT altrettanto efficaci ma
significativamente meno cardiotossiche, con la non trascurabile eccezione delle ANT
liposomiali(Dell’olio et al. 2011; Olivieri et al. 2017; Rohlfing et al. 2015). La cardiotossicita da
ANT rimane pertanto un problema attuale e irrisolto dopo oltre trent’anni di impiego clinico: se
da un lato non sono ancora completamente noti i meccanismi fisiopatologici, dall’altro le strategie

clinicamente applicabili di prevenzione sono limitate.
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FISIOPATOLOGIA DELLA CARDIOTOSSICITA E POSSIBILI RISVOLTI CLINICI

La cardiotossicita (cronica) da ANT ha una storia naturale progressiva che, non trattata, si
manifesta prevalentemente come scompenso cardiaco. Il decorso puo essere pit 0 meno rapido e
le prime manifestazioni cliniche possono comparire da qualche mese a pochi anni dopo
I’esposizione, € possono essere esacerbate da stress secondari (ischemia, ipertensione,
sovraccarico emodinamico), come ipotizzato dalla teoria del “double-hit”’(Groarke e Nohria 2015;
Suter e Ewer 2013). Nei pazienti a basso rischio come quelli trattati in prima linea per linfoma di
Hodgkin il decorso & molto subdolo, la cardiotossicita tardiva si pud manifestare insidiosamente
anche molti anni dopo i trattamenti(Aleman et al. 2003; Bhakta et al. 2016; van Nimwegen et al.
2015), e se ricercata proattivamente la disfunzione ventricolare sinistra subclinica interessa sino
a un terzo dei pazienti a 10 anni(Hequet et al. 2004). Prima di sviluppare scompenso cardiaco
conclamato avvengono modificazioni cellulari (senescenza, disfunzione mitocondriale,
disfunzione contrattile)(Spallarossa et al. 2009; Varricchi et al. 2018), rilascio di enzimi
miocardici(Daniela Cardinale et al. 2010), alterazioni minori della funzione sistolica e
diastolica(Plana et al. 2014), sino al calo della frazione di eiezione ventricolare sinistra (LVEF)
asintomatico.

Il meccanismo fisiopatologico alla base di tali eventi clinici € tuttora oggetto di discussione.
Dapprima si € evidenziato un danno causato dalle ANT sui miocardiociti causato da stress
ossidativo. Senza escludere tale meccanismo, ad oggi si considera determinante 1’effetto delle
ANT sull’avvolgimento del DNA, mediato dalla topoisomerasi-2p, che causa senescenza
cellulare sia sui miocardiociti differenziati che sulle cellule staminali cardiache(Spallarossa et al.
2009). Pur in assenza di una teoria unitaria della tossicita da ANT, e bene sottolineare che
alterazioni mitocondriali e di lipoperossidazione si associano ad alterazioni del metabolismo
cellulare sperimentalmente documentate(Hrelia et al. 2002). Di particolare interesse allo scopo
del nostro lavoro € il fatto che dal punto di vista metabolico vi sia una riduzione dell’ossidazione
degli acidi grassi, bilanciato da un aumento dell’impiego di glucosio come substrato, il cosiddetto

“glucose-shift”(Tokarska-Schlattner, Wallimann, e Schlattner 2006). La rilevabilita di tale effetto
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¢ stata documentata sia a livello biochimico in vitro che mediante FDG-PET (tomografia a

emissione di positroni con fluoro-deossiglucosio) in vivo(Borde, Kand, e Basu 2012).

TRATTAMENTO E PREVENZIONE DELLA CARDIOTOSSICITA

La prevenzione della cardiotossicita da ANT pone al clinico diverse questioni pratiche: come
farla, quando farla e a chi.

Diverse molecole sono state proposte nel tempo come cardioprotettivi: metformina,
antiossidanti, statine, carvedilolo, betabloccanti, ace-inibitori, sartani, dexrazoxane(Bosch et al.
2013; Harake et al. 2012). Il dexrazoxane ha avuto una sorte particolarmente emblematica poiché,
nonostante la dimostrata efficacia nel ridurre la cardiotossicita da ANT, il suo utilizzo é stato
quasi completamente abolito a causa di possibili rischi di secondo tumore, di meno provati rischi
di riduzione dell’efficacia della chemioterapia(Lyu et al. 2007), ma probabilmente anche per
motivi molto piu banali quali la difficolta pratica di utilizzo. Molto piu promettente ¢ 1’utilizzo di
formulazioni intrinsecamente protette come le ANT liposomiali (peghilate e non). Tali
formulazioni riducono 1’esposizione cardiaca al farmaco, e ne aumentano 1’esposizione relativa
nelle cellule neoplastiche(Dell’olio et al. 2011; Olivieri et al. 2017; Rohlfing et al. 2015).
Considerazioni economiche pesano certamente nel limitare tale strategia, inoltre tali farmaci sono
al momento studiati solo in una modesta proporzione delle indicazioni che hanno le ANT
convenzionali.

Riguardo alla tempistica, € stato dimostrato che il trattamento con beta-bloccanti e ACE-
inibitori ¢ efficace quanto piu precocemente iniziato, e alcuni dati suggeriscono ’efficacia del
trattamento preventivo, idealmente intervenendo sulla tossicita al momento dell’esposizione alla
chemioterapia(Bosch et al. 2013; D. Cardinale et al. 2015). Il loro utilizzo come cardioprotezione
in prevenzione primaria pero, seppure supportato da alcuni lavori, rimane off-label e non vi e
alcun consenso in merito, specialmente considerati i possibili effetti collaterali emodinamici
(ipotensione e bradicardia). E’ comunque raccomandato il loro utilizzo di prima scelta in caso di

ipertensione in pazienti candidati a terapia con ANT.
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L’attuale linea di comportamento che emerge dai documenti di consenso & piuttosto orientata
sull’individuazione di quei pazienti ad alto rischio di cardiotossicita, per i quali esista un rapporto
favorevole tra il beneficio di una terapia con cardioprotezione e i possibili effetti collaterali/costi.
| pazienti che hanno un’eta molto avanzata, una cardiopatia preesistente 0 una pregressa
esposizione a ANT sono definibili ad alto rischio “a priori”, prima ancora che inizino i trattamenti.
Tali pazienti sono inclusi in una nota del Ministero della Sanita che permette, per indicazioni
selezionate, 1’utilizzo delle ANT liposomiali. La maggior parte dei pazienti trattati con ANT non
ha queste caratteristiche e, seppur I’impatto relativo della cardiotossicita sia minore, & possibile
che il maggior numero di pazienti che svilupperanno cardiotossicita, specialmente tardiva, siano

senza tali caratteristiche di rischio.

STRATEGIE DI IDENTIFICAZIONE PRECOCE DELLA CARDIOTOSSICITA

Il clinico ha la necessita di individuare quei pazienti che si presentano a basso rischio sulla
base dell’anamnesi, ma che in realta non lo sono. Tali pazienti potrebbero infatti richiedere un
uso selezionato di beta-bloccanti e ACE-inibitori e un monitoraggio clinico-strumentale stretto.
Purtroppo predire la cardiotossicita tardiva & una sfida complessa. Sono state proposte almeno
due strategie basate rispettivamente sui biomarker (troponina) e sull’imaging (ecocardiografia
con speckle-tracking e RMN)(Plana et al. 2014). La prima deriva dall’osservazione che circa il
20% dei pazienti mostra livelli circolanti sopra norma di troponina, enzima altamente specifico
per i cardiomiociti, durante i cicli di chemioterapia con ANT. In questo gruppo si concentrano i
pazienti che svilupperanno disfunzione ventricolare e scompenso cardiaco. Similmente,
valutando i pazienti con ecocardiografia speckle-tracking, un calo >15% del global-longitudinal-
strain si & dimostrato predittivo di un successivo calo della LVEF. Alcuni studi dimostrano la
bonta teorica di un intervento cardioprotettivo basato su tali strategie, ben prima che la LVEF
cali. Lo stato dell’arte tuttavia si scontra con la realta clinica. Lo screening con troponina ¢ infatti
fonte di potenziali problemi per 1’oncologo nei casi di positivita, e deve essere concordato

all’interno di un programma di cardio-oncologia non disponibile in molti centri. La disponibilita
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di ecocardiografia speckle-tracking é tuttora limitata, richiede riproducibilita con esami eseguiti
preferibilmente con stesso apparecchio a ultrasuoni (vendor-dependent) e da parte di stessi
operatori (operator-dependent). Infine, sia i biomarkers che gli esami ecocardiografici avanzati,
qualora applicati su larga scala, richiedono impiego di risorse e costi aggiuntivi non trascurabili,

e un carico ulteriore per pazienti gia oberati.

RAZIONALE PER LO STUDIO DELLA FDG-PET COME MARCATORE DI

CARDIOTOSSICITA, IN PARTICOLARE NEL LINFOMA DI HODGKIN

Il razionale per I’impiego di un esame come la FDG-PET per prevedere la cardiotossicita

deriva da diverse considerazioni fisiopatologiche e cliniche.

e modelli murini hanno evidenziato un’alterazione del ciclo ossidativo mitocondriale
dopo esposizione ad ANT, che porta a un precoce aumento della captazione cellulare di
glucosio, mediata almeno in parte dall’attivita dell’esochinasi(Lyu et al. 2007; Varricchi
et al. 2018; Neubauer 2007; Hrelia et al. 2002);

e |aFDG-PET ¢ in grado di identificare le alterazioni della captazione di glucosio a livello
cardiaco in condizioni diverse, come per esempio nell’ischemia;

e report clinici identificano un aumento della captazione di FDG alla PET in caso di
cardiotossicita documentata(Gorla et al. 2016);

e nei primi stadi subclinici di insufficienza cardiaca la captazione del glucosio risulta
aumentata, per poi ridursi nello scompenso cardiaco conclamato(Neubauer 2007);

e la FDG-PET e ampiamente utilizzata a scopo diagnostico in molti tumori solidi e
linfomi; costituisce per esempio lo “standard-of-care” nel linfoma di
Hodgkin(Barrington et al. 2016; Ansell 2014; Cheson et al. 2014);

e i dati della captazione cardiaca vengono comungue inclusi nell’esame richiesto

dall’ematologo o oncologo, seppur abitualmente non valutati.
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IPOTESI SPERIMENTALI

Il presente lavoro ha valutato in maniera traslazionale il potenziale impiego della FDG-PET
come marcatore di cardiotossicita da ANT. Le ipotesi progressivamente verificate iniziano da
modelli sperimentali e sono state quindi valutate su dati retrospettivi e prospettici di pazienti.

Come prima cosa abbiamo valutato in modello murino di cardiotossicita non letale da ANT
la presenza, I’entita, I’andamento temporale e la variabilitd di un effetto delle ANT sulla
captazione di glucosio evidenziabile alla FDG-PET a livello cardiaco.

Quindi lo stesso risultato é stato ricercato retrospettivamente in pazienti esposti ad ANT e
sottoposti a FDG-PET. La risposta alla captazione del FDG a livello cardiaco € stata confrontata
con quella a livello del muscolo periferico degli stessi pazienti, e a quella di pazienti non esposti
a chemioterapia (controlli).

Quindi é stata ricercata la correlazione tra valori di captazione SUV cardiaca (o pattern di
variazione dei valori) con eventi cardiovascolari minori.

In un secondo studio é stata espansa la valutazione con il controllo prospettico a breve
termine dell’ecocardiografia, per confrontare il risultato fornito dalla FDG-PET con lo strumento
piu comunemente utilizzato per lo screening della cardiotossicita, con I’intento di avvicinare alla

pratica clinica I’applicazione della FDG-PET come screening della cardiotossicita.

METODI

MODELLO SPERIMENTALE MURINO DI CARDIOTOSSICITA

Gli esperimenti sono stati condotti nel rispetto delle Linee Guida per I’utilizzo e la cura degli
animali da esperimento(National Research Council (US) Committee for the Update of the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals 2011); lo studio & stato approvato dal comitato etico
locale dell’IRCCS - Policlinico San Martino di Genova. Tutti gli animali sono stati mantenuti allo
stesso regime dietetico e quindi divisi in tre gruppi di 5 animali ciascuno, per essere trattati

rispettivamente con doxorubicina 5 mg/Kg e.v. (dose standard), doxorubicina 7.5 mg/Kg e.v.
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(dose alta), e soluzione salina (controlli). Gli animali sono stati sottoposti a una microPET
dinamica (Albira, Bruker US) subito prima della somministrazione del trattamento e sei giorni
dopo. L’analisi ¢ stata condotta nel laboratorio di Medicina Nucleare del nostro istituto, la
captazione di glucosio del ventricolo sinistro (LV-SUV) e del muscolo scheletrico (SM-SUV) é
stata misurata e indicizzata a consumo di glucosio (LV-MRGIu e SM-MRGIu) secondo la

procedura validata in studi precedenti del laboratorio(Cossu et al. 2015; Marini et al. 2016).

ANALISI RETROSPETTIVA DELLA FDG-PET CARDIACA NELL’UOMO

Abbiamo interrogato il database di tutti i pazienti sottoposti a FDG-PET tra gennaio 2017 e
dicembre 2015 nel laboratorio di Medicina Nucleare, utilizzando le chiavi di ricerca per linfoma
di Hodgkin (LH). Sono stati quindi identificati 587 pazienti, successivamente selezionati secondo
i seguenti criteri:

1. eta>18 anni

2. nessun precedente di malattia cardiovascolare

3. assenza di diabete

4. massimo 2 fattori di rischio cardiovascolare tra ipertensione, fumo, dislipidemia,

famigliarita
5. elettrocardiogramma normale
6. disponibilita dell’esame FDG-PET basale (PETSTACING)
7. risposta al trattamento alla PET a meta dei trattamenti (PET'NTERIM)
8. completamento dello schema ABVD/BEACOPP previsto (40-50 mg/m? di doxorubicina
0 equivalente per ciclo)

9. FDG-PET negativa al termine del trattamento (PETECT e al follow-up a 6 mesi
(PETFOLLOWUP)

10. Nessuna ricaduta clinica di malattia (nessun trattamento di salvataggio o Il linea

successivo).
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Tale selezione ha ristretto la popolazione a 69 pazienti, di cui abbiamo raccolto i dati
anamnestici completi dalle cartelle cliniche disponibili nei centri di ematologia. Sono quindi stati
individuati dal database 69 altri soggetti accoppiati per eta e sesso, non affetti da LH e non esposti
a ANT né ad altri trattamenti con cardiotossicita miocardica, per costituire un gruppo di controllo.
Tutti i pazienti avevano firmato un consenso informato in merito alla procedura di imaging (FDG-
PET), prevista come parte delle cure standard (studio retrospettivo). Nessuna ulteriore FDG-PET
e stata richiesta ai pazienti, rispetto a quanto eseguito nel contesto delle cure previste dagli
ematologi; lo studio é stato approvato dal comitato etico del nostro istituto.

La metodologia standard di esecuzione della FDG-PET nel laboratorio di Medicina
Nucleare, applicata pertanto anche per il nostro studio, prevede la somministrazione endovenosa
di FDG (4,8 — 5,2 MBg/kg) preceduta da un minimo di 6 ore di digiuno e dal dosaggio della
glicemia immediatamente prima della somministrazione. Tutte le scansioni erano state acquisite
secondo procedura convenzionale su sistema Hirez-16 PET/CT Hybrid System (Siemens Medical
Solution); 1’acquisizione inizia 60-75 min dopo la somministrazione di FDG, nel frattempo il
paziente viene idratato per aumentare la clearance urinaria della frazione libera di tracciante. La
scansione include I’intero corpo con gli arti superiori estesi verso 1’alto. Le acquisizioni di
emissione durano 120 secondi per posizione; i dati RAW sono quindi ricostruiti con analisi OSEM
(ordered subset expectation maximization). Una scansione tomografica non diagnostica (120 kV;
80 mA) senza contrasto e stata associata e i dati PET tridimensionali sono stati uniti a quelli
tomografici utilizzando il software integrato (Syngo; Siemens). L attenuazione del segnale PET
¢ stata corretta utilizzando i dati densitometrici della tomografia.

Due volumi di interesse (VOI) sono stati acquisiti sul miocardio ventricolare sinistro e su
uno strato di muscolo lunghissimo del torace, per stimare rispettivamente LV-SUV e SM-SUV.
In caso di bassa captazione cardiaca alla PET, per identificare il miocardio sono state utilizzate le
immagini CT associate.

I valori di SUV sono stati normalizzati per la concentrazione circolante di FDG, stimata

come valore medio di segnale in un VOI tracciato a livello della vena cava inferiore. Queste
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analisi sono state eseguite da due medici nucleari specializzati in PET e in imaging cardiaco, in

cieco rispetto ai dati cardiologici.

VALUTAZIONE PROSPETTICA DELLA CARDIOTOSSICITA

I 69 pazienti inclusi nello studio retrospettivo sono stati ricontattati telefonicamente da un
medico. 43 di essi hanno accettato di eseguire una rivalutazione cardiologica clinica ed
ecocardiografica, o di fornire i referti di tali esami, eseguiti nel contesto di uno screening
routinario della cardiotossicita gia prescritto dal centro ematologico di riferimento. Un cardiologo
esperto, in cieco rispetto ai dati PET, ha rivalutato tutta la documentazione cardiologica
disponibile dei 43 pazienti, ricercando in particolare la presenza di sintomatologia cardiologica
intercorrente (palpitazioni, sincopi, angina, dispnea), segni di cardiopatia, e completando la
valutazione con elettrocardiogramma (ECG) e ecocardiogramma color-doppler nei pazienti che
si sono resi disponibili.

AIECG ¢ stata valutata la comparsa di nuove alterazioni morfologiche o aritmie.

L’analisi ecocardiografica ha raccolto i dati di frazione di eiezione ventricolare sinistra
(LVEF), spessori diastolici del ventricolo sinistro settale (IVSd) e posteriore (PWd), diametri
ventricolari telesistolici e telediastolici (LVIDs e LVIDd) e la funzione diastolica valutata
mediante rapporto tra picco onda E/A e mediante tempo di decelerazione (DT) dello spettro
doppler pulsato transmitralico.

Per essere considerato ai fini dello studio I’ecocardiogramma doveva essere stato effettuato
almeno 6 mesi dopo I’esposizione a ANT (ECHOPOST). Nel caso in cui il paziente avesse reso
disponibili piu ecocardiogrammi, ¢ stato valutato 1’ultimo, privilegiando 1’identificazione di
alterazioni a medio-lungo termine rispetto a quelle precoci e potenzialmente transitorie.

Sono stati inoltre raccolti i dati ecocardiografici basali di quei pazienti che avevano eseguito

un ecocardiogramma prima di iniziare i trattamenti (ECHOPRE),

10
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ANALISI DEI DATI

L’analisi dei dati ¢ stata eseguita utilizzando il pacchetto statistico del software “R” (ver.
3.4) e SPSS (ver. 1.2). | dati sono presentati come media + deviazione standard (SD), e come
valori assoluti e proporzioni (%), se non altrimenti specificato. Il test delle ipotesi statistiche é
stato considerato significativo per un valore di p<0,05. Le differenze tra variabili continue sono
state testate mediante test-T di Student per misure indipendenti o appaiate quando appropriato, e
con ANOVA per misure ripetute se le misurazioni erano >2. Le variabili categoriche sono state
valutate con test del chi-quadrato.

Le relazioni tra variabili continue sono state testate mediante test di correlazione lineare di

Pearson.

TRASFORMAZIONE DELLE VARIABILI

I valori di SUV sono stati sottoposti a una analisi preliminare di normalita. 1 valori di
asimmetria e curtosi hanno confermato una distribuzione asimmetrica evidenziata graficamente,
che é stata normalizzata efficacemente mediante log-trasformazione (dati trasformati in logo) per
le analisi che richiedevano una variabile normale.

I valori di LVEF riportati nella maggior parte dei referti sono stati valutati affidabili ai fini
clinici, tuttavia erano viziati da diversi fattori:

1. Esecuzione in diversi centri, con diverse apparecchiature e operatori;

2. Utilizzo non standardizzato di metodiche di calcolo come la Simpson nei pazienti con

soli dati retrospettivi (nella pratica clinica spesso la LVEF ¢ stimata visualmente);

3. Abitudine degli operatori a definire un valore normale (tipicamente 55% 0 60%) senza

fornire una variabile continua, specialmente importante in uno studio sulle alterazioni
precoci della cardiotossicita, in cui i valori di LVEF si aggirano vicino al range di
normalita.

Tale limite é stato aggirato mediante ricalcolo della LVEF sulle misure lineari secondo

formula di Teicholz. Tale valutazione ha permesso di ridurre il BIAS legato all’interpretazione

11
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effettuata dagli operatori. La valutazione e stata infatti standardizzata sulle misure originali
(ricalcolabili dalle immagini allegate) ed eseguita da un solo ecocardiografista esperto. L utilizzo
di valutazioni lineari della funzione sistolica é stato ampiamente documentato in letteratura nel
paziente giovane con cardiotossicita, e i limiti delle assunzioni geometriche della metodica sono
stati ritenuti modesti in assenza di dilatazione ventricolare o alterazioni regionali(Hequet et al.
2004). Ai fini del nostro lavoro, e nel contesto dei nostri pazienti definiti non cardiopatici a priori,

i limiti sono stati considerati inferiori ai benefici.

GESTIONE DEI FATTORI CONFONDENTI

Per verificare che i 69 pazienti studiati fossero rappresentativi della popolazione affetta da
LH, la distribuzione di LV-SUV e di SM-SUV ¢ stata confrontata tra il gruppo di studio e i
rimanenti 36 pazienti esclusi per malattia residua alla PET'NTERIM,

Nel valutare I’impatto della captazione PET sulla cardiotossicita, ¢ stata effettuata una
analisi multivariata che ha incluso eta, sesso, dose cumulativa di ANT, stadio di malattia Ann-
Arbor. Inoltre, data la variabilita dell’intervallo di tempo con cui e stata fatta la valutazione
cardiologica rispetto all’esposizione a ANT (range 8-96 mesi), la durata del follow-up

cardiologico ¢ stata inclusa come covariata.

RISULTATI

LA CAPTAZIONE DI GLUCOSIO AUMENTA DOPO L’ESPOSIZIONE A ANT NEL

MODELLO MURINO, ED E EVIDENZIABILE ALLA FDG-PET

All’analisi di micro-PET dinamica, i topi esposti a dose standard di ANT hanno mostrato un
incremento di LV-MRGIu da 17,5+3,7 a 27,9+9,1 nMolxmin™xg? (p<0,05 vs controlli; p<0,05
vs baseline). La dose elevata di ANT ha indotto un aumento ancora piu marcato da 16,7+5,1 to

37,2+7,8 nMolxminxg? (p<0,01 vs controlli e baseline, p<0,05 vs dose standard). Nessuna
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variazione significativa si & verificata nei controlli (da 17,9+4.4 a 18,9+4,8 nMolxmintxg?;

p=n.s.). Come intuibile, anche I’analisi di LV-SUV ha riprodotto risultati analoghi (fig.1 A, B).

L’analisi del muscolo scheletrico ha mostrato una selettivita dell’effetto di ANT sul muscolo

cardiaco. Sia SM-MRGIu che SM-SUV sono risultati stabili nei topi esposti ad entrambe le dosi

di ANT e nei controlli (fig.1 C).

[vs}

LV-MRGIu nMol x min!x g

SM-MRGIu nMol x min1x g1 (@)
s N K

&8

S N W W
nan S Y 2

Control (n = 5) DXR 5mg/kg (n = 5) DXR 7.5 mg/kg (n = 5)

P<001

P<005 —

P<0.05

372+78
27.9:91

17.9:4.4 18.9:4.8 17.5:37 16.725.1

Control (n = 5) DXR 5mglkg (n = 5) DXR 7.5 mg/kg (n = 5)

Control (n= 53 DXR 5 mg/kg (n = .5) DXR 'I—E;mglkg (n= 5)

[ Baseline [l Post-therapy

Figura 1: analisi micro-PET dei topi esposti a

doxorubicina a dose 5 mg/Kg (DXR 5) e 7,5 mg/Kg
(DXR 7,5) rispetto al basale e al gruppo di controllo.

Consumo di glucosio nel miocardio (B) e nel muscolo

scheletrico (C).

Di conseguenza il rapporto LV/SM-SUV é rimasto stabile nei topi di controllo (3,28+0,9) e

ha mostrato un incremento nei soli topi esposti a ANT, (4,42+1,02 e 6,43+1,96 rispettivamente

per la dose standard ed elevata di ANT, p<0,05 e p<0,01).
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| PAZIENTI ESPOSTI A ANT MOSTRANO UN PATTERN CARDIACO INCOSTANTE IN

FDG-PET, MA NON PRESENTE NEI CONTROLLI

Di seguito sono riportati i dati dei 69 pazienti con LH esposti ad ANT e dei controlli in cui

e stata valutata la FDG-PET (tab.1).

Tab.1 LH (ANT) controlli p
n % n %

sesso maschile 37 53% 35 50% ns
media DS media DS

eta 39 #13 41 48 ns

peso (kg) 67,1 12 76,5 7 <0,05

intervallo tra PET (giorni)

T1 (interim) 74 £21 99 90 <0,05
T2 (end of treatment) 148 +70 167 +98 ns
T3 (follow-up) 195 192 229 +100 ns
follow up (TO-T3) 427 £198 448 +141 ns
stadio Ann Arbor n %

I 7 10%

I 42 60%

" 8 12%

v 12 17%

sintomi B 10 14%

Caratteristiche dei pazienti nello studio PET
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Il valore di LV-SUVSTAGING era simile nel gruppo di studio, nei controlli, e nei pazienti con
LH esclusi per presenza di malattia alle valutazioni successive (fig.2 A). Erano simili anche lo
stadio Ann-Arbor, I’eta e il sesso dei pazienti esclusi per altri criteri (malattia o perdita al follow-

up). Cio suggerisce una bassa probabilita di BIAS di selezione.
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Figura 2: controllo del BIAS di selezione (A): captazione di glucosio prima di ANT
al basale nei pazienti inclusi, nei controlli e nei pazienti esclusi. SUV miocardica (B), nel
muscolo scheletrico (C) e loro rapporto (D) alle PET eseguite nei diversi tempi dello
studio (baseline=PET1; interim=PET2; fine trattamento=PET3; follow-up=PET4). In

nero i pazienti con linfoma di Hodgkin esposti a ANT, in bianco i controlli.

Nei pazienti esposti a ANT, la captazione cardiaca alla FDG-PET mostrava un

comportamento medio gia evidenziato nel modello murino. LV-SUVSTACING erg 2 37+16 ed
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aumentava progressivamente a LV-SUVNTERIM @ glla LV-SUVECT a fine trattamento (“end of
treatment”). L’aumento di LV-SUV si manteneva anche al follow up a 6 mesi (fig.2 B).

I controlli invece, non esposti a ANT, non mostravano tale comportamento dell’LV-SUV
durante trattamenti. Pertanto il confronto tra il gruppo ANT e i controlli mostrava una differenza
del’LV-SUV che era significativa alla PETET ¢ PETFOLLOWUP,

Anche nell’uomo ¢ stato confermato il differente comportamento del muscolo scheletrico
rispetto al miocardio, con solo un minimo incremento del SM-SUV durante esposizione a ANT,
peraltro transitorio ovvero non pil evidenziabile alla PETFOL-OWUP (fig.2 C). Il rapporto LV/SM-
SUV risulta pertanto incrementato nei pazienti esposti ad ANT (fig.2 D).

Tuttavia, rispetto al modello sperimentale, sebbene si sia confermato un incremento medio
della captazione miocardica durante e dopo ANT nei pazienti con LH, tale effetto si é presentato
in maniera eterogenea nei pazienti. La presenza di un pattern di LV-SUV in aumento era presente
solo in alcuni pazienti, e tale variabilita non veniva giustificata da una analisi che ha incluso la

dose di ANT.

LO SVILUPPO DI ALTERAZIONI CARDIACHE SI ASSOCIA A UN PATTERN CARDIACO

SPECIFICO

Dei 69 pazienti, 36 hanno svolto una valutazione cardiologica clinica e anamnestica
approfondita. Nel periodo di osservazione dalla PETFOLLOWUP 3] contatto telefonico (mediana 30
mesi, range 3-96 mesi) nessuno dei 69 pazienti ha avuto ospedalizzazioni potenzialmente relate a
un problema cardiologico. La valutazione clinica é stata effettuata nei 36 pazienti con un
intervallo di tempo mediano di 27 mesi (range 8 — 96). Segni di possibile cardiotossicita al’ECG
ed ecocardiogramma sono stati identificati in 11 pazienti (31%):

2 pazienti con lieve calo della frazione di LVEF ritenuto clinicamente significativo (<53%).

1 paziente con fibrillazione atriale

2 pazienti con alterazioni della ripolarizzazione all’ECG (onde T negative/difasiche) senza

correlato di ischemia
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6 pazienti con comparsa di disfunzione diastolica di I-11 grado (alterato rilasciamento o
pattern pseudo-normale al doppler pulsato transmitralico).

La LVEF media nel gruppo di 36 pazienti era normale al basale come definito nei criteri di
inclusione, e non risultava significativamente ridotta al follow-up. Lo sviluppo di alterazioni
ECG/ecocardiografiche non era significativamente correlata in analisi multivariata con eta, sesso,

dose cumulativa di ANT o con la durata del follow-up (tab.2).

Tab.2 follow up cardiologico
fattori al basale normale (n=25)  alterato (n=11) p
n % n %
genere maschile 14 56% 7 63% ns
ipertensione 2 8% 1 9% ns
fumo 5 20% 2 18% ns
famigliarita 2 8% 1 9% ns
media DS media DS
eta 36,8 £12 445 17 ns
peso (kg) 68,9 13 70,7 12 ns
LDL colesterolo (mg/dl) 120 +28 113 31 ns
creatinine (mg/dl) 0,8 0,1 0,7 #0,1 ns
dose di ANT (mg) 431 +109 421 107 ns
durata follow-up (giorni) 1121 1874 860 665 ns
diametro telediastolico (mm) 49,2 1,0 48,0 3,0 ns
LVEF (%) 59,8 2,1 59,3 1,7 ns

caratteristiche cardiologiche e fattori di rischio per cardiotossicita nei pazienti

in studio

Abbiamo invece evidenziato che LV-SUV era in aumento rispetto al basale nei pazienti con
alterazioni cardiologiche, mantenendo livelli superiori al basale anche 6 mesi dopo il trattamento
alla PETFOLLOWUP Tale pattern, gia evidenziato nel modello murino, non era evidenziato nei

pazienti senza alterazioni ECG/ecocardiografiche (fig.3 D).
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La valutazione dei valori assoluti di LV-SUV non é stata in grado di evidenziare differenze
significative alla LV-SUVNTERIM o | \/-SUVECT, E stata invece evidenziata una ridotta captazione
cardiaca alla PET di stadiazione. LV-SUVSTACING erg infatti significativamente pit basso negli 11
pazienti con alterazioni rispetto ai 25 con follow-up cardiologico negativo, rispettivamente

1,53+0,90 vs 3,34+2,54 (p<0,01) (fig.3 C).
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Figura 3: captazione cardiaca del glucosio nei pazienti con (arancio)
e senza (verde) alterazioni ECG/Ecocardiografiche. Esempi (A, B), valori

assoluti (C) e variazioni relative (D, E).
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All’analisi multivariata, un basso valore di LV-SUVSTACING ha mostrato un significativo
valore predittivo della comparsa di alterazioni ECG/ecocardiografiche, aggiuntivo rispetto ai

classici fattori di rischio di cardiotossicita (tab.3).

Tab.3 Univariata Multivariata

OR IC (95%) p OR IC (95%) p
Sesso 0,80 0,19 -3,35 0,760 * 0,142
eta 1,04  0,99-1,09 0,140 * 0,339
stadio Ann Arbor 0,94 0,41-2,12 0,882 * 0,694
radioterapia 1,30 0,31-5,39 0,718 * 0,711
dose ANT (mg/mq) 1,00 0,99-1,01 0,963 * 0,486
LV-SUVSTAGING 0,18 0,03-0,85 0,030 0,065 0,006-0,74 <0,001
durata follow-up (mesi) 1,00 0,99 -1,00 0,364 * 0,408

*n.s. ; escluso dal modello finale

analisi multivariata dei fattori associabili a alterazioni ECG/ecocardiografiche

NEI PAZIENTI CON LH, VALORI DI LV-SUV ELEVATI DOPO ANT SI ASSOCIANO A

UN LIEVE CALO DELLA FUNZIONE SISTOLICA

Abbiamo rivalutato il database del laboratorio di ecocardiografia cercando i 69 pazienti nello
studio, ed includendo nella ricerca anche i pazienti di cui non avevamo i dati di acquisizione della
PETFOLLOWUP (nerché eseguiti, ad esempio, presso altro centro). Tale scelta é stata indotta dai
risultati dello studio precedente che evidenziavano una significativita di LV-SUVECT comparabile.
In tal modo siamo stati in grado di raccogliere i dati ecocardiografici dettagliati di 43 pazienti,
che da disegno dello studio erano stai acquisiti >6 mesi dopo 1’esposizione ad ANT (mediana 22
mesi; range 6-76), e definiti ECHOPST,

Di 26 pazienti era disponibile anche un dato ecocardiografico basale, prima dell’esposizione
ad ANT, definito ECHOPRE, Su entrambi gli ecocardiogrammi abbiamo quindi calcolato la LVEF

mediante formula di Teicholz, come definito nei metodi.
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Nei 43 pazienti dello studio il profilo di rischio cardiovascolare era basso, I’eta media era
35+15 anni (tab.4). La glicemia é risultata normale in tutti i pazienti al baseline (82+5 mg/dl) ed

e rimasta normale alla PET'NTERIM (83+10 mg/dl) e a fine trattamento (8624 mg/dl).

Tab.4 n %
genere maschile 25 58%

fattori di rischio

ipertensione 0 0%
diabete 0 0%
fumo 18 42%
dislipidemia 4 9%
famigliarita 8 19%
eta >65 0 0%
storia di cardiopatia 0 0%
insufficienza renale 0 0%

caratteristiche oncologiche

radioterapia mediastinica (extra cardiaca) 6 14%
anaemia (Hb <10 g/dl) 0 0%
media DS
dose di doxorubicina (mg/m?) 251 457
ecocardiografia n %
eseguita 26 60%
media DS
diametro telediastolico (mm) 472 152
diametro telesistolico (mm) 28,2 +39
LVEF teicholtz (%) 70,3 7,1
frazione di accorciamento (%) 40,1 6,2

caratteristiche al basale dei pazienti nello studio

ecocardiografico
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LVEFPRE ¢ risultata nel range di normalita (>53%) in tutti i pazienti, anche dopo ricalcolo
con metodo Teicholz. Normali erano anche i diametri ventricolari (tab.). Nel follow-up il valore
medio di LVEFPST era di nuovo entro i limiti di normalita (68,8+10,3 %), e solo in 3 pazienti
(7%) era sceso sotto il limite di normalita, in assenza di scompenso cardiaco clinico (disfunzione
ventricolare sinistra subclinica). Nei pazienti in cui era confrontabile un ECHOPRE, LVEF e
LVEDD non subivano variazioni significative, rispettivamente da 69,0+9,3 % a 70,3x7,1 %
(p=0,43) e da 47,2+5,2 mm a 46,9+4,9 mm (p=0,60).

L’analisi dell’LV-SUV gia eseguita nello studio precedente é stata riprodotta nei 43 pazienti,
ed e stato confermato un valore medio in aumento durante 1’esposizione ad ANT, risultante da un
comportamento eterogeneo: alcuni pazienti con un pattern in aumento e altri con una sostanziale

stabilita della captazione miocardica (fig.4).
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Figura 4: captazione di glucosio nel miocardio e nel muscolo scheletrico dei
pazienti con linfoma di Hodgkin, calcolati al basale, durante e al termine del

trattamento con ANT.
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Dividendo i pazienti rispetto al valore mediano di LV-SUV in corso di trattamento con ANT
(PET'NTERIM o Ja PETECT) in un gruppo LV-SUVH'®H e un gruppo LV-SUVOW i pazienti LV-

SUVHICH mostravano una LVEFPOST pill bassa (fig.5).
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Figura 5: frazione di eiezione ventricolare sinistra
(LVEF) suddividendo i 43 pazienti in base alla
captazione di glucosio elevata (high) o bassa (low) ai

diversi tempi di valutazione PET

Tale riscontro era riproducibile anche nel sottogruppo di 26 pazienti con ECHOPRE, In tale
sottogruppo non € stata evidenziata una diversa LVEF basale in relazione ai valori di LV-SUV a
gualunque scansione nello studio. Di conseguenza abbiamo evidenziato un calo medio

significativo (§; #) della LVEF nei soli pazienti LV-SUVH'®H (fig.6).
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Figura 6: frazione di eiezione ventricolare sinistra (LVEF) suddividendo i 26 pazienti in
base alla captazione di glucosio elevata (high) o bassa (low) ai diversi tempi di valutazione PET.
Rispetto alla figura 5 € possibile valutare il confronto con il valore di LVEF basale (colonne
bianche).

Abbiamo quindi eseguito un’analisi continua di correlazione tra LV-SUV e le variazioni
LVEF tra ECHOPRE ed ECHOP®ST (ALVEF). Abbiamo presentato i dati relativi alla PETECT
poiché gli scostamenti di LV-SUV erano maggiori rispetto alla PET'™NTERM (stadio di esposizione
a meta dose cumulativa di ANT). Le due variabili LV-SUVECT ¢ ALVEF hanno mostrato una
correlazione inversa, ovvero a maggior valore di captazione di glucosio miocardico corrisponde
un calo di LVEF. L’associazione in modello lineare univariato (fig.7) rimaneva significativa
anche in modello multivariato dopo aggiustamento per eta, dose di ANT e durata del follow-up

ecocardiografico, incluse come covariate (tab.5).

23



Universita degli Studi di Genova

20

R"=0.30 .

10

LVEF change [%]
0

-10

-20

05 0.0 05 1.0
LV-SUVE?" [log]

Figura 7: correlazione tra la variazione della frazione di

eiezione (LVEF) e la captazione miocardica di glucosio alla PET

Tab.5 Coeff. SE B p R? p
Univariata

LV-SUVEoT -145 458 -0,55 0,004 0,30 0,004
Multivariata

LV-SUVEOT -135 488 -0,50 0,01

durata follow-up (mesi) -0,15 0,14 -0,19 0,30

dose ANT (mg/ma) 0,024 0,02 019 0,29 0,37 0.039

eta (anni) 0,012 012 0,02 0,92

analisi multivariata dei fattori associabili al calo di frazione di eiezione
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Non vi era invece alcuna differenza nei diametri ventricolari, in particolare il LVEDD, tra i

pazienti LV-SUVH!®He LV-SUVOW ad alcun momento di valutazione della PET (tab.6).

EDD (mm)
Tab.6 LV-SUV -

media DS p

] alto 477 5,2
staging 0,81

basso 473 5,2

L alto 48,7 5,2
interim 0,11

basso 46,1 4,9

. alto 47,7 51
fine trattamento 1,00

basso 477 4.8

diametro telediastolico (EDD) in pazienti con alta o bassa captazione

miocardica del glucosio

Rispetto allo studio precedente non abbiamo evidenziato una associazione tra LVEF™ST g il

valore di PETSTAGING,
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DISCUSSIONE

Il lavoro qui presentato dimostra che 1’esposizione ad ANT causa modificazioni del
metabolismo miocardico in cuori altrimenti sani, sia in modello murino che in pazienti affetti da
LH. L’effetto ¢ ampiamente riproducibile nell’animale da esperimento, mentre il comportamento
della LV-SUV nell’uomo ¢ molto eterogeneo, con solo alcuni pazienti che mostrano un aumento
marcato della captazione di FDG persistente almeno 6 mesi dopo la chemioterapia.

I nostri dati in una piccola corte di pazienti a basso rischio mostrano un’associazione di:

e basso valore di LV-SUV al basale

e incremento di LV-SUV dopo ANT

e alterazioni subcliniche di ECG ed ecocardiografiche nei pazienti con incremento di
LV-SUV

e calo di LVEF modesto ma individuabile diversi mesi dopo esposizione ad ANT nei

pazienti con valore assoluto di LV-SUV piu elevato indotto da ANT.

LA PET CONFERMA LE MODIFICAZIONI DEL METABOLISMO MIOCARDICO NELLA

CARDIOTOSSICITA DA ANT

I risultati del lavoro arricchiscono una recente letteratura che ha posto I’attenzione sulle
alterazioni FDG-PET cardiache nella cardiotossicita da antracicline, e ha posto le basi per un
nuovo ambito di ricerca(Borde, Kand, e Basu 2012; Gorla et al. 2016; Kim et al. 2014).

Comprendere il meccanismo che provoca un incremento dell’LV-SUV nei miocardiociti
esposti ad ANT potrebbe aiutare a comprendere meglio la fisiopatologia della cardiotossicita da
ANT a livello del miocardiocita(Groarke e Nohria 2015), una gquestione ancora irrisolta, e porre
le basi per nuove strategie di cardioprotezione.

La cardiotossicita da ANT causa un danno che si pud assumere si verifichi, almeno a livello
biomolecolare e cellulare, in tutti i pazienti esposti e al momento stesso dell’esposizione,

costituito da una triade di:
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e tossicita sulla topoisomerasi-2p(Lyu et al. 2007),
e stress ossidativo(Tocchetti et al. 2017),
e dismutazione mitocondriale(Mercurio et al. 2016).

Le alterazioni cardiache rilevabili a livello istologico e macroscopico si manifestano quasi
sempre con un ritardo temporale legato alla dose tanto nel modello murino quanto, nella maggior
parte dei casi, nell’uomo(Lyu et al. 2007; Varricchi et al. 2018).

La cronologia della cardiotossicita da ANT pud pertanto essere schematizzata in due fasi,
una prima cellulare e biochimica, che inizia immediatamente dopo la somministrazione di ANT,
e una ritardata di mesi o piu spesso anni, che interessa 1’intero organo cardiaco determinandone
alterazioni clinicamente rilevanti. Lo sviluppo di questa seconda fase puo essere causato, secondo
un’autorevole teoria, da un secondo stress cardiaco (ischemia, sovraccarico di pressione o di
volume) che pud interessare indipendentemente il paziente precedentemente esposto ad
ANT(Suter e Ewer 2013). Potenziali spiegazioni fisiopatologiche per questo decorso a due fasi
restano a livello di ipotesi, e chiamano in causa la “stalled autophagy”(Li et al. 2018) e la
senescenza cellulare(Spallarossa et al. 2009).

In questo modello temporale di cardiotossicita, le alterazioni PET che abbiamo evidenziato
si collocano molto precocemente e sono in accordo con dati sperimentali gia presenti in
letteratura. Anormalita del metabolismo del miocardiocita potrebbero verificarsi sin dalle prime
fasi della tossicita da ANT, non solo nelle fasi conclamate di insufficienza cardiaca, e le
alterazioni PET potrebbero corrispondere, a livello cellulare, alla depressione della funzione
mitocondriale con un incremento della glicolisi per produzione di lattato(Varricchi et al. 2018;
Neubauer 2007). E gia stato dimostrato sperimentalmente che una concentrazione 1 pM di
doxorubicina all’incirca raddoppia la captazione di 2-deossiglucosio (analogo dell’FDG) nei
cardiomiociti neonatali di ratto, tramite un incremento dell’espressione di GLUT-1(Hrelia et al.
2002). Le ANT inibiscono inoltre la funzione mitocondriale e I’ossidazione degli acidi grassi, che
potrebbe causare un aumento della captazione del glucosio attraverso la fosforilazione

dell’AMPK (AMP-activated protein kinase)(Carvalho et al. 2010; Tokarska-Schlattner et al.
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2005). Nel contesto di questa riorganizzazione del metabolismo cellulare, 1’incremento
dell’attivita dell’esochinasi potrebbe avere un ruolo centrale (Zhang et al. 2012; Li et al. 2018;
Carvalho et al. 2010; Berthiaume e Wallace 2007). Dal momento che ’attivita di tale enzima &
responsabile, tra I’altro, della fosforilazione del FDG e pertanto della ritenzione intracellulare del
tracciante PET (Sokoloff et al. 1977), ¢ ragionevole ipotizzare che proprio I’aumento dell’attivita
dell’esochinasi giustifichi I’aumento del LV-SUV indotto da ANT nella fase di tossicita cellulare,
ben prima della disfunzione meccanica miocardica macroscopicamente rilevabile.

Una correlazione tra il cosiddetto “glucose-shift” e la disfunzione metabolica del
miocardiocita rimane comunque tuttora elusiva: in alcuni studi I’incremento di captazione di
glucosio ¢ stata transitoria(Hrelia et al. 2002) e successivamente compensata da una riduzione
della stessa. Si pud speculare sul fatto che tale transitorieta sia stata evidenziata con dosi di ANT
inferiori a quelle usate nel nostro modello(Wakasugi et al. 1993).

Indipendentemente dai meccanismi che causano il “glucose-shift” indotto da ANT, se fosse
confermata la tesi che tale fluttuazione della captazione di glucosio rispecchi direttamente una
tossicita sul metabolismo del cardiomiocita, il nostro e altri recenti studi potrebbero essere visti
come la conferma indiretta che le alterazioni del metabolismo miocardico indotte da ANT
avvengono nell’uomo proprio come nel modello sperimentale(Gorla et al. 2016; Kim et al. 2014),

in cui ¢ stato sinora piu facile valutare direttamente il consumo di glucosio.

ALTERAZIONI CARDIACHE NEL PAZIENTE CON LH ASSOCIATE A LV-SUV

La LV-SUV nella corte di pazienti con LH ha mostrato un trend medio in incremento, seppur
con una notevole disomogeneita di comportamento tra pazienti. La variabilita della captazione
cardiaca di FDG alla valutazione basale era notevole e mentre alcuni pazienti hanno mostrato un
aumento significativo dopo ANT, altri hanno mostrato una variazione trascurabile. Si potrebbe
ipotizzare che 1’effetto misurato sia attribuibile a regressione verso la media in un contesto di
ampia variabilita, potenzialmente correlata al regime dietetico non controllato nello studio

retrospettivo. Tuttavia la sostanziale unidirezionalita del comportamento temporale di LV-SUV
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durante esposizione ad ANT e la persistenza di valori elevati di LV-SUV a distanza di 6 mesi
dall’esposizione non possono essere spiegati dal caso. Il differente comportamento della
captazione di FDG nel miocardio rispetto al muscolo scheletrico valutata nel nostro studio é
inoltre in linea con I’andamento temporale e la selettivita tissutale documentati nel modello
murino (Gilliam et al. 2013; Lebrecht Dirk et al. 2003).

L’analisi caso-controllo eseguita sui pazienti che sono stati valutati a distanza ha mostrato
un pattern LV-SUV in aumento durante 1’esposizione ad ANT nei pazienti con alterazioni
ECG/ECO subcliniche. Questo end-point aggregato ha incluso diverse alterazioni potenzialmente
associate a tossicitd da ANT, in particolare la disfunzione diastolica. Lo screening della
cardiotossicita da ANT prevede infatti una valutazione integrata di diversi strumenti diagnostici,
come si evince dai documenti di consenso in materia(Plana et al. 2014; Spallarossa et al. 2016).
La LVEF é risultata co-correlata alle alterazioni ECG/ECO ma non raggiungeva la significativita
di associazione con LV-SUVSTAGING,

Sulla base di questi risultati abbiamo pertanto esteso il lavoro, rovesciando la prospettiva, e
valutato LV-SUV e LVEF in uno studio dedicato, dal momento che un valore di LVEF
precocemente ridotto, anche marginalmente (50-55%), &€ uno dei piu importanti parametri
predittivi di cardiotossicita(Mousavi et al. 2015; Romond et al. 2012). Ampliando lievemente la
corte di pazienti con i dati ottenibili da esami ecocardiografici in archivio e inviati dai pazienti, e
con 1’'uso della formula di Teicholz per ottenere una variabile sistematicamente misurata e
continua, € stato possibile dimostrare che valori assoluti elevati di LV-SUV dopo esposizione ad
ANT si associano a un calo della LVEF. A rafforzare il rapporto di causalita con ANT, la
differenza di LVEF tra i pazienti ad alto e basso LV-SUV era piu consistente valutando LV-
SUVEOT rispetto a LV-SUV'NTERIM "in verosimile relazione alla maggiore dose cumulativa di
ANT.

E da notare che la prima analisi multivariata per alterazioni ECG/ECO ha mostrato che il
fattore con OR significativo era un basso valore di LV-SUVSTACING 3] basale, piu che un valore

elevato di LV-SUVECT finale. Quando I’analisi ¢ stata ampliata ad altri pazienti per analizzare
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LVEF, una correlazione in uni- e multivariata e stata trovata invece con il valore assoluto di LV-
SUVEST,

Tale discrepanza dovra essere chiarita con ulteriori indagini, in particolare volte a esplorare
I’intrigante ipotesi che la cardiotossicita cardiaca sia in qualche modo dipendente da fattori

metabolici presenti “a priori”.

POTENZIALI IMPLICAZIONI DELLO STUDIO

Indipendentemente da quale sia il meccanismo con cui le ANT determinano un incremento
di captazione del glucosio a livello miocardico, tale incremento € compatibile con una
perturbazione del metabolismo miocardico. Il nostro studio ha confermato in modo sistematico
che tale effetto & esplorabile mediante FDG-PET anche in ambito clinico, con alterazioni che
persistono almeno sino a 6 mesi dopo I’esposizione. Questa anomalia non si evidenzia
omogeneamente in tutti i pazienti ma sembra associata allo sviluppo di alterazioni
prevalentemente subcliniche di ECG/ECO e ad un valore pil basso di LVEF dopo i trattamenti.
E gia stato dimostrato che tali alterazioni cardiache evidenziabili con esami convenzionali
(ECG/ECO) sono marcatori di rischio di cardiotossicita, ma LV-SUV potrebbe essere un
marcatore molto piu precoce.

Allo stato attuale della pratica clinica, lo screening della cardiotossicita si basa
principalmente sulla valutazione della LVEF con ecocardiografia convenzionale, ma tale strategia
e in grado di catturare solo una fase gia evoluta della cardiotossicita, in cui si sviluppa disfunzione
ventricolare macroscopica. E dimostrato che quanto prima vengono impiegati i farmaci
cardioprotettivi, al limite anche in prevenzione primaria, tanto maggiore ¢ il loro beneficio(D.
Cardinale et al. 2015; Bosch et al. 2013). Tuttavia tale pratica & scarsamente applicata per il rischio
di effetti avversi quali I’ipotensione(Spallarossa et al. 2013). La PET potrebbe permettere di
selezionare i pazienti che meritano davvero I’impiego di beta-bloccanti e ACE-inibitori, evitando

gli effetti indesiderati nei pazienti realmente a basso rischio.
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Al momento i marker di cardiotossicita piu precoci suggeriti dai documenti di consenso sono
il global-longitudinal-strain (GLS) valutato con metodica ecocardiografica “speckle-tracking”, e
il dosaggio seriato della troponina durante i cicli di trattamento(Plana et al. 2014; Zamorano et al.
2016). Tuttavia tali strumenti sono ampiamente inutilizzati a fini clinici, e ci si affida ancora alla
sola valutazione della LVVEF, per intuibili motivi pratici la cui discussione esula da questo lavoro.
La valutazione dell’LV-SUV avrebbe i vantaggi di non determinare un peso aggiuntivo sui
pazienti ematologici ed oncologici, che sono gia sottoposti a un notevole numero di esami e
procedure, e potenzialmente di ridurre i costi di monitoraggio richiesti da esami dedicati. La FDG-
PET e infatti eseguita routinariamente per la diagnosi, la valutazione della risposta, e il follow-up
di moltissime malattie ematologiche e oncologiche maligne che richiedono trattamenti con ANT,
e nel linfoma di Hodgkin ¢ ritenuta lo “standard-of-care”(Barrington et al. 2016; Cheson et al.
2014; Ansell 2014).

Se futuri studi confermassero che I’incremento dell’LV-SUV durante i trattamenti con ANT
sia in grado di predire la cardiotossicita con una precocita almeno comparabile alla troponina e al
GLS, la valutazione FDG-PET cardiaca potrebbe entrare rapidamente nella pratica clinica per

I’identificazione dei pazienti a rischio di cardiotossicita.

LIMITAZIONI DELLO STUDIO

Un importante limitazione dello studio deriva dall’effetto del regime dietetico (lipidico vs
glucidico) nei giorni precedenti la PET, che puo aver significativamente influenzato la captazione
cardiaca nonostante il digiuno prima dell’esame (Choi et al. 1993; Inglese et al. 2007). Lo studio
del modello murino ha potuto ovviare a tale effetto sulla captazione PET, controllando la dieta
degli animali da esperimento, come dimostrato dalla ridotta variabilita del risultato. Nella corte
retrospettiva di pazienti con LH, invece, la dieta ha probabilmente avuto un ruolo non trascurabile
nel determinare 1’ampia variabilita della misura, non essendo stato possibile controllare il regime
dietetico nei giorni precedenti I’esame. Tale maggior variabilita potrebbe addirittura aver ridotto

la potenza dello studio nel rilevare I’associazione tra LV-SUV e le alterazioni cardiache. Inoltre
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non si puo escludere che il regime dietetico abbia influito sulla captazione LV-SUVSTAGING yn
fattore che potrebbe essere predisponente alla cardiotossicita. Tale limitazione potra essere
superata solo con uno studio prospettico prevedendo un regime alimentare controllato con elevato
rapporto  grassi/carboidrati(Harisankar et al. 2011), oppure una preparazione
farmacologica(Arumugam et al. 2016), per standardizzare la captazione di glucosio miocardica
basale.

Nel presente lavoro ’animale da esperimento non ¢ stato analizzato per lo sviluppo di
cardiotossicita. Pertanto tale esperimento non fornisce informazioni su una correlazione tra le
modificazioni metaboliche miocardiche rilevate alla microPET dinamica e 1’eventuale comparsa
di disfunzione miocardica. Tuttavia dosi di ANT utilizzate in questo esperimento hanno causato
alterazioni elettrocardiografiche e disfunzione contrattile in uno studio precedentemente
pubblicato(Fisher Patrick W. et al. 2005). Inoltre tutti i topi hanno mostrato alterazione della
captazione di FDG e tale variazione era dose-dipendente rispetto ad ANT.

Anche nello studio sui pazienti la mancanza di un follow-up lungo non offre la possibilita di
conferma di una cardiotossicita tardiva conclamata, che nei pazienti a basso rischio si verifica
abitualmente anche molti anni dopo 1’esposizione ad ANT(Groarke e Nohria 2015). Solo pochi
pazienti hanno mostrato un calo della LVEF al di sotto del valore di normalita, e nessuno ha avuto
scompenso cardiaco conclamato nel follow-up. Cionondimeno, nella corte studiata i pazienti
erano prevalentemente giovani, senza cardiopatia, come prevedibile dall’epidemiologia del LH,
e venivano esposti a dosi cumulative <350 mg/mq. Un valore ridotto di LVEF in tale corte, seppur
silente e modesto, deve essere considerato biologicamente rilevante. Non dovrebbe infatti
verificarsi in questi pazienti ritenuti a rischio molto basso di cardiotossicita, tanto che nella pratica
clinica non vengono monitorati di routine dal punto di vista cardiologico.

La natura parzialmente retrospettiva dello studio, come discusso nei metodi, ha richiesto di
confrontarsi con una realtd clinica di diversi laboratori di ecocardiografia, in cui la stima
del’LVEF ¢ ancora prevalentemente visuale e introduce un notevole appiattimento dei valori
nella norma, indotta dal concetto clinico dicotomico di “normalita” e “anormalita”. Cid non
avrebbe permesso di valutare le piccole differenze, vicine all’intervallo di normalita, che si
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possono attendere in una corte di pazienti a basso rischio, come quella dello studio. LVEF e stata
pertanto valutata secondo formula di Teicholz, che si basa su assunti geometrici.
L’ecocardiografia bi- e tridimensionale hanno soppiantato tale metodica e attualmente le
raccomandazioni prevedono I’uso della metodica di Simpson biplana o ancor meglio
dell’acquisizione volumetrica tridimensionale “single-beat”(Lang et al. 2006; Plana et al. 2014).
Il limite piu significativo di una valutazione lineare come la Teicholz sarebbe da considerare in
presenza di alterazioni regionali della cinetica, che potrebbero essere catturate in maniera
variabile. Nei nostri pazienti a basso rischio e senza cardiopatia, con scarsa probabilita di
sviluppare asimmetrie regionali marcate, tale problema é verosimilmente trascurabile, come
dimostrato da precedente letteratura(Hequet et al. 2004).

Infine, bisogna riconoscere che la valutazione del parametro LV-SUV deve ancora essere
standardizzata. Nel nostro studio il valore di cut-off & stato arbitrario e non & verosimilmente
riproducibile in diversi centri di medicina nucleare, per considerazioni inerenti la natura stessa
dell’esame FDG-PET(Keyes 1995). Inoltre la stima di LV-SUV effettuata nel nostro laboratorio
ha considerato la media della captazione nel volume di interesse, mentre non ha esplorato la
regionalita della distribuzione nelle diverse regioni miocardiche che é stata descritta in altri
studi(Harisankar et al. 2011; Gropler et al. 1990). Per una applicazione clinica bisognera
prevedere una metodologia specifica ancora da definire; il gruppo del nostro istituto si sta
orientando  verso una Vvalutazione semi-quantitativa recentemente  proposta in

letteratura(Bauckneht et al. 2017), per limitare la variabilita intra- e inter-operatore.
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