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Resumen

La doxorrubicina es un fArmaco quimioterapéutico ampliamente utilizado, el cual de manera
adversa puede causar cardiotoxicidad. Se sabe que puede provocar un aumento en la
generacion de radicales libres que dafian el tejido cardiaco, mientras que la astaxantina al ser
un potente antioxidante, tiene la capacidad de neutralizar gran cantidad de radicales libres, lo
que permitiria disminuir estrés oxidativo y el dafio celular subsecuente. El objetivo de este
estudio fue determinar si la suplementacién con astaxantina reduce los efectos cardiotoxicos
de la doxorrubicina en ratones tratados con doxorrubicina de manera crdonica. Metodologia:
Se emplearon ratones hembra CD1 distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos: 1. control,
2. suplementado con astaxantina (via oral a razon de 5 mg/Kg de peso diariamente por cinco
semanas), 3. tratado con doxorrubicina (por via intraperitoneal a razon de 5mg/kg/peso cada
semana por cinco semanas consecutivas), y 4. Tratado con doxorrubicina + astaxantina. El
analisis histomorfoldgico se realizé a partir de tinciones (hematoxilina & eosina “H&E”,
Masson, PAS e inmunohistoquimica para el biomarcador del factor activador de fibroblastos
“FAP”), mientras que el andlisis cualitativo, se realizd mediante andlisis por software de las
fotomicrografias de los grupos de estudio. Resultados: Los grupos control y suplementado
con astaxantina, presentaron caracteristicas histomorfologicas en todas las técnicas
empleadas. En el grupo tratado con doxorrubicina, de manera cualitativa se observd
disminucion en la cantidad de nucleos en los cardiomiocitos, asi como un incremento en la
expresion de FAP. En el analisis por software, el grupo tratado con doxorrubicina, fue el que
presento cambios mas significativos respecto a los demas grupos de estudio: en la tincion
con hematoxilina & eosina se observé diminucion en la cantidad de nucleos e incremento en
el area nuclear, aumento en el espesor de los cardiomiocitos, disminucién en los niveles de
glucdgeno miocardico e incremento en la expresion de FAP. No se observaron cambios de
reparacion por fibrosis en la tincién de Masson, sin embargo, se presentd un incremento en
la tincion citoplasmatica por la fucsina acida. Conclusion: Aungue no se observaron cambios
sugestivos de fibrosis, al andlisis cuantitativo por software permitié evidenciar cambios
histomorfoldgicos que podrian indicar mecanismos tempranos de dafio y reparacion ante la
toxicidad por doxorrubicina. En contraparte, en el grupo tratado con astaxantina y

doxorrubicina estos cambios fueron menores. Esto sugiere que la astaxantina podria



disminuir los efectos cardiotoxicos de la doxorrubicina en pacientes bajo tratamiento
oncologico. Se requieren estudios adicionales a fin de evaluar si los tratamientos aplicados
evolucionan a cambios tardios que indiquen mayor dafio y reparacion del miocardio, o en su

defecto, evaluar otros esquemas de doxorrubicina a mayor dosis y tiempo de tratamiento.

Palabras clave: doxorrubicina, cardiotoxicidad, astaxantina, antioxidantes, estrés oxidativo,

modelo murino.

Summary

Doxorubicin is a widely used chemotherapeutic drug, which can adversely cause
cardiotoxicity. It is known that it can cause an increase in the generation of free radicals that
damage cardiac tissue, while astaxanthin, being a potent antioxidant, has the ability to
neutralize a large amount of free radicals, which would allow reducing oxidative stress and
subsequent cellular damage. The objective of this study was to determine whether astaxanthin
supplementation reduces the cardiotoxic effects of doxorubicin in mice treated with
doxorubicin chronically. Methods: Female CD1 mice were randomly assigned to four
groups: 1. control, 2. supplemented with astaxanthin (oral at a rate of 5 mg/kg of weight daily
for five weeks), 3. treated with doxorubicin (intraperitoneally at a rate of 5 mg/kg/weight
each week for five consecutive weeks), and 4. treated with doxorubicin + astaxanthin.
Histomorphological analysis was performed using stains (hematoxylin & eosin "H&E",
Masson, PAS and immunohistochemistry for the fibroblast activating factor "FAP"
biomarker), while qualitative analysis was performed using software analysis of
photomicrographs of the study groups. Results: The control and astaxanthin-supplemented
groups presented histomorphological characteristics in all the techniques used. In the group
treated with doxorubicin, a qualitative decrease in the number of nuclei in cardiomyocytes
was observed, as well as an increase in the expression of FAP. In the software analysis, the
group treated with doxorubicin was the one that presented the most significant changes
compared to the other study groups: in the staining with hematoxylin & eosin, a decrease in
the number of nuclei and an increase in the nuclear area, an increase in the thickness of the

cardiomyocytes, a decrease in the levels of myocardial glycogen and an increase in the
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expression of FAP were observed. No changes in fibrosis repair were observed in the Masson
stain, however, an increase in cytoplasmic staining by acid fuchsin was presented.
Conclusion: Although no changes suggestive of fibrosis were observed, the quantitative
analysis by software showing histomorphological changes that could indicate early
mechanisms of damage and repair in the face of doxorubicin toxicity. In contrast, in the group
treated with astaxanthin and doxorubicin these changes were smaller. This suggests that
astaxanthin could reduce the cardiotoxic effects of doxorubicin in patients undergoing cancer
treatment. Additional studies are required to evaluate whether the treatments applied lead to
late changes that indicate greater myocardial damage and repair, or failing that, to evaluate

other doxorubicin regimens at higher doses and treatment times.

Keywords: doxorubicin, cardiotoxicity, astaxanthin, antioxidants, oxidative stress, murine

model.



l. Marco Teoérico
Introduccion

Diferentes estudios refieren sobre los efectos secundarios del uso de antraciclinas en el
tratamiento de diferentes tipos de neoplasia (1). Uno de los farmacos citotoxicos mas
utilizado dentro de los esquemas de tratamiento oncologico es la doxorrubicina, debido a su
eficacia y menor coste, sin embargo, este farmaco se ve asociado al desarrollo de
cardiotoxicidad temprana o tardia, siendo la segunda el padecimiento de mayor incidencia
entre los pacientes. Este dafio cardiaco consecuente al uso de doxorrubicina representa un
impacto significativo en los sistemas econdmicos y de salud, puesto que su farmacodinamia
interviene directamente en la trascripcion del ADN celular, por lo tanto, la cardiotoxicidad
tanto tardia como temprana, no solo se manifestara en el paciente oncolégico, sino también

en su descendencia (2).

Una dieta deficiente en antioxidantes y diversas comorbilidades que suelen manifestarse en
los pacientes oncologicos, ofrecen el ambiente adecuado para el desarrollo de afecciones
cardiacas mediadas por el incremento de radicales libres consecuentes al uso de
doxorrubicina. Por tal motivo, en los Ultimos afios se han realizado estudios para evaluar
diferentes agentes cardioprotectores para estos casos especificos de cardiotoxicidad. Dentro
de estos agentes, los antioxidantes han demostrado eficacia en la reduccion del crecimiento
y la metastasis de diferentes tumores, asi como una reduccion de los niveles de radicales
libres generados en el organismo a causa del tratamiento quimioterapéutico. Actualmente la
astaxantina se ha considerado uno de los antioxidantes con mayor eficacia en comparacion
con la vitamina E y la vitamina C. Este carotenoide ha sido objeto de estudio en los Gltimos
afios como coadyuvante en el tratamiento de diferentes patologias, dando resultados
significativos de mejora ya sea en los signos y sintomas de la enfermedad o en la
farmacocinética de diferentes tratamientos. A nivel cardiovascular, se ha observado que la
astaxantina mejora los niveles de PAS, CT y LDL (3).

Estas observaciones en la eficacia del efecto antioxidante de la astaxantina han despertado
un interés particular para ser utilizado como suplementacion en los pacientes oncoldgicos en

tratamiento con doxorrubicina, puesto que su capacidad de reducir el nimero de radicales
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libres se presenta como una herramienta Gtil en reducir el estrés oxidativo del tratamiento

involucrado en la manifestacion de cardiotoxicidad tardia.
1. Anatomia e histologia comparativa del corazén

El corazon es como una doble bomba de cuatro camaras que impulsa la sangre por todo el
cuerpo. La circulacion pulmonar, gestiona por el corazon derecho, dirige la sangre
desoxigenada a los pulmones. Paralelamente, el area izquierda del corazon impulsa la sangre
oxigenada a través de la circulacion sistémica. En humanos adultos, el corazén presenta
dimensiones promedio de 12 x 9 x 6 cm y un peso aproximado de 250 g en mujeres y 300 g

en hombres.

Anatémicamente, en el humano y raton, el corazon se divide por tabiques en cuatro camaras:
auriculas y ventriculos derechos e izquierdos. Sin embargo, existen diferencias morfoldgicas
significativas entre roedores y humanos, incluyendo variaciones en la configuracién general,
la distribucion de las arterias coronarias, la estructura valvular, el espesor de las capas
pericardica, epicardica y endocardica, asi como en la prominencia del esqueleto fibroso (4).

Figura 1: Vasculatura cardiaca macroscépica. (A y B) Anterior (A) y posterior. (B) Superficies del corazon
del raton. Fuente: Elsevier, Inc., www.netterimages.com. Los vasos que son facilmente visibles en la superficie
del corazén del raton son las venas cardiacas. Las arterias coronarias son intramiocérdicas y no son facilmente
visibles en la superficie. (C y D) Esternocostal (C) y diafragmatica. Fuente: Elsevier, Inc.,
www.netterimages.com. (D) Superficies del corazdn humano. A diferencia del ratén, muchos de los grandes
vasos del corazén humano son epicardicos y, por lo tanto, pueden verse externamente. En estos diagramas, las
arterias coronarias estan resaltadas en rojo y las venas en azul. Ao, aorta; CS, seno coronario; GCV, vena
cardiaca mayor; LAD, arteria coronaria descendente anterior izquierda; LCX, arteria coronaria circunfleja
izquierda; LMA, arteria coronaria principal izquierda; LV, ventriculo izquierdo; MCV, vena cardiaca media;
PA, arteria pulmonar; PDA, arteria coronaria descendente posterior; RA, auricula derecha; RCA, arteria
coronaria derecha; RV, ventriculo derecho; SCV, vena cardiaca pequefia. Fuente: Paneles C y D Elsevier, Inc.,
Www.hetterimages.com.



Histologicamente el corazon se compone de endocardio, miocardio y epicardio. La
morfologia caracteristica del miocardio humano presenta células alargadas y bifurcadas
denominadas cardiomiocitos, las cuales estan unidas en sus extremos, con una longitud de
80-100 um y un espesor de 15 um aproximadamente, pueden presentar uno o dos nucleos
ovales en el centro de la celula. ElI miocardio auriculo-ventricular de humano y ratén,
presentan caracteristicas histoldgicas similares, en los ratones los cardiomiocitos son
generalmente binucleados, mientras que, en el humano, son mononucleados. Estas células
forman columnas que se anastomosan irregularmente. En la union entre dos células se
presenta una linea transversal oscura, estas areas especializadas para la union se denominan

discos intercalares (5)

Figura 2: Histologia comparativa del miocardio de fibras cardiacas orientadas
longitudinalmente. (A y B) Miocardio del ventriculo izquierdo del raton. (C) Miocardio del
ventriculo izquierdo humano con bajo aumento. (D) Miocardio del ventriculo izquierdo
humano a gran aumento y tefiido con Tricromica de Gromori (4)
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Las células funcionales del miocardio se clasifican en cardiomiocitos atriales, nodales, de
conduccién y ventriculares, estos Ultimos se caracterizan por ser mas largos, con una
organizacion sarcomérica més definida, un eficiente sistema de tGbulos T y abundante red
mitocondrial conformada por tres tipos de mitocondrias: intermiofibrilares, subsarcolémicas
y perinucleares (6). Las intermiofibrilares suministran energia para la contraccion muscular,
mientras que las subsarcolémicas proporcionan energia para el transporte idnico a traves de
la membrana celular. Las mitocondrias perinucleares, por su parte, estan involucradas en la
produccion de energia para los procesos de transcripcion genética. Esta especializacion
mitocondrial garantiza un suministro eficiente de energia para las diversas funciones del

corazdn y hace a los cardiomiocitos ventriculares responsables de la contraccion principal

().

La capacidad de contraccion y relajacion estd mediada por la interaccion de iones Ca2+ y
Na+. El rol de los cardiomiocitos en la conduccion de impulsos eléctricos se lleva a cabo
gracias a la union de los discos intercalados, actividad que permite una armonizada
contraccion cardiaca para un bombeo ritmico de la sangre. Mientras que la adaptabilidad es
la capacidad del miocardio para adaptarse a determinados cambios en la homeostasis que
impliquen un aumento del volumen sanguineo como lo es el embarazo o el ejercicio fisico,
esta adaptabilidad ocurre gracias a modificaciones en la frecuencia y fuerza de contraccion

de los cardiomiocitos (8,9).

2. Doxorrubicina

La doxorrubicina (DOXO) es un antibidtico del grupo de antraciclinas considerado
citotdxico, se obtiene de la cepa Streptomyces peucetius var caesius (10). Se utiliza en el
tratamiento quimioterapéutico de neoplasias hematoldgicas y sélidas, como: cancer de
pulmén microcitico, de mama, ovario, vejiga, osteosarcoma, sarcoma avanzado de tejidos
blandos, sarcoma de Ewing, linfoma no Hodgkin, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
mieloide aguda, mieloma multiple avanzado, carcinoma de endometrio, tumor de Wilms,
cancer papilar/folicular avanzado de tiroides, carcinoma anaplasico de tiroides vy

neuroblastoma avanzado etc. (1)



Figura 3. Estructura quimica de la doxorrubicina. Formula: C27H29NO11 - HCI

2.1 Cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina

A pesar de su efectividad antineoplasica, la DOX posee efectos adversos relacionados con la
cardiotoxicidad (11). Se ha descrito que la dosis acumulada de antraciclinas causa dafio
irreversible hasta en 5% de los pacientes (12), y presenta una tasa de mortalidad del 60%
(13). Esta afeccidn se caracteriza por la reduccién en la fraccién de eyeccion ventricular

izquierda (FEVI), cardiomegalia, edema pulmonar, disnea, o derrame pleural (14)

Esta cardiotoxicidad puede ser aguda si se manifiesta 2-3 dias después de la primera dosis,
con una incidencia del 11% (15); mientras que cronica puede ser temprana si se manifiesta
hasta un afio después de la ultima dosis, o tardia si ocurre después de esta etapa. En esta
Gltima, la tasa de mortalidad es dosis dependiente de 3-5% por 400 mg/m2 y asciende a 18-
48% por 700 mg/m2 (13) En contraparte, la cardiotoxicidad también puede manifestarse a

largo plazo, incluso después de concluir la terapia con Doxorrubicina (2).

Dentro de los factores de riesgo para el desarrollo de cardiotoxicidad por tratamiento con
antraciclinas, se encuentran el sexo femenino (debido a menor masa y gasto cardiaco), la
dosis acumulada, padecimientos cardiovasculares y metaboélicos preexistentes, falla renal,

longevidad y tratamientos previos con otros citotoxicos o radioterapia (16)



2.2 Fisiopatologia

Entre las caracteristicas especificas del corazén que lo vuelven mas susceptibles a los efectos
citotdxicos de la doxorrubicina, se encuentran la alta tasa metabolica, la acumulacion del
farmaco, una limitada capacidad de reparacion de las células cardiacas y el efecto directo de
la doxorrubicina sobre el ADN de los cardiomiocitos, lo que puede llevar a la muerte celular

y a la disfuncién cardiaca.

Aunque no se han definido con precision los mecanismos por los cuales la doxorrubicina
induce cardiotoxicidad, dos de las principales rutas asociadas a la cardiotoxicidad por DOXO
es la inhibicion de la Topoisomerasa Il y la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno
7).

La inhibicion de la Topoisomerasa Il reduce la sintesis de ADN y ARN, a su vez disminuye
la reparacion celular, provoca agotamiento del reticulo endoplédsmico liso, senescencia
precoz y muerte celular. En consecuencia, la apoptosis de cardiomiocitos resulta en reduccion

en la fraccion de eyeccion o falla cardiaca (18).

La produccion de Especies Reactivas de Oxigeno se debe a que, en su estructura molecular,
la doxorrubicina contiene multiples radicales hidroxilos “ROS”, que por accion enzimatica
de la eNOS endotelial o su reduccién por la NADPH oxidasa, la convierte en radical
Doxorrubicina semiquinona, la cual contiene radicales superoxidos y oxigeno singlet
adicionales (pathway of cardiac). Por tanto, la molécula de DOXO modificada, se considera
un radical libre mas eficiente (19). En consecuencia, el aumento de esta capacidad oxidativa
y mayor produccion de ROS, provoca alteraciones estructurales y funcionales a nivel
mitocondrial, como aumento en permeabilidad e inhibicion del potencial de membrana. En

conjunto, el dafio celular y mitocondrial resulta en cardiotoxicidad (20,21)

Tanto el dafio en la transcripcion del ADN y ARN, como el aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno tienen accién directa, lo que genera sarcopenia cardiaca
caracterizada por la reduccion e hipertrofia sobre los cardiomiocitos, y a su vez se limita la
regeneracion del musculo cardiaco. Esta serie de eventos dan como resultado fibrosis del
miocardio y remodelacidn ventricular que son las responsables de los diferentes signos y
sintomas de la cardiotoxicidad (22)



2.3 Remodelado cardiaco inducido por doxorrubicina

El corazén es un oOrgano que tiene la capacidad de adaptarse ante alguna agresion o
sobrecarga de esfuerzo, este proceso de remodelado o plasticidad cardiaca, comprende una
fase inflamatoria, fase proliferativa y una fase de regeneracién (23). Las células cardiacas
que han sufrido necrosis 0 apoptosis promueven la fase inflamatoria, la cual desencadena la
produccion de especies reactivas de oxigeno y cascadas de citoquinas. Estas Gltimas
promueven la proliferacion celular y la sintesis de la MEC por la migracion de fibroblastos
(20), los cuales utilizan metaloproteinasas (MMPs) para degradar la matriz extracelular
dafada, facilitan la migracién de células y formacion de nuevos vasos sanguineos. Durante
la fase inflamatoria la MMP-2 y las colagenasas participan en la remodelacion del tejido. En

la fase proliferativa las MMPs 1, 3, 9 y 10 contribuyen a la angiogénesis (24,25)

En relacion a este remodelado cardiaco, la fibrosis sugiere un cambio tardio en la reparacion
posterior a un proceso inflamatorio, el cual estd relacionado directamente con la

cardiotoxicidad inducida por el tratamiento con doxorrubicina.

Coléageno

El colageno es una glicoproteina que representa el 25% de la proteina corporal, el humano
cuenta con 28 tipos diferentes y se encuentran predominantemente en hueso, tendones, piel,
cartilago, arterias, pulmén e higado. El colageno tipo | es el mas abundante en tejidos
conectivos. Se produce principalmente en los fibroblastos mediante la sintesis de precursores
de col&geno I, se ensambla y procesa en la matriz extracelular (MEC). Esta proteina tiene
funciones de soporte estructural para la preservacion del tejido, reservorio de factores de
crecimiento que intervienen en los mecanismos de reparacion y coordinacion de respuestas
celulares que garantizan el correcto funcionamiento de las células. En la MEC del miocardio,
sus propiedades se relacionan con la correcta funcionalidad y estructura del mdsculo
cardiaco; en condiciones de estrés, la MEC desencadena respuestas bioldgicas que se

relacionan con la disfuncion ventricular y la patogénesis de la insuficiencia cardiaca (26)

El colageno tipo | juega diferentes funciones tanto estructurales como de transporte quimico
en el remodelado cardiaco, entre ellas se encuentran el soporte estructural, reparacion y

cicatrizaciéon, modulaciéon de la rigidez y regulacion de la sefializacion celular
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Se sabe que Doxorrubicina provoca dafio directo a los fibroblastos cardiacos humanos
(HCF)(27), en consecuencia, se altera la sintesis de colageno I. Asi mismo, se ha sugerido
que los cambios fibréticos pueden ser independientes a al proceso de muerte celular, como
son: menor concentracion de a-SMA, aumentd en la expresion de MMP-1, IL-6, TGF-B y
colageno en fibroblastos. También se induce la transdiferenciacién y el aumento en la
expresion de MMP1. En un estudio en ratas, se observo que la dosis acumulada de DOX
también provoco fibrosis cardiaca, en donde los fibroblastos aumentaron la sintesis de

colageno | (28).

2.4 Alteraciones en el metabolismo energético

Glucogeno fosforilasa

La glucogeno fosforilasa es una enzima que funciona como catalizador en el proceso de la
degradacion del glucogeno, en el cuerpo humano existen tres isoformas: muscular (MGP),
hepética (LGP) y cerebral/cardiaca (GPBB). La GPBB de los cardiomiocitos, tiene la funcién
de proveer la energia necesaria para las actividades de contraccion (28). Cuando se
incrementa la demanda energética del miocardio o en casos de hipoxia, la GPBB facilita el
metabolismo energético en un estado anaerobio, por ende, esta se vera aumentada y de
manera proporcional se incrementard la degradacion de glucdgeno. Si ocurre dafio a la
membrana celular y esta aumenta su permeabilidad, la GPBB puede filtrarse al espacio
extracelular, por tanto, el incremento de sus niveles plasmaticos, se considera un biomarcador
de isquemia (37) y de dafio al miocardio inducido por DOX (36). Al respecto, estudios
comprueban un aumento de vesiculas extracelulares que contienen GPBB con respeto al

grupo control (38).

2.5 Activacidén de proteasas

Las metaloproteinasas (MMPs) son un grupo de enzimas proteoliticas de la MEC y tienen un
papel fundamental en su estructura, cumplen con funciones de regulacién, catalisis y
estructuracion. La funcion de estas enzimas se puede observar en procesos de dafio epitelial,
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endotelial y en procesos de cicatrizacion, el funcionamiento de las MMPs se encuentra
mediado por inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs) los cuales tambien participan
en la proliferacion de fibroblastos y la diferenciacion de miofibroblastos. Una reduccion de
los TIMPs dara como resultado dafio en homeostasis del tejido que se manifiesta como un
exceso de proteinas de la MEC causado por periodos prolongados de inflamacion y fibrosis,
esta sobreexpresion de MMPs causado por reduccion de TIMPs también se relaciona con un
aumento en el crecimiento tumoral. Los niveles elevados de MMPs 2, 8 y 9 se utilizan como
indicadores de un proceso de cicatrizacion deficiente e hipertrofia celular. Especificamente
la MMP-2 se encuentra de forma reducida en el centro de la lesién y con mayor concentracion
en la periferia de la misma, lo cual resulta en una formacion excesiva de colageno y un

aumento en el area de tejido cicatrizado (30).

En un estudio con ratas, se observo que una dosis acumulada de 15 mg/kg de Doxorrubicina
por 4 semanas, disminuyé la actividad plasmatica de las MMP-2 y MMP-9, de manera
contraria, 8 semanas después del tratamiento, se observd principalmente un aumento de la
actividad plasmatica de la MMP-2 (39).

El efecto de la Doxorrubicina en el aumento de actividad plasmatica de las MMP-2 y 9
constituye un circulo vicioso, en el cual se ha observado que la sobreexpresion de MMP-9
aumenta la sefializacion de las vias de TGF-p y p-SMAD3, lo que favorece el crecimiento
tumoral y genera una sobre produccion de colageno, incrementado asi el efecto adverso del
acumulamiento de colageno en el tejido miocardico que se traduce en las manifestaciones de
la cardiotoxicidad como es la reduccion de la fraccion de eyeccion, cardiomegalia, arritmias,
etc. (40).

2.6 Efectos sobre el miocardio

Se ha observado que el uso quimioterapéutico de Doxorrubicina provoca multiples efectos

secundarios que se manifiestan directamente sobre la morfologia del miocardio. En un

estudio realizado en ratas Wistar, se observé congestion de miocitos y formacion de micro

trombos intravasculares coronarios. Lesiones que indican dafio en la membrana y aumento

de la permeabilidad celular. Asi mismo, se ha observado reduccion del flujo sanguineo,
12



desintegracion del endotelio vascular y agregacion plaguetaria mediada por receptores
GPlIb/Illa 8888 En otro ensayo también se observé hemorragia, degeneracion del miocardio,

edema e infiltracion de células proinflamatorias (24).

En un ensayo histoldgico en el miocardio de ratas Sprague Dawley tratadas con adriamicina.
Se percibi6 un aumento de tejido conectivo, remodelacion miocérdica inducida por la
necrosis y apoptosis de los cardiomiocitos, aumento del nimero de fibroblastos y la
alteracion de proteinas estructurales del espacio extracelular (26). También se ha visto que

el uso de la Doxorrubicina genera atrofia de los cardiomiocitos (27).

Se ha observado también una degeneracion tanto de las fibras musculares del miocardio por
la pérdida de miofibrillas y como de las mitocondrias mediada por la produccidn de radicales
libres de oxigeno y la peroxidacion lipidica en la membrana mitocondrial. También se sabe
que la inhibicion de las proteinas apoptoticas Bel-xL y Bcl2 es causada por la produccion de
ROS inducida por el tratamiento con DOX, esta misma también es responsable de los altos
niveles de troponinas, CK y LDH debido a que ejerce un grave efecto sobre los
cardiomiocitos (28).

Estos cambios morfoldgicos indican una remodelacion causada por el dafio y los mecanismos

de reparacion del miocardio (25).

3. Agentes cardioprotectores

Derivado del efecto secundario que tiene sobre el corazén el tratamiento con doxorrubicina,
desde la década de los 80 se ha generado un creciente interés por brindar tratamientos que
puedan reducir este efecto secundario. En un estudio de revision Se estudiaron diversos
agentes (nanoparticulas, polimeros, fitoquimicos y probidticos) para reducir la toxicidad
cardiaca causada por el fa&rmaco doxorrubicina. Los nano medicamentos mostraron ser
prometedores al disminuir los efectos secundarios en células sanas. Entre los polimeros, el
PEG-NAG-DOX destaca por reducir la toxicidad cardiaca. Los fitoquimicos como el
resveratrol, alicina y compuestos del arbol Terminalia arjuna también presentaron efectos

beneficiosos. Finalmente, los probioticos Bifidobacterium y Lactobacillus demostraron
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reducir el dafio al miocardio. Estos resultados sugieren que estos agentes podrian ser Utiles

para proteger el corazén durante tratamientos con doxorrubicina. (29).

Otro estudio realizado con enoxaparina muestra que puede reducir significativamente, pero
no revertir por completo la cardiotoxicidad inducida por DOX, la enoxaparina reduce la cTnl
y mejorar las puntuaciones histopatoldgicas de la miocardiopatia en comparacion con el
grupo DOX. ENX también disminuy6 la MDA y aument6 el TAC del corazon de ratas a
niveles relativamente comparables a los del control. También se observaron reducciones
significativas en TNF-a, IL-1p y caspasa-3 despues del tratamiento con ENX en comparacion
con el grupo de DOX (30).

La suplementacidon de antioxidantes como alternativa para reducir el dafio por doxorrubicina,
ha demostrado un efecto positivo al disminuir la produccion de ROS y la inflamacion en el
dafo hepatico inducido por DOXO, reponer enzimas antioxidantes como la catalasa, la
glutation reductasa y la superoxido dismutasa, reduccion de la inflamacion y las aberraciones
cromosomicas, por ende, una menor afeccion del ADN. Estos efectos se pueden observar en
la reduccidn de los marcadores de cardiotoxicidad inducida por DOX, como es el caso de la
caspasa-3 y Bax al mismo tiempo que aumenta las proteinas antiapoptéticas como Bcl-2. De
interés particular, se comprobd que el uso de tiosulfato de sodio (STS) suprime la apoptosis
cardiaca. (31-33)

3.1 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que al estar presente en concentraciones bajas con respecto
al sustrato oxidable, retrasan o previenen significativamente la oxidacion de este al
reaccionar-interactuar con los radicales libres de oxigeno y las especies reactivas de oxigeno
(ROS) en comparacién con otras moléculas presentes en un microambiente especifico, como
la membrana plasmatica, el citoplasma, el nlcleo o el liquido extracelular, protegiendo a las

células del dafio causado por los radicales libres (34).

El cuerpo humano cuenta con un sistema de defensa antioxidante que incluye tanto enzimas

como compuestos no enzimaticos, los cuales se activan principalmente ante una alta

14



produccion de ROS, mientras que la ingesta de antioxidantes exdgenos a través de los
alimentos resulta crucial para potenciar la accion de las defensas enzimaticas. Entre las
enzimas antioxidantes mas importantes se encuentran el superéxido dismutasa (Cu/Zn-SOD
intracelular, Mn-SOD y SOD extracelular) (35).

Las enzimas antioxidantes primarias actian como una primera linea de defensa,
transformando las especies reactivas de oxigeno (ROS) en sustancias inofensivas como el
agua y el oxigeno molecular. Por otro lado, las enzimas antioxidantes secundarias, como la
glutation-reductasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, trabajan en conjunto con otros
antioxidantes enddgenos para neutralizar indirectamente las ROS. El &cido Urico, ademaés de
proteger a los glébulos rojos de la destruccion, desempefia un papel crucial en la eliminacién

del oxigeno singlete, un tipo de ROS altamente reactivo (36).

Los antioxidantes de bajo peso molecular no enzimaticos, como la vitamina E y C, asi como
minerales como el selenio y el zinc, desempefian un papel vital en la proteccion celular. Los
flavonoides, que incluyen flavonoles, flavanoles, antocianinas, isoflavonoides, flavanonas y
acidos fenolicos, actian como quelantes de iones metalicos de transicién involucrados en la

reaccién de Fenton y como depurados de ROS (37).

Sistemas de defensa: antioxidantes endogenos y exogenos

Antioxidantes Superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation S-
enzimaticos transferasas, tioredoxina-reductasas y sulfoxi-metionina-reductasas
enddgenos

Antioxidantes GSH (glutation reducido), &cido urico, bilirrubina, glutation, albumina,
end6genos no | melatonina, &cido

enzimaticos

dihidro-lipdico, metalotioneina, ubiquinol (o Co-enzima Q).

Antioxidantes a) vitaminas: &cido ascorbico (vitamina C), alfa-tocoferol (Vitamina E),
exogenos betacaroteno (pro-vitamina A).

b) carotenoides: luteina, zeaxantina, licopeno, astaxantina.
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c) polifenoles: flavonoides (ej. catequinas) y no-flavonoides.

d) otros compuestos: glucosinolatos (ej. isotiocianatos) y compuestos

organoazufrados (ej. dialil-disulfido, dimetilsulfoxido).

Tabla 1. Sistemas de defensa: antioxidantes enddgenos y exdgenos.
3.2 Astaxantina

La astaxantina (ASTX) pertenece al grupo de los carotenoides, como el B-caroteno y B-
criptoxantina. Se encuentra principalmente en especies marinas como salmén, camarones,
cangrejos, langostas, krill antartico, asi como en fuentes vegetales. La microalga
Haematococcus pluvialis produce este carotenoide como un mecanismo de fotoproteccion y

sefializacion en condiciones de estrés como altas cantidades de luz ultravioleta (38,39)

La ASTX posee una potente capacidad antioxidante 500 veces mas mayor que la Vitamina
E y 10 veces mas que el B-caroteno, atribuible a su estructura quimica que consiste en una
cadena de dobles enlaces conjugados que presenta electrones descentralizados que le permite
neutralizar radicales libres. Al momento se ha observado que esta actividad antioxidante se
lleva a cabo mediante activacién de la via Nrf2/HO-1, aumentando la expresién de enzimas
antioxidantes como HO-1,NQO1 y GST-al, se cree que sus efectos antioxidantes provienen
de la eliminacion directa de diferentes especies reactivas, tanto por la donacion de electrones
como por la unién con los radicales libres, reduciendo la inflamacion y protegiendo a las

células del dafio oxidativo (38,40)
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Figura 4. Estructura de la astaxantina. Férmula C40H5204,

Los mecanismos de accién de la astaxantina se pueden observar en el medio intra y extra de

celular, ya que su estructura molecular le permite adoptar una alineacion transmembranal.

Los grupos polares de la ASTX se superponen a las regiones polares de la membrana celular,

mientras que la region no polar de la molécula se alinea en el centro de la membrana, esta
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interaccion permite mantener la estructura normal de la membrana. El efecto antioxidante en
el espacio intracelular se debe a que los enlaces conjugados en la region central no polar de
la ASTX le permiten eliminar radicales libres del interior de la célula al transportarlos a lo
largo su propia cadena de carbono, de modo que son neutralizados por otros antioxidantes

ubicados fuera de la membrana celular.
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Figura 5: Ubicacion de la molécula de astaxantina en la membrana celular. (41)

En los ultimos afios aumento la investigacion sobre el consumo de ASTX y sus efectos
benéficos para la salud, asegurando que su consumo humano es viable, ya que posee

propiedades farmacologicas sin efectos secundarios o toxicidad.

Los resultados de diferentes modelos experimentales, sugirieren que la suplementacion con
astaxantina permite regular maltiples mecanismos de la inmunidad celular y humoral para
atenuar la inmunosenescencia. Por ejemplo, mediante la supresiéon de la via NF-Kb, la
elevacion de los niveles de interleucina-2, inmunoglobulina M (IgM) e inmunoglobulina G
(IgGa). Este efecto se relaciona con la salud gastrointestinal por reduccion de la inflamacion
gastrica. También se han observado beneficios sobre la salud dérmica al tener un efecto
fotoprotectores, de la misma manera se ha observado beneficios en la fertilidad masculina al

mejorar la calidad espermética. En animales asmaticos suplementados con ASTX, se pudo
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apreciar reduccion de células pulmonares inflamatorias, en la secrecion de moco y de la

fibrosis pulmonar (42,43).

También se han reportado efectos neuroprotectores, ya que tiene la capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica. Al tener efectos anti apoptoticos reduce el déficit neurolégico y el
edema cerebral, lo que mejora las consecuencias del infarto cerebral (44). Debido a sus
potentes efectos antioxidantes, también se han demostrado importantes beneficios en la salud

osteoarticular y muscular, ya que reduce la atrofia muscular (50 - 51).

Este carotenoide también demostro tener efectos anticancerigenos al suprimir la metastasis
en modelos murinos de cancer de colon (52) y en otro estudio in vivo de cancer de prostata,
se redujo la expresion del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3)
(53).

Cada uno de estos beneficios a la salud se han visto relacionados con el efecto antioxidante

de la astaxantina.
3.2.1 Efectos de la astaxantina sobre el sistema cardiovascular

Diferentes estudios demuestran el papel protector de la ASTX en modelos de enfermedades
cardiovasculares, incluida isquemia y dafio por reperfusion cardiaca. Un estudio con un
modelo de microembolizacién coronaria en ratas revel6 que la suplementacién con
astaxantina atenuo drasticamente la induccién de disfuncion cardiaca, infarto de miocardio y
apoptosis de cardiomiocitos, que se asocid con la supresion del estrés oxidativo a través de

la activacion de la sefializacion Nrf2/heme oxigenasa-1 (45)

Asi mismo, también se observ6 una mejora en niveles de PAS, CT y LDL (11), debido a su
capacidad para neutralizar el peroxinitrito (ONOO —) (46), formando asi 15-

nitroastaxantina, lo cual retrasa la oxidacion de la molécula LDL.

También, se ha demostrado que la ASTX reduce el tiempo de transito sanguineo en un
modelo de rata hipertensa, asi como en humanos (47). Estudios en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) informaron que la suplementacion con ASTX redujo significativamente
la presion sistélica e indujo cambios histoldgicos significativos en la aorta asociados con una

disminucion de la rigidez vascular y la presion arterial (48). ()En un modelo SHR propenso
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a accidentes cerebrovasculares, la ASTX redujo significativamente el dafio estructural al
ADN mediante el biomarcador de dafio oxidativo 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG)
en orina. De manera concreta, se redujo la presion arterial sistélica y suprimid la
trombogénesis en las venas cerebrales. Este efecto antitrombogénico pudo deberse a la
vasodilatacion e inhibicion de la agregacidon plaquetaria causada por una mayor
biodisponibilidad de NO (49).

3.2.2 Efecto de la astaxantina en la cardiotoxicidad inducida por

doxorrubicina

El uso de astaxantina en la afeccidn cardiaca por doxorrubicina ha arrojado resultados
prometedores, evaluados mediante la medicion de las funciones sistolica y diastolica, las
cuales han manifestado una mejora significativa, asi como en la medicion de diferentes
marcadores cardiacos como la troponina I, citocromo C, resultando en una reduccion de los
mismos, sugiere también la ASTX cuenta con propiedades de quelacion de hierro, el cual se
conoce como coadyuvante en el desarrollo de cardiotoxicidad por DOXO. En otro estudio se
observo una reduccion de los niveles de malondialdehido (MDA) y un aumento en los niveles
de glutation reductasa, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa (SOD) en el tejido
cardiaco. Estos resultados se pueden traducir en una reduccion de la cardiotoxicidad al

reducir el estrés oxidativo y la acumulacién de hierro en el tejido cardiaco. (50)
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1. Planteamiento del problema

La Doxorrubicina al ser un antibidtico citotdxico, tiene como objetivo reducir la proliferacion
de las células cancerigenas. Sin embargo, el mecanismo de accion por el cual impide la
replicacion celular de las células cancerigenas, tiene efecto directo sobre la transcripcion de
ADN y ARN, la replicacion celular de células sanas, la regeneracion y mecanismos de
reparacion del tejido cardiaco, induciendo entonces cardiotoxicidad. La cardiotoxicidad
inducida por la Doxorrubicina de tipo tardia se ha caracterizado por ser dosis-dependiente y
generar dafios irreversibles, mismos que pueden heredarse debido al dafio del tratamiento
sobre el material genético. Esto implica que las afecciones cardiacas se presentan los
pacientes tratados con Doxorrubicina se puede manifestar en las siguientes generaciones, lo
cual aumentaria la tasa de pacientes con dafio cardiaco y los costos en salud que implicaria

su tratamiento.

Si bien existe evidencia sobre la eficacia del tratamiento quimioterapéutico con
Doxorrubicina, la realidad del dafio por cardiotoxicidad podria limitar su uso y eso implicaria

un problema en el manejo de una enfermedad tan creciente y agresiva como el cancer.
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1. Justificacion

El mecanismo de accion de la Doxorrubicina ha demostrado tener efectos secundarios
perjudiciales para la salud cardiovascular y aumentar el indice de mortalidad de los pacientes
durante o después del tratamiento con este farmaco, por lo tanto, es necesario encontrar
alternativas que ayuden a reducir o contrarrestar la cardiotoxicidad inducida por la

Doxorrubicina.

La posibilidad de poder reducir la cardiotoxicidad inducida por este antibidtico citotdxico a
través de suplementos antioxidantes de alta calidad como la Astaxantina, se presenta como
una oportunidad para aumentar la esperanza de vida a corto, mediano y largo plazo de los
pacientes tratados con Doxorrubicina, asi como un beneficio a largo plazo para los sistemas
de salud al reducir los costos elevados por tratamientos posteriores a pacientes que tendrian

la probabilidad de presentar algun tipo de cardiopatia relacionada con la cardiotoxicidad.

Por tal motivo, surge la necesidad de evaluar el efecto cardioprotector de la Astaxantina para
brindar a los pacientes oncologicos alternativas de soporte nutricional no invasivas y con
costes accesibles que les garanticen menores efectos secundarios durante el tratamiento

quimioterapéutico.

La nutricion en el cancer es fundamental para combatir los efectos secundarios de los
tratamientos como la pérdida de peso y las dificultades para comer, mejorando asi la calidad
de vida de los pacientes. Sin embargo, se necesita méas investigacion para identificar
nutrientes especificos que puedan ayudar a combatir estos efectos y potencialmente mejorar
la supervivencia. Los suplementos nutricionales personalizados podrian ser una herramienta

clave en el futuro para tratar a los pacientes con cancer.

21



V. Hipotesis de trabajo

La administracion concomitante de Astaxantina y Doxorrubicina atenuara la formacion
de radicales libres inducidos por la Doxorrubicina en las membranas celulares cardiacas,
protegiendo asi las estructuras celulares y mejorando la supervivencia de los
cardiomiocitos, evidenciado por una reduccién de los marcadores histologicos, lo que

sugiere un efecto cardioprotector sobre la cardiotoxicidad inducida por el farmaco
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V. Objetivos
V.1 Objetivo general
Analizar los efectos de la suplementacién con AST en animales tratados con DOX.
V.11 Objetivos especificos

e Evaluar la histomorfologia del miocardio de cada uno de los grupos, comparando

namero de nucleos,
e Detectar la presencia de colageno en el miocardio como indicador de fibrosis

e Analizar el almacenamiento de glucégeno como indicador de actividad metabélica

del cardiomiocito.

e Comparar la presencia de la proteina activadora de fibroblastos en el miocardio, como

marcador de dafio cardiaco, entre los grupos de experimentacion.
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VI.

Métodos

V1.1 Disefio del estudio

Estudio experimental transversal casos y controles.

V1.2 Operacionalizacion de variables

Variable Defini_ci()n Definicién operacional Tip_ode Nive_.\l_de Indicadore
tedrica Variable | medicion S

Variables independientes

Peso corporal Medida de la|El peso corporal fue| Cuantitativa | Intervalo [ Peso en
fuerza calculado con una bascula | continua gramos.
gravitatoria que | digital de precision. Se
ejerce la tierra | colocaron al animal en la
sobre la masa | plataforma y se registro el
de un | valor del peso en gramos.
individuo.

Sexo Condicion Hembra Cualitativa | Categ6ri | Macho o
organica que ca hembra
divide a los
machos de las
hembras

Edad Tiempo 11 semanas de edad Cuantitativa | Continua | Semanas -
transcurrido mes
desde el
nacimiento de
un ser vivo.

Variables intervinientes

Dosis de | Antibidtico Dosis de Doxorrubicina | Cuantitativa | Intervalo | mg/kg de

Doxorrubicina | citotoxico  de | por via intravenosa | continua peso
uso (5mg/kg de peso), cada
quimioterapéut | semana por 5 semanas.
ico
perteneciente al
grupo de las
antraciclinas.

Dosis de | Carotenoide Dosis de astaxantina de | Cuantitativa | Intervalo | mg/kg de

Astaxantina antioxidante, acuerdo al peso semanal de | continua peso
obtenido de | los ratones (5 mg/kg de
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microalgas
Haematococcu
s pluvialis.

peso). Suplementada por
via oral con micropipeta.

Variables Dependientes

Cambios en

cardiaca

la

histomorfologia

Disfuncion del
musculo
cardiaco,
causado por la
exposicion a un
tratamiento
antineoplasico,

con la
posibilidad de
progresar a
insuficiencia

cardiaca.

El andlisis
histomorfolégico y del
tejido miocéardico se realizé

mediante diferentes
tinciones para evaluar:
forma, tamafio celular,
ndmero de nucleos,

cantidad de glucogeno y
fibrosis en el tejido.

El anélisis de expresion de
FAP se realizd mediante
inmunohistoquimica.

Cualitativo,
cuantitativo

Nominal

Ndmero
de nucleos

en u2.

Espesor en
micras
lineales.
Volumen

en p2.

V1.3 Universo de trabajo y muestra

Se utilizaron 20 ratones hembra CD1 (11 semanas de edad, 30-35 gr). Distribuidos
aleatoriamente en 4 grupos experimentales: 1. Control (n=3); 2. Suplementado con
Astaxantina (n=4); 3. Tratado con Doxorrubicina (n=7) y 4. Tratado con Astaxantina y

Doxorrubicina (n=6). Obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad

Auténoma del Estado de México (UAEMex).

V1.4 Desarrollo del proyecto

Manejo de los animales de experimentacion

Los ratones fueron alojados en cajas de policarbonato (34.5x49x17cm) en condiciones

estandar de Bioterio (Ciclos de luz/obscuridad de 12x12; a 21°C en ambiente libre de ruido

y 40-45% de humedad, alimentados con dieta “Rodent-Chow” y agua a libre demanda).
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Esquema de suplementacion con Astaxantina

La Astaxantina utilizada fue de la marca BioAstin ® Vegetarian Beadlets, 2.5%. Debido a su
presentacion en microperlas y propiedades liposolubles, la homogenizacion se realiz6 con 50

pL de Tween-20y 1950 ml de agua de beber.

Se administrd astaxantina diariamente por via oral a razon de 5 mg/kg/peso por 5 semanas,
iniciando desde las 10 semanas de edad de los animales hasta la conclusion del experimento.
Esta administracién se llevo de forma rapida mediante la sujecién de los ratones mediante

una micropipeta.
Esquema de administracién de Doxorrubicina

Se realizo la administracion de una dosis semanal de 5mg/kg/peso de Doxorrubicina

(Doxoget ® 50) por via intravenosa.
Sacrificio de animales

Posterior al periodo de tratamiento, todos los grupos fueron sacrificados con una camara de
CO2, a una presion de 20 mm/Hg y un flujo de 2-2.5 litros/minuto, con desplazamiento de
02 (20% por minuto), de acuerdo con las normas bioéticas internacionales y la Norma
Oficial Mexicana (NOM-033-ZO0-1999).

Obtencidn de muestras biologicas

La recoleccion de tejidos cardiaco de los animales se realizo despues del proceso de
sacrificio. Los corazones se lavaron con 5 ml de solucion salina, se dividieron
cuidadosamente por la mitad con un bisturi quirdrgico, ambas mitades contaban con auricula
y ventriculo correspondiente, para finalmente reservarse en formaldehido al 10% por 24

horas.
Fijacion

El montaje de los 6rganos se hizo en casettes histoldgicos debidamente rotulados y se fijaron

en formol tamponado al 10%, elaborado con 100 ml de formaldehido (37-40% solucion
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concentrada), 900 ml de agua destilada, 4g/L NaHPO4 (fosfato de sodio monobasico) y
6.5g/L Na2HPO4 (fosfato de sodio dibasico).

Inclusion en parafina

Posterior a las 48 horas de fijacion, los érganos fueron incluidos en parafina a 58°C, con la

siguiente técnica:

Deshidratacion:

Siguiendo un proceso de deshidratacion, el tejido se sumergié por intervalos de 30
minutos en concentraciones crecientes de alcohol etilico (etanol 50°, etanol 70°,
etanol 80°, etanol 90°, etanol 96°, etanol 100° I, etanol 100° I1).

Diafanizacion:

Se hizo una inmersion de los tejidos en dos periodos de 1.5 horas cada uno en Xileno
| y posteriormente en Xileno I1.

Inclusion y formacién de bloque de parafina:

Se llevo a cabo mediante dos incubaciones subsecuentes de 1.5 horas cada una en
parafina I, parafina Il y parafina 11 para inclusion a 60° C. Los tejidos se orientaron
en moldes metalicos para inclusion para formar el bloque de parafina, posteriormente

se desmontaron y se almacenaron.

Obtencion de los cortes histoldgico

Los cortes histoldgicos fueron realizados con un Reichert-Jung (Leica Biosystems,

Lake Cook Road, IL, USA), con un espesor de 4 micras.

1. El bloque de parafina se orient0 y fijé en los brazaletes del microtomo,
asegurandose de que la muestra de tejido quedara perpendicular a la
trayectoria de la navaja. Se realiz6 un desbaste grueso para eliminar el exceso
de parafina y exponer la superficie de intereés.

2. Con el microtomo ajustado a un espesor de 4 micras, se efectuaron cortes
seriados mediante la rotacion manual de la manivela. Cada seccion se recogio
de un bafio de floracion a una temperatura controlada de 40°C para facilitar
su extension y evitar arrugar.
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3. Los cortes extendidos se transmitieron a portaobjetos limpios. Para asegurar
una adhesion éptima, se colocaron los portaobjetos en una planchade
calentamiento a 60°C durante 15 minutos, permitiendo que la parafina se

fundiera y se adhiriera firmemente al vidrio.

Tinciones histologicas

Para iniciar el procesamiento histoldgico, las secciones de tejido se sometieron a un protocolo

de desparafinacion e hidratacion Este proceso consistio en sumergir las muestras

secuencialmente en xileno (dos cambios), alcoholes de graduacién decreciente (100%, 96%,

80%, 70%) y agua destilada, durante 10 minutos en cada bafio. Esta etapa previa de

desparafinacion se realizé en cada uno de los tejidos empleados para las diferentes tinciones

realizadas en este trabajo.

e Tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E):

1.

Preparacion de la muestra: Se inicio el proceso de desparafinacion e hidratacion
de las muestras.

Tincidn nuclear: Posteriormente las muestras se sumergieron en una solucion de
Hematoxilina por 3 minutos para tefiir los nucleos celulares, seguido de un lavado
con agua corriente.

Diferenciacion: Se realizaron tres lavados en alcohol &cido para ajustar la
intensidad de la tincion nuclear, seguido de un lavado con agua corriente.
Azulado y contraste: Las muestras se pasaron a agua amoniacal por 3 minutos
para realzar el color azul de los nucleos tefiidos con hematoxilina, Nuevamente,
se realizaron lavados con agua corriente.

Tincion citoplasmatica: Para contrarrestar los nucleos , las muestras se colocaron
en solucion de eosina durante 4 minutos, tifiendo el citoplasma de color rosado.
Deshidratacién y montaje: Finalmente, se procedid a deshidratar las muestras en
volumenes ascendentes de alcohol (70%, 80%, 96% I, 96% II, 100% I, 100% II)
y Xileno (I y I1). Finalmente se realizo el montaje de la muestra con una gota de

resina sintética.
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Tincién de MASSON:

1.

10.

Preparacion de la muestra: Se inicio el proceso de desparafinacion e hidratacion
de las muestras.

Fijacion: Las secciones se fijaron en liquido de Bouin durante una noche a
temperatura ambiente para preservar la morfologia celular.

Lavado: Se realizaron lavados exhaustivos con agua corriente hasta eliminar los
residuos de fijador y, posteriormente se enjuagaron con agua destilada.

Tincion nuclear: Colorear con Hematoxilina Férrica de Weigert durante 10
minutos

Lavado: Se repitio el procedimiento de lavado con agua corriente hasta aclarar las
secciones y posteriormente enjuagar con agua destilada.

Tincion citoplasmatica: Se tifio el citoplasma con Fuscina Acida-Escarlata de
Briebrich durante 15 minutos y se enjuagaron con agua destilada.

Mordentado: Se colocd las secciones en solucion de Acido Fosfotlingstico-
Fosfomolibdico durante 15 minutos.

Tincion de colageno: Se colocaron en Azul de Anilina de 10 a 15 minutos, para
colorear las fibras de coldgeno y enjuagaron con agua destilada.

Diferenciacion: Se utilizo &cido acético al 1% durante 3 minutos para diferenciar
la tincién y resaltar los nucleos.

Deshidratacion y montaje:  Finalmente, se deshidrataron las muestras en
volimenes ascendentes alcohol (70%, 80%, 96% I, 96% II, 100% I, 100% I,

Xileno 1, Xileno Il, y se montaron con una gota de resina sintética.

Tincién de PAS

1.

2.

Preparacion de la muestra: Se inicio el proceso de desparafinacion e hidratacion
de las muestras.

Oxidacion: Las secciones se expusieron a una solucion de &cido periddico al 0.5%
por 15 minutos para oxidar los grupos hidroxilo de los carbohidratos presentes en
los tejidos.
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3. Lavado: Se realizaron lavados exhaustivos con agua destilada para eliminar el
exceso de reactivo.

4. Tincion de PAS: Se tifieron los grupos aldehidos formados en la oxidacién previa
con el reactivo de Schiff durante 15 minutos, lo que confiere un color magenta a
las estructuras ricas en carbohidratos.

5. Lavado: Se repitid el procedimiento de lavado con agua corriente

6. Mordentado: Se sumergieron las secciones en una solucion de acido clorhidrico
al 1% para mejorar la adhesion del colorante a los tejidos, posteriormente enjuagar
cona agua destilada.

7. Contraste: Para visualizar mejor los ndcleos, se contrastd la tincion con
Hematoxilina de Harris por 3 minutos, lo que tifie los nicleos de color azul.

8. Lavado: Se enjuagaron las secciones con agua destilada.

9. Deshidratacion y montaje: Se sumergieron las muestras en volUimenes
ascendentes de alcohol (70%, 80%, 96% I, 96% I, 100% I, 100% I, Xileno I,
Xileno II. Finalmente se realiz6 el montaje de la muestra con una gota de resina

sintética.

Inmunohistoquimica

1. Preparacién de la muestra: Se inicio el proceso de desparafinacion e hidratacion de las

muestras.

2. Recuperacidn antigénica: Se hizo inmersion de los cortes en solucién de citrato-EDTA
(pH 7.0, 2 mM EDTA, 10 mM, &cido citrico, 0.05% ) precalentada a 100°C por 30 min.

3. Blogueo: Se hizo un bloqueo de la peroxidasa endégena con perdxido de hidrogeno
(H202) al 2% (H202) por 5 min. Despues se realizaron lavados subsecuentes con PBS
1X.

4. Bloqueo de sitios inespecificos: Se realizé mediante incubacion de la muestra con PBS-

A, posteriormente se realizaron 3 lavados subsecuentes con PBS 1X
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5. Anticuerpo primario: Las muestras se incubaron toda la noche a 4°C con FAP MoAb
(PA5-99458, Thermo Fisher Scientific, Milford, MA, USA), dilucion 1:100. Después se
realizaron 3 lavados subsecuentes con PBS 1X y PBS 1X Tween al 0.05%.

6. Anticuerpo Secundario: Las muestras fueron incubadas con HRP-conjugated
secondary donkey anti-rabbit IgG Ab (BioLegend: 406401; San Diego, CA, USA) en una
dilucion de 1:100 durante 2 h. Después se realizaron 3 lavados subsecuentes con PBS 1X
y PBS 1X Tween al 0.05%.

7. Revelado de la reaccion: Se empled en kit comercial Dako solution. (Dako Liquid
DAB+ Substrate Chro-mogen System: K3468; Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA, USA), aplicado por 60s para visualizar inmunorreacciones. Después se realizaron 3
lavados subsecuentes con PBS 1X, PBS 1X Tween al 0.05%, y después con agua
destilada).

8. Contratincion: Se realizé con Hematoxilina de Harris durante 1 minuto, después se

enjuago la muestra con agua corriente y después con agua destilada.

9. Deshidratacion y montaje: Se deshidrataron las muestras en volimenes ascendentes
alcohol (70%, 80%, 96% I, 96% I1, 100% I, 100% I, Xileno I, Xileno Il. Finalmente se

realizé el montaje de la muestra con una gota de resina sintética.
Evaluacion Histologica

A fin de establecer cambios asociados a cardiotoxicidad en el modelo experimental, en
el grupo control se analizaron las caracteristicas histopatoldgicas mas relevantes de la
microarquitectura cardiaca y posteriormente fueron comparadas con los grupos
experimentados: microarquitectura de miocardio ventricular, cardiomiocitos
ventriculares, expresion de colageno. El estudio se realizd en secciones transversales a
través de un microscopio de campo claro Axiostar (Zeiss Group, Oberkochen, Stuttgart,
Alemania) mediante una cdmara INFINITY X-32 MP (Lumenera Corp., Ottawa, ON,
Canada) en formato TIF. que se configuro con el software INFINITY ANALYZE and
CAPTURE v 6.5.6 (Lumenera Corporation).
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Andlisis histomorfoldgico computarizado

Las imagenes en 400X, fueron capturadas con el software Infinity Capture 6.5.7, con un
mismo balance de blancos (ver figura 6A ). Cada imagen fue cargada en el software
Image Pro-Plus 7.0 (Media Cybernetics Inc.) En la opcidn el aumento de contraste RGB
(Rojo-Verde-Azul), se disefié una plantilla colorimétrica en negativo en se guardd con
los siguientes valores: BRILLO 50, CONTRASTE 63, GAMMA 2: RED; BRILLO 42,
CONTRASTE 90, GAMMA 1.0; GREEN BRILLO 47, CONTRASTE 49, GAMMA 1.4;
BLUE BRILLO 50, CONTRASTE 63, GAMMA 1.7) (ver figura 6B). Dicha plantilla fue
aplicada a cada imagen histoldgica; posteriormente se realiz6 el conteo automatizado de
objetos obscuros, que correspondian a los nucleos (en la barra de herramientas, el area
asignada fue de 3-200 micras cuadradas) (ver figura 6C), posteriormente el conteo total,
fue exportado en hoja de calculo, para su posterior analisis estadistico (media, desviacion

estandar) de manera individual y grupal.

Figura 6. Seleccion y cuantificacion colorimétrica del nimero de ndcleos. La imagen ejemplifica
la identificacion del ndcleo de los cardiomiocitos (flechas, figura A), aplicacion de plantilla
colorimétrica en negativo, seleccionando los filtros de rango de medida (area: 3-200) (flechas, figura
B) y la substraccidn colorimétrica para su cuantificacion (figura C). Fragmentos de fotomicrografia de
H&E (400X).
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V1.5 Limite de tiempo y espacio

La investigacion se realiz6 en el periodo de tiempo de junio de 2024 a septiembre del afio
2024, en las instalaciones del animalario y laboratorio de Neuroendocrinologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de México, ubicada en Av.
Paseo Tollocan, C. Jesus Carranza, Moderna de la Cruz, 50180 Toluca de Lerdo, México.

V1.6 Disefio de analisis

Estudio experimental transversal descriptivo y cuantitativo.
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VIIl. Implicaciones éticas

Este protocolo se realiz6 acorde con los 5 principios basicos que deben gobernar la
experimentacion animal propuestos por Marshall Hall (10) y bajo las pautas prescritas en
la NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio (11).
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VIIl. Resultados

VIl Efecto de la astaxantina y doxorrubicina sobre la histomorfologia del

miocardio.
El tratamiento con doxorrubicina provoco multiples cambios histomorfoldgicos en la tincion
con Hematoxilina & Eosina del tejido miocardico, lo cual podria ser sugestivo de
cardiotoxicidad. De manera cualitativa, se observé alteracion de la microarquitectura tisular
general, con pérdida en la organizacién y en las estriaciones correspondientes a las
sarcomeras, alteracion en la distribucién y bifurcacién de los cardiomiocitos. Asi mismo se
observé disminucion en el namero de los nacleos (ver Figura 9). De manera cuantitativa, se
observé un aumento significativo en el espesor de los cardiomiocitos con respecto al grupo
control, astaxantina y astaxantina-doxorrubicina. Esta medicién de referencia en micras
lineales, fue cuantificada en la parte central de los cardiomiocitos, excluyendo las areas de
bifurcacion celular. Este aumento en el espesor de los cardiomiocitos tratados, podria ser un
indicador de edema celular mas que por un efecto hipertréfico. Estos cambios
histomorfoldgicos fueron menos evidentes en los grupos suplementados con astaxantina (ver
Figura 8 y 10).
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Figura 7. Miocardio de ratén control. La fotomicrografia muestra una la histomorfologia normal del
miocardio en seccidn transversal. Los cardiomiocitos (CM) presentan nicleos centrales (NC), con estriaciones
transversales. A la izquierda se observa la misma imagen en negativo, las lineas trasversales (ML) representan
la medicion del espesor de los cardiomiocitos. Magnificacion 400X, tincion H&E.
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Figura 8. Miocardio ventricular de ratén suplementado con astaxantina. La fotomicrografia de una seccion
transversal muestra las caracteristicas del miocardio: los cardiomiocitos (CM) muestran nucleos centrales (NC).
Las caracteristicas del tejido, fueron similares al grupo control. A la izquierda se observa la misma imagen en
negativo, las lineas trasversales (ML) representan la medicion del espesor de los cardiomiocitos. Magnificacion
400X, tincién H&E.
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Figura 9. Miocardio de raton tratado con doxorrubicina: La imagen histomorfologica de una seccion
transversal del miocardio, con una ubicacién excéntrica (NEx) y una disminucién del nimero de ndcleos en
comparacion con los otros grupos. A la izquierda se observa la misma imagen en negativo, donde se aprecia un
aumento en el espesor de los cardiomiocitos (ML). Magnificacion 400X, tincion H&E.
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Figura 10. Miocardio de ratdn tratado con astaxantina-doxorrubicina. En la imagen histomorfoldgica se
aprecia nucleos centrales (NC), una reduccion en el espesor celular de los cardiomiocitos (CM). comparado con
el grupo doxorrubicina. A la izquierda se observa la misma imagen en negativo, las lineas trasversales (ML)
representan la medicién del espesor de los cardiomiocitos. Magnificacién 400X, tincién H&E.

Anélisis cuantitativo por software.

En el analisis de cuantitativo de los datos, se observa que el uso de doxorrubicina ocasiono
un aumento del espesor celular y el area de los cardiomiocitos, y al mismo tiempo genero
una reduccién en la cantidad de nucleos, lo que sugiere un efecto cardiotdxico causado por
el uso del farmaco.
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Figura 11. Espesor de los cardiomiocitos. La grafica muestra el espesor en micras lineales de los
cardiomiocitos en los grupos de estudio. Los tratamientos con Astx y Astx- Doxo disminuyeron de manera
significativa el espesor de las células respecto al grupo control, mientras que el grupo tratado con doxorrubicina
presento un incremento significativo en su espesor. Anova de una via (Tukey).
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Figura 12. Cantidad de nucleos. La grafica muestra el nimero de ndcleos de los cardiomiocitos en los grupos
de estudio. Los tratamientos con astaxantina tuvieron un aumento poco significativo en comparacion con el
grupo control, los grupos Astx-Dox y Doxo tuvieron una disminucion, siendo el grupo Doxo el que presento
una disminucion significativa. Anova de una via (Tukey).
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Figura 13. Area nuclear. La grafica muestra el area de los nicleos de los cardiomiocitos de los cuatro grupos
de estudio. Los grupos CT y Astx los niicleos presentaron un area “normal”, en comparacion a los grupos Doxo
y Astx-Doxo, en los cuales se observé un aumento significativo del area nuclear.
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V111.2 Efecto de la astaxantina y doxorrubicina sobre la cantidad de colageno

De igual formaen latincion Tricrémica de Masson, el tratamiento con doxorrubicina provocé
cambios histomorfolégicos del tejido miocardico, lo cual podria ser sugestivo de
cardiotoxicidad. De manera cualitativa, se observé una tincién sin uniformidad en el
miocardio del grupo doxorrubicina, indicador de una menor expresion de colageno (ver
Figura 15). En los grupos control y astaxantina, la tincion es uniforme evidenciando una
morfologia normal del miocardio (ver Figura 13 y 14). En el grupo astaxantina-doxorrubicina
se observa una mayor uniformidad en la tincién, lo que podria sugerir la preservacion de los

cardiomiocitos y el comienzo de un proceso de reparacion tisular, se observan también zonas

minimas en color azul, sin embargo, no son significativas (ver Figura 16).

e ; - . . /

Figura 14. Miocardio de grupo control. En la fotografia se observa la histomrfologl'a normal del miocardio,
presenta fibras musculares (FB) con una tincion uniforme de un color rojo brillante, nicleos centrales (NC) y
A la izquierda se observa la misma imagen en negativo. Magnificacién 400X, tincién tricromica de Masson.
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Figura 15. Miocardio de grupo astaxantina. En la fotografia se observa la morfologia tipica del miocardio,
los cardiomiocitos (CM) presentan nucleos centrales (NC), con zonas de menor uniformidad en la marcacion

de fucsina acida en las fibras musculares (A) mas apreciable en la imagen negativa. (Magnificacion 400X,
tincion tricromica de Masson.

Figura 16. Miocardio de grupo doxorrubicina. En la fotomicrografia se observa que los cardiomiocitos (CM)
presentan una tincion de fucsina acida con menor uniformidad (A) respecto a los grupos control y astaxantina.
A la izquierda se observa la misma imagen en negativo, las lineas trasversales representan la medicion del

espesor de los cardiomiocitos. Magnificacion 400X, tincion tricrémica de Masson.
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de tejido con tincién uniforme (A), ligeras zonas sin coloracion (B) de fucsina acida y areas con una tenue
coloracion azul (C). A la izquierda se observa la misma imagen en negativo, las lineas trasversales representan
la medicion del espesor de los cardiomiocitos. Magnificacién 400X, tincién tricromica de Masson.

V111.3 Efecto de la astaxantina y doxorrubicina sobre el almacenamiento de
glucégeno

En la tincién de &cido peryddico de Schiff (PAS9), para marcaje de glucdgeno, el tratamiento
con doxorrubicina provoc6 cambios histomorfoldgicos, que se evidencian con la tincion de
color rojo correspondiente al almacenamiento de glucégeno en los cardiomiocitos. La tincion
de color rojo fue seccionada manualmente en el area total de la imagen. Posteriormente se
hizo una sustraccion del color para excluir nicleos de cardiomiocitos, eritrocitos y otros
componentes de tejido conectivo del miocardio para evidenciar el area total de glucdgeno,
por reaccion de PAS.

De forma cualitativa, los grupos control y astaxantina un Optimo almacenamiento de
glucogeno (ver figuras 17-18). La muestra del grupo tratado con doxorrubicina, muestra una
reduccion significativa en el almacenamiento de glucdgeno, lo cual se relaciona al dafio
celular de la DOXO sobre el metabolismo energético de los cardiomiocitos, lo que deriva en

cardiotoxicidad (ver figura 19).

En el grupo tratado con ASTX- DOX, las zonas me marcaje de colageno fueron mayores en
comparacion con el grupo de DOXO, lo que evidencia un efecto cardioprotector de la
astaxantina sobre el tejido cardiaco (ver figura 20).
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Figura 18. Miocardio de grupo control. La fotomicrografia muestra el tejido miocardico en una seccion
transversal, que presenta un color rojo-rosa intenso de forma uniforme (A). Magnificacion 400X, tincion PAS.

Figura 19. Miocardio del grupo astaxantina. En la fotomicrografia se aprecia zonas de menor marcaje de
glucdgeno, que se evidencian de mejor manera la imagen en negativo (B). Magnificacion 400X, tincién PAS.
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Figura 20. Miocardio de grupo doxorrubicina. La imagen muestra una reduccion en el almacenamiento de
glucégeno de los cardiomiocitos (B), significativamente mayores en relacion a los grupos control y astaxantina.
Magnificacidon 400X, tincién PAS.

Figura 21. Miocardio del grupo astaxantina-doxorrubicina. En la fotomicrografia se observa se observa un
mayor ndmero de cardiomiocitos con marcaje de almacenamiento de glucdgeno (A), en comparacion al grupo
tratado con doxorrubicina. Magnificacién 400X, tincién PAS.
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V111.4 Efecto de la doxorrubicinay la astaxantina sobre produccién de FAP

El tratamiento con doxorrubicina provocd multiples cambios en la inmunohistoquimica del
tejido miocardico, lo cual podria ser sugestivo de cardiotoxicidad. De manera cualitativa, se
observé una captacion general de FAP en la microarquitectura tisular general, en los
diferentes grupos de trabajo. Con un aumento en la colorimetria en el tejido miocardico del
grupo con doxorrubicina, respecto a los grupos astaxantina-doxorrubicina (ver Figura 23).
Este aumento en la expresion de FAP podria ser un indicador de una respuesta inmunologica
por parte de los fibroblastos, derivado de la agresion causada por el tratamiento de
doxorrubicina. En los grupos control y astaxantina, la expresion de FAP puede sugerir una
respuesta al estrés causado por la manipulacion de los animales (ver Figura 21, 22).

Figura 22. Miocardio de grupo control. La fotomicrografia muestra una seccion transversal del miocardio
con zonas de expresion de FAP, sefialadas por la flecha (FAP). Magnificacion 400X, inmunohistoquimica
99mTc FAP.
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Figura 23. Miocardio de grupo astaxantina. En la fotomicrografia se observa un aumento en la expresion de
FAP en casi todas las células, sefialadas por la flecha (FAP), posiblemente como el resultado del estrés causado
por la manipulacién de los animales. Magnificacion 400X, inmunohistoquimica 99mTc FAP.

Figura 24. Miocardio de grupo doxorrubicina. La fotomicrografia muestra una expresion generalizada con
un aumento de la colorimetria, sefialadas por la flecha (FAP), lo que sugiere un aumento de la expresion por el
tratamiento de doxorrubicina. Magnificacion 400X, inmunohistoquimica 99mTc FAP.
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Figura 25. Miocardio de grupo astaxantina-doxorrubicina. La fotomicrografia revela una expresion difusa
de FAP en la mayoria de las células del tejido cardiaco, sefializado por la flecha (FAP), con excepcion de ciertas
zonas. Magnificacion 400X, inmunohistoquimica 99mTc FAP.
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IX. Discusién

De acuerdo con el analisis de los resultados, proporcionan evidencia solida que respalda la
hipdtesis del efecto cardioprotector de la astaxantina sobre la cardiotoxicidad inducida por
doxorrubicina. Si bien los efectos toxicol6gicos agudos o crénicos pueden causar falla
cardiaca congestiva, predominantemente durante los efectos acumulados, en las
fotomicrografias de este estudio se apreciaron cambios minimos. Sin embargo, estos cambios
si fueron evidentes en el andlisis histomorfologicos mediante software, lo cual podrian
relacionarse con alteraciones presentes, pero no visibles en una apreciacion cualitativa. A su
vez el andlisis retrospectivo de muestras posmortem de pacientes tratados con doxorrubicina
podria comprobar esta hipotesis. Esto indica que las herramientas digitales serian de gran
utilidad para demostrar cambios histopatologicos ocultos. Las perdida de nucleos con
aumento del area en micras cuadradas, el aumento en el espesor de los cardiomiocitos,
disminucion en los patrones colorimétricos citoplasmaticos, podrian ser cambios tempranos
asociados a la cardiotoxicidad por doxorrubicina. Aunque no existe un estudio detallado
mediante herramientas digitales, multiples estudios incluyen gran cantidad de mecanismos
toxicoldgicos de la doxorrubicina, como son aumento del dafio oxidativo, inflamacion,
alteracion de los canales y los niveles de calcio y disfuncion mitocondrial, lo que conduce a
apoptosis de cardiomiocitos y células endoteliales (51, 52, 53, 54). Otro aspecto importante,
es que la toxicidad inducida por doxorrubicina también se relaciona con los procesos de
senescencia miocardica precoz (55-59), lo cual podria sugerir alteraciones miocardicas

tardias.

Cabe mencionar que el riesgo de falla cardiaca inducida por doxorrubicina no solamente se
limita a cambios morfoldgicos, también existen mdltiples alteraciones fisioldgicas del
automatismo cardiaco lo que resulta en disminucion del vaciamiento ventricular y disfuncion

diastdlica y fibrilacion atrial (60-71

En otra instancia, cabe resaltar que la falla cardiaca, también provoca cambios
hemodindmicos, como es el decremento del 10% la fraccidn de eyeccion ventricular en 53%
de los pacientes (72, 73).
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A nivel molecular, también existen muchos estudios que revelan el desarrollo de dafio al
ADN causada por doxorrubicina (74-76). En cuanto a los cambios, se describen cambios
como hipertrofia cardiaca (78-80), lo que se ha asociado con acumulacion de productos de
desecho (Aumento de la actividad de B-galactosidasa mediante tincion de lipofuscina)(81).
Asi mismo, se sugiere que existe un aumento de la fibrosis mediado por un incremento en la
expresion de fibras de colageno, en donde los fibroblastos incrementan la expresion de
metaloproteasas de matriz (MMP) e inhibidores tisulares de MMP (TIMP)(82-84)

En un estudio en ratas, se encontrd que la administracion de 2 mg/Kg/peso de doxorrubicina
por via intraperitoneal una vez por semana por 4 semanas, provocd microarquitectura en las
fibras musculares cardiacas, lo cual se relaciona con los hallazgos de este estudio (85). En
este estudio, las alteraciones histomorfolédgicas sobre la organizaciéon de las miofibrillas,
fueron evidenciadas mediante microscopia electronica de barrido. Aunque la microscopia
de luz dptica presenta ciertas limitantes, estas pueden ser subsanadas médiate el andlisis por

software.

Los cambios histomorfologico observados en el miocardio de los animales tratados con
DOXO: pérdida de organizacion sarcomérica, alteracion de la distribucién de los
cardiomiocitos y el aumento del espesor celular, son consistentes con el desarrollo de
cardiomiopatia. La escasa tincion con azul de anilina en las muestras tefiidas con Tricrémica
de Masson, indica una baja presencia de fibrosis, sin embargo, la tincion heterogénea del
miocardio en los grupos tratados con Doxo y Astx-Doxo sugieren que el régimen de
tratamiento con doxorrubicina fue suficiente para inducir las primeras etapas de
cardiotoxicidad, por lo tanto, se propone dejar que el grupo de experimentacion sobreviva
mas tiempo, aumentar el tiempo de tratamiento; o cesar el tratamiento y hacer una evaluacién
maés prolongada después del periodo de inoculacién del farmaco, para favorecer el desarrollo

de dafio tardio.

Los grupos con astaxantina mostraron una atenuacion significativa del dafio miocardico,
evidenciado por una reduccion del espesor de los cardiomiocitos, un aumento del nimero de
nucleos y una disminucion del area nuclear. Estos resultados indican que la astaxantina

mitiga los efectos adversos de la doxorrubicina sobre los cardiomiocitos.
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El aumento de la expresion de FAP (proteina de activacion de los fibroblastos) observado en
los grupos tratados con doxorrubicina es indicativo de una respuesta de reparacion tisular
exacerbada, comunmente asociada a lesiones tisulares. La expresién de FAP en los grupos
control y astaxantina plantea la hipétesis de que la proteina de activacion de fibroblastos se
encuentre de forma constitutiva en los cardiomiocitos, ain no hay estudios que respalde esta
hipdtesis, sin embargo, se propone hacer estudios que puedan dar luz a este planteamiento.
No obstante, la coadministracion de astaxantina parecio atenuar esta respuesta, sugiriendo

que puede modular los procesos inflamatorios y fibréticos asociados con la cardiotoxicidad.

La disminucién del almacenamiento de glucdgeno en el grupo tratado con doxorrubicina es
consistente con las alteraciones metabdlicas conocidas inducidas por el farmaco. La
doxorrubicina puede afectar la funcion mitocondrial y alterar el metabolismo energético
celular, lo que conduce a una disminucién de la produccion de ATP y el agotamiento del
glucégeno. La preservacion de las reservas de glucdgeno en los grupos tratados con

astaxantina sugiere que la astaxantina puede proteger contra estas alteraciones metabolicas.
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Conclusiones.

Con este trabajo se concluye que la suplementacion con astaxantina ejerce efectos favorables
en la preservacion de la morfologia celular del miocardio ante los efectos perjudiciales del
uso de doxorrubicina. Produce una mejor respuesta en el proceso de reparacion tisular y tiene
efectos significativamente favorables en la preservacion de los cardiomiocitos, evidenciado
por el almacenamiento de glucégeno y una menor captacion de FAP en el tejido de los

modelos suplementados.

Aunqgue no se observaron cambios sugestivos de fibrosis, al analisis cuantitativo por software
permitio evidenciar cambios histomorfoldgicos que podrian indicar mecanismos tempranos
de dafio y reparacion ante la toxicidad por doxorrubicina. En contraparte, en el grupo tratado
con astaxantina y doxorrubicina estos cambios fueron menores. Esto sugiere que la
astaxantina disminuye los efectos cardiotoxicos de la doxorrubicina. Se requieren estudios
adicionales a fin de evaluar si los tratamientos aplicados evolucionan a cambios tardios que
indiquen mayor dafio y reparacion del miocardio, o en su defecto, evaluar otros esquemas de

doxorrubicina a mayor dosis y tiempo de tratamiento.

Recomendaciones

Si bien este estudio proporciona informacion valiosa sobre los efectos cardioprotectores de
la astaxantina, se recomienda para estudios futuros ampliar el tamafio del nimero de muestra
para tener resultados mas representativos y posteriormente realizar ensayos pre clinicos en
modelos con cancer tratados con doxorrubicina. Asi como aumentar el tiempo de
administracion del farmaco o dejar un mayor lapso de tiempo entre la Gltima dosis de DOXO

y la evaluacion histoldgica, para permitir el desarrollo de cardiotoxicidad tardia.

Por Gltimo, se sugiere realizar mas estudios para comprender de mejor manera la produccion
constitutiva de FAP, para elucidar los mecanismos moleculares precisos de los efectos

cardioprotectores de la astaxantina.
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