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Resumen

Introduccion: El cancer de mama ocupa el primer lugar en mortalidad por neoplasias en la
mujer en México. La quimioterapia neoadyuvante ha reportado una eficacia de alrededor 70%;
sin embargo, aquellas pacientes que no responden adecuadamente deben someterse a métodos
coadyuvantes que afectan su calidad de vida. El dxido nitrico, brevemente, en concentraciones
altas es capaz de tener efectos citotoxicos y tumoricidas, favoreciendo una respuesta ade-
cuada al tratamiento antineoplasico. La L-arginina es precursor del dxido nitrico, por lo que la
suplementacion puede influir en la sintesis y, por tanto, en su concentracion.

Objetivos: Evaluar la eficacia de la suplementacion de L-arginina sobre la respuesta al trata-
miento con quimioterapia neoadyuvante.

Materiales y métodos: Ensayo clinico de asignacion aleatoria que administré un suplemento de
30g de L-arginina en cada ciclo de quimioterapia neoadyuvante. Se determiné la concentracion
de nitritos antes y después de ingerir el suplemento, asi como el tamafo tumoral antes de
iniciar el tratamiento y una vez concluido el mismo. Se realiz6 una prueba chi-cuadrado para
evaluar la asociacion entre la suplementacion y una respuesta adecuada al tratamiento; los
nitritos plasmaticos fueron evaluados mediante pruebas t-student.

Resultados: Se evaluaron 45 pacientes. Veintiuno tuvieron una respuesta adecuada al tra-
tamiento oncolodgico; sin embargo, no se encontré una asociacion significativa entre la
suplementacion y dicha respuesta. La concentracion de nitritos plasmaticos aumento de manera
significativa (p <0,05) en el grupo que recibio el suplemento con L-arginina.

Conclusiones: La suplementacion con L-arginina modula la sintesis de dxido nitrico y aumenta
la concentracion plasmatica de nitritos. Sin embargo, esta suplementacion no tiene asociacion
significativa con una respuesta adecuada al tratamiento neoadyuvante; de hecho, esta respuesta
es menor que aquella reportada en la literatura, probablemente debido a que el tratamiento
no es el adecuado para las caracteristicas especificas del tumor.
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Efficacy of L-arginine supplementation on response to neoadjuvant chemotherapy in
patients with breast cancer

Abstract

Background: Breast cancer is the first cause of mortality from malignant neoplasms among
women in Mexico. Neoadjuvant chemotherapy has a reported efficacy of approximately 70%;
however, patients with inadequate response must undergo additional coadjuvant methods that
negatively affect their quality of life. High concentrations of nitric oxide have shown cytotoxic
and tumoricidal effects, thus favoring an adequate response to antineoplastic treatment. L-
arginine is a nitric oxide precursor and therefore supplementation with this substance can
augment nitric oxide synthesis and consequently its plasma concentration.

Objectives: To evaluate the efficacy of L-arginine supplementation in response to neoadjuvant
chemotherapeutic treatment.

Materials and methods: We conducted a randomized clinical trial in which 30g of L-arginine
was administered in each neoadjuvant chemotherapy cycle. Plasma nitrite concentrations were
determined before and after supplementation, as well as tumoral size before the start of anti-
neoplastic treatment and after its completion. A chi-square test was performed to evaluate the
association between the supplementation and adequate treatment response; plasma nitrites
were evaluated by performing Student’s T-tests.

Results: Forty-five patients were assessed, of whom 21 had an adequate response to antineo-
plastic treatment. No statistically significant association was found between supplementation
and adequate response. Nitrite concentrations in plasma were significantly increased (p <0.05)
in patients receiving the supplement than in those who receiving placebo.

Conclusions: L-arginine supplementation can modulate nitric oxide synthesis and thus elevate
plasma nitrite concentrations. However, this supplementation is not associated with an ade-
quate response to neoadjuvant treatment; indeed, in this study, treatment response was lower
than that reported in the literature, probably because the antineoplastic therapy was not

tailored to specific tumoral characteristics.
© 2010 Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El cancer de mama se refiere a las neoplasias malignas que
se originan a partir del tejido mamario. Esta patologia ocupa
el primer lugar como causa de morbimortalidad por cancer
en la mujer, tanto en México como en el &mbito mundial®-2.
Alrededor del 80% de las pacientes que se diagnostican se
encuentran ya en una etapa avanzada clasificada como local-
mente avanzada'?; para estas pacientes, el tratamiento
antineoplasico inicial consiste en la administracion de qui-
mioterapia neoadyuvante, la cual tiene como objetivo la
reduccion del tamano tumoral y el ataque temprano a las
posibles micrometastasis*°.

Tanto a nivel mundial como nacional, se ha reportado
que la quimioterapia neoadyuvante logra una respuesta par-
cial o completa en alrededor del 70% de las pacientes’#; sin
embargo, aquellas que no tienen una respuesta adecuada se
ven obligadas a prolongar el tratamiento con ciclos adicio-
nales de quimioterapia o radiaciones, lo cual puede resultar
en diversos efectos secundarios, deteriorando su calidad
de vida*®. Dicha falta de respuesta al tratamiento oncold-
gico ha abierto nuevas posibilidades terapéuticas y areas de
investigacion, entre ellas, la farmaconutricion.

Esta linea ha propuesto que ciertos nutrimentos poseen
propiedades farmacologicas capaces de modificar diversas
condiciones mediante diferentes mecanismos moleculares.
Dentro de las sustancias consideradas farmaconutrimentos
se encuentra la L-arginina’"'%; ésta participa, entre otras
rutas, como precursor del oxido nitrico (NO) al ser meta-

bolizada por una familia de isoenzimas llamadas sintasas
de oOxido nitrico (NOS). El mecanismo general de las tres
isoformas de la NOS consiste en la hidroxilacion de un
nitrégeno terminal de L-arginina, formando un interme-
diario NOHA. Este sustrato es posteriormente oxidado por
la misma enzima para dar lugar a la formacion de NO y
L-citrulina'2,

La participacion del NO en la biologia neoplasica es
extremadamente compleja pero, en general, el NO en con-
centraciones altas es capaz de tener efectos citotdxicos y
tumoricidas'>'®. A pesar de que las vias de sefalizacion por
las cuales se obtienen efectos antitumorales aln no se cono-
cen del todo, se han descrito ciertos mecanismos en los que
participa el NO, por ejemplo: secuestrando hierro a nivel
mitocondrial'’, inhibiendo la ribonucleétido reductasa'®"?
e inhibiendo la agregacion plaquetaria?®23, entre otros.

Los mecanismos anteriormente expuestos permiten con-
siderar al NO como un potencial mediador del desarrollo
y la progresion tumoral, asi como modificar la eficacia del
tratamiento antineoplasico. De manera que la ventana de
oportunidad terapéutica propuesta en este trabajo, consis-
tio en el incrementar la concentracion plasmatica de NO.
Esto puede favorecerse mediante el aumento en la sintesis
de NO, via que tiene como sustrato precursor a la L-arginina.

Por tanto, el objetivo de este trabajo consistié en evaluar
el efecto de la suplementacion con L-arginina via oral sobre
la respuesta al tratamiento antineoplasico con quimiotera-
pia neoadyuvante (régimen FAC) en pacientes con cancer de
mama.
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Materiales y métodos

Se llevo a cabo un ensayo clinico de asignacion aleato-
ria, ciego, longitudinal y prospectivo con controles pasivos
(grupo placebo), reclutando mediante un muestreo de casos
consecutivos. Los criterios de inclusion fueron: pacientes
de sexo femenino que fueron atendidas en la Unidad de
Tumores Mamarios del Servicio de Oncologia del Hospital
General de México y tuvieron un diagnéstico de cancer de
mama localmente avanzado; tratamiento con quimioterapia
neoadyuvante (régimen con 5-fluorurouracilo, adriamicina
y ciclofosfamida) y firma del consentimiento informado. No
se incluyeron pacientes con cancer bilateral ni aquéllas que
hubiesen recibido tratamiento oncoldgico previamente. Se
excluyeron muestras sanguineas con hemdlisis o insuficien-
tes para el analisis y se eliminaron aquéllas pacientes que
no permitieron la toma de muestras subsecuentes o que
se negaron a consumir el suplemento una vez iniciado el
tratamiento.

Las pacientes que ingresaron al protocolo de estudio
fueron asignadas aleatoriamente al tratamiento (suple-
mento/placebo). La suplementacion consistio en 30g de
L-arginina via oral (cantidad determinada con base en estu-
dios previos)**?> que fue administrada el mismo dia de
aplicacion de cada uno de los cuatro ciclos de quimiote-
rapia (1 aplicacion cada 21 dias). A todas las pacientes se
les extrajo una muestra inicial (antes de recibir cualquier
tratamiento) de sangre de 10ml en tubos heparinizados,
basandose en la técnica de extraccidn sanguinea?. Se
extrajo el plasma de dichas muestras y se utilizd para
determinar la concentracion basal de nitritos plasmaticos
mediante la reaccion de Griess?’. Posteriormente, se reali-
zaron las mismas técnicas en las muestras obtenidas tras la
administracion del suplemento/placebo: esta se recolectd
después de la ingestion del suplemento y antes de la aplica-
cién de la quimioterapia. Este procedimiento se realiz6 una
sola vez, puesto que se asumen los mismos cambios agudos
al administrarse el mismo tratamiento en cada ciclo.

La respuesta al tratamiento antineoplasico fue eva-
luada clinicamente por el personal médico a cargo de cada
paciente mediante la medicion del tamaio tumoral en cada
consulta, se calculd la proporcion de reduccion de la neo-
plasia al comparar el tamano inicial contra el final.

Las concentraciones plasmaticas de nitritos fueron anali-
zadas mediante pruebas t-student (para datos pareados y
para muestras independientes) a fin de evaluar los cam-
bios a lo largo del tratamiento, asi como comparar al
grupo suplementado con L-arginina contra el grupo con-
trol, respectivamente. El tipo de respuesta al tratamiento

100%
80% 30
24 10
60% 19
40% 70
20% 21 11 10
0%
Literatura General Placebo Suplemento
Respuesta adecuada Sin respuesta adecuada
Figura1 Frecuencias de respuesta al tratamiento antineopla-

sico.

antineoplasico (completa: ausencia clinica de tumoracion;
parcial: reduccion >50% del tamaiio tumoral; minima o nula:
reduccion menor al 50% del tamafio del tumor) se evaluo
mediante el conteo de frecuencias a fin de obtener la pro-
porcion de pacientes para cada uno de ellos. Finalmente, se
analizd la posible asociacion en la respuesta al tratamiento
antineoplasico y la suplementacién mediante una prueba x>
(chi-cuadrada).

Resultados

Se evaluaron 45 pacientes del sexo femenino, las cuales
fueron asignadas al tratamiento de acuerdo a una tabla
de nUmeros aleatorios, obteniéndose al final la siguiente
distribucion: 20 (44,44%) recibieron como tratamiento un
placebo y 25 (55,56%) recibieron el suplemento con L-
arginina. Las pacientes tuvieron una media de edad de 48,31
anos (DE=8,54), donde el minimo fue de 31 y el maximo de
67 anos. De acuerdo a la extension de la neoplasia, la tota-
lidad del cancer fue clasificado como localmente avanzado,
es decir, en estadio clinico IIl.

La respuesta a la quimioterapia neoadyuvante se analizd
como una variable cualitativa, integrando asi dos grupos:
pacientes con respuesta parcial/completa (cuando la reduc-
cion en el tamafo tumoral fue mayor al 50%) y pacientes con
respuesta minima/nula (si dicha reduccion fue menor).

Como se muestra en la figura 1, en general (sin importar
si recibieron suplemento/placebo), 21 pacientes (46,66%)
tuvieron una respuesta adecuada al tratamiento neoad-
yuvante; de manera complementaria, las 24 (53,33%),
pacientes restantes no presentaron respuesta. Estos resulta-
dos no corresponden a lo reportado en la literatura nacional
e internacional, donde se asevera que aproximadamente el
70% de las pacientes que se someten a la quimioterapia
neoadyuvante existe una respuesta adecuada. Al dividir la
muestra por grupos se obtuvieron los siguientes resultados:
11/20 (55%) de las pacientes que recibieron placeboy 10/25
(41,66%) del grupo suplemento tuvieron una respuesta ade-
cuada; dichos resultados son similares a los encontrados en
la muestra total. La prueba x? para determinar si existia una
asociacion significativa entre una respuesta adecuada al tra-
tamiento antineoplasico y la suplementacion con L-arginina
no fue significativa (p=0,316).

En segunda instancia (fig. 2), se realizaron las mismas
pruebas nicamente con las pacientes que presentaron una
respuesta adecuada: se clasificd como respuesta completa a
aquellas pacientes con ausencia clinica de tumoracion des-
pués de someterse al tratamiento antineoplasico; por su
parte, aquellas pacientes con una reduccion mayor al 50% en
el tamaio tumoral pero aln con evidencia clinica del mismo
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Figura 2  Frecuencias por respuesta adecuada.
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Tabla 1 Concentraciones plasmaticas de nitritos pre y posuplementacion
n Concentracion Concentracion plasmatica p
plasmatica de nitritos de nitritos después de
basal (wm) =+ DE tratamiento (wm) + DE
Grupo suplemento 25 7,76 + 6,16 14,03+ 16,30 0,027
Grupo placebo 20 9,32 +8,65 12,48 +12,99 0,154
Tabla 2 Analisis de muestras independientes
Placebo Suplemento p
Concentracion plasmatica de nitritos basal (wm) & DE 9,324 8,65 8,09 6,29 0,598
Concentracion plasmatica de nitritos después de tratamiento (um) =+ DE 12,5+ 11,7 14,0+16,3 0,720

fueron clasificadas como respuesta parcial. De esta manera,
puede observarse que 8 (38,09%) del total de pacientes par-
ticipantes tuvieron una respuesta completa y, de manera
complementaria, 13 (61,90%) tuvieron una respuesta par-
cial. Al dividirlos por grupos: 3/11 (27,27%) de los placebos
tuvieron respuesta completa y 5/10 (50%) de los suplemen-
tos tuvieron una respuesta completa. Se realizé una prueba
exacta de Fisher que resulté no asociar de manera estadis-
ticamente significativa (p=0,386) la suplementacion y una
respuesta superior.

Con el objetivo de analizar el efecto de la suple-
mentacion con L-arginina en plasma, se determiné la
concentracion basal de nitritos para ser comparada contra
la concentracion obtenida después de que la paciente tomo
el suplemento o placebo, mediante una prueba t con una
confiabilidad del 95% para una sola cola. Este analisis se
realizo para cada grupo (suplemento y placebo, contra si
mismos: antes y después). Los resultados se presentan en la
tabla 1. Como puede observarse, para el grupo que tomo el
suplemento con L-arginina, se encontré una diferencia esta-
disticamente significativa; por el contrario, para el grupo
que recibio el placebo (se elevan de manera significativa en
ambos grupos); por el contrario, para el grupo que recibid
el placebo, no existe una diferencia significativa a pesar de
que hubo un aumento en la media.

Finalmente, se llevaron a cabo pruebas t para muestras
independientes -con una confianza del 95%- para determi-
nar el efecto de la suplementacion de L-arginina sobre la
concentracion plasmatica de: el grupo suplementado debid
elevar en mayor medida su concentracion de nitritos. Los
resultados se muestran en la tabla 2. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos antes de tomar el
suplemento/placebo, lo cual es esperado ya que la muestra
es aleatoria. Tampoco existen diferencias entre grupos des-
pués de tomar el suplemento/placebo; se esperaria que si
existieran pues la L-arginina deberia elevar mas la actividad
de NOS y, como consecuencia, los nitritos.

Discusion

Como ya se menciond, para el cancer de mama local-
mente avanzado se indica un tratamiento con quimioterapia
neoadyuvante?®3°  para el cual la literatura menciona un
porcentaje de respuesta completa del 10-30% y parcial de

50-60%, sumando una respuesta adecuada en general de
entre 60-80%3"32. Sin embargo, en el presente estudio se
encontrd un porcentaje de respuesta mucho menor (46%).
Con el objetivo de explicar estas diferencias, es posible
sefnalar diversos aspectos:

El cancer de mama tiene un comportamiento diferente
de acuerdo a las caracteristicas de cada paciente??; por lo
que antes de iniciar cualquier tratamiento se debe realizar
una biopsia con el objetivo de confirmar el diagnéstico de
cancer invasivo, asi como obtener marcadores predictivos
de la respuesta: el subtipo histoldgico, el grado de dife-
renciacion y la presencia de receptores hormonales, entre
otros**. Es por lo anterior que no existe un consenso que
establezca cual es el régimen neoadyuvante mas eficaz. Sin
embargo, en México -desde el afio 2007- el Fondo de Pro-
teccion Contra Gastos Catastroficos aprobé la cobertura del
tratamiento de las pacientes con cancer de mama a tra-
vés del Seguro Popular, para lo cual se ‘‘estandarizaron’’
los criterios de atencion para la neoplasia mamaria: dentro
de este protocolo se establecio un esquema de quimiote-
rapia especifico (4 ciclos de 5-fluoruroacilo, adriamicina y
ciclofosfamida)®>. Sin embargo, a pesar de que la paciente
se ve beneficiada en el aspecto econdémico, este régimen
quimioterapéutico puede no ser el mejor para su caso par-
ticular. Debido a que se administra el mismo régimen a todo
cancer de mama localmente avanzado y no un tratamiento
individualizado y adecuado a la paciente y al tumor, la pro-
porcion de pacientes con una respuesta adecuada (parcial
o completa) disminuye. Esto se evidencia puesto el régi-
men FAC ha mostrado tener tasas de respuesta similares
a las reportadas en la literatura internacional cuando es
aplicado a la poblacion adecuada, es decir, cuando hay un
tratamiento individualizado a la paciente®37,

Sin embargo, existen ocasiones en las que a pesar de
que se estadifique clinicamente a la paciente, se deter-
mine el grado y los receptores de la neoplasia y -con ello-
se administre el tratamiento adecuado, el tumor puede
no responder al tratamiento administrado; este fenémeno
se conoce como resistencia®. El término ‘‘resistencia’’ se
refiere a la capacidad de las células cancerosas de escapar
de los mecanismos citotoxicos infringidos por los farmacos
del tratamiento oncoldgico. El NO ha sido estudiado como
un agente terapéutico novedoso capaz de modular la resis-
tencia del tumor, por ejemplo, al disminuir la hipoxia que
comunmente induce resistencia de las células cancerosas.
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En un estudio en el que se que utilizé una linea celular
de carcinoma mamario humano pre-expuesta a oxigeno,
se aplicaron inhibidores de la NOS, seguidos de farma-
cos quimioterapéuticos y se encontré que dicha inhibicion
enzimatica favorecid la quimiorresistencia®®>. De manera
complementaria, en otro estudio se administro L-arginina a
una linea de células humanas de cancer de mama previo al
tratamiento con doxorrubicina; dicho estudio encontré una
diferencia significativa en la sobrevida celular en el grupo
con L-arginina4', Otros estudios similares han encontrado
una mejoria en la eficacia de la accion de otros agentes
como las antraciclinas y los compuestos de platino*?. Estas
aseveraciones se resumen en un efecto neto: el aumento en
la concentracion de 6xido nitrico mejora la respuesta a la
quimioterapia.

A pesar de que este Ultimo aspecto se logrd (al encon-
trarse un incremento significativo en la concentracion de
nitritos en el grupo suplementado con L-arginina), es posible
que no se hayan encontrado los efectos citotoxicos men-
cionados en parrafos anteriores (puesto que no incrementé
la proporcion de pacientes con respuesta adecuada, ni el
suplemento se correlacioné a ella) ya que es probable que
el NO no llegara a la neoplasia. El NO tiene una vida media
extremadamente corta, por lo que su sintesis debe de pro-
moverse en el tumor, por las propias células cancerosas, ya
que éstas han mostrado tener una sobreexpresion de iNOS*3.

Finalmente, es importante mencionar que el suplemento
utilizado en este estudio resultd dificil de consumir para
las pacientes, puesto que la L-arginina es extremadamente
amarga. En estudios previos que manejan dosis menores
(10g) con un mayor nimero de suplementaciones (3 dias)
se ha reportado una falta de apego al tratamiento con
L-arginina*, por lo que en este estudio se decidi6 una
suplementacion ‘‘aguda’’: misma dosis pero con una Unica
ingestion. A pesar de que el apego fue total (ya que se
supervisaba cuando la paciente ingeria el suplemento), las
pacientes se mostraban no muy dispuestas a las tomas de
suplemento debido al sabor. De manera adicional, las dosis
menores no resultan suficientes para aumentar de manera
significativa la sintesis de dxido nitrico y, con ello, no se sin-
tetiza suficiente intermediario inhibidor de la via de la urea
y poliaminas; este efecto favoreceria el proceso carcinogé-
nico.
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