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Resumo

Introdugdo: O uso de inibidores de aromatase para o tratamento de longo
prazo de pacientes com cancer de mama com receptores hormonais positivos tem
sido considerado uma boa maneira de controlar a doenga em termos de recorréncia e
metastases. Infelizmente, no entanto, os inibidores de aromatase podem reduzir
drasticamente a massa Ossea mineral. Devido a este fato, hoje em dia tem sido
considerado de extrema importancia a realizacdo de exames complementares para a
avaliacdo do status 6sseo como marcadores do metabolismo dsseo e densitometrias
Osseas. A vitamina D € de especial interesse em termos de cancer, uma vez que
poderia ser bom preditor do desenvolvimento ndo s6 da osteoporose, mas também
de eventual recorréncia tumoral.

Material e Métodos: A fim de verificar a relacdo entre a densidade mineral
ossea (DMO) e valores de vitamina D foram avaliados niveis de vitamina D e célcio
no sangue, além de densitometrias Osseas e calcidria de 24 horas de 147 pacientes
com diagnéstico de cancer de mama - 80 pacientes em uso de inibidores da
aromatase e 67 pacientes em uso de tamoxifeno (grupo controle). As pacientes
foram estratificadas por tempo de utilizacdo da medicagdo: <1 ano, 1-2 anos, 2-3
anos, 3-4 anos e 4-5 anos. Vinte e um pacientes com baixa densidade mineral 6ssea
e os valores baixos de vitamina D sérica foram tratadas com suplementagdo oral de
800 Ul/dia de vitamina D durante 1 ano. Os valores de DMO, antes e depois do
tratamento, foram comparados.

Resultados: Os usudrios de inibidores de aromatase apresentaram menor
densidade mineral 6ssea (p = 0,0162 valor), bem como niveis mais baixos de
vitamina D (p = 0,0001) em comparagdo ao grupo controle. Os grupos apresentaram
valores de correlacdo distintos para as varidveis vitamina D e BMD. Como
esperado, o grupo controle apresentou uma correlacdo positiva (r = 0,633 com p-
valor = 0,000). O grupo de utilizadores inibidores de aromatase apresentou um
coeficiente de correlagdo baixa (r = 0,287, com valor de p = 0,01), o qual foi
explicado por uma maior diminui¢do dos valores de vitamina D no tempo quando
comparado a diminui¢do na densidade mineral dssea. Finalmente, notamos uma
diferenca significativa entre valores de DMO antes e depois de um ano de
tratamento com vitamina D.

Conclusdo: Os resultados permitem sugerir que mulheres em tratamento com
inibidores de aromatase que t€ém baixos niveis de vitamina D devem receber
suplementos de vitamina D ainda que apresentem ou ndo osteoporose e/ou
osteopenia.



Abstract

Introduction: The use of aromatase inhibitors for long term treatment of patients
with positive hormonal receptors breast cancer has been considered a good way to control
the disease in terms of recurrence and local/ distant metastasis. Unfortunately however,
aromatase inhibitors can reduce severely the mineral bone mass. Because of this fact,
nowadays it has been considered of utmost importance to perform bone densitometries and
collect samples of blood bone quality markers in the follow up of these patients. Vitamin D
is of special interest in terms of cancer, since it could be good predictor of the development
not only of osteoporosis but also of bone metastasis and tumoral recurrence in the breast.

Material and Methods: We compared levels of blood vitamin D and bone mineral
density of 80 patients using aromatase inhibitors and 67 patients using tamoxifen (control
group) in order to verify the relation between both variables. Patients were stratified by
time of medication use: <1 year, 1-2 years, 2-3 years, 3-4 years and 4-5 years. Twenty-one
patients with low BMD and similarly low values of blood vitamin D were treated with oral
vitamin D supplementation 800 IU per day dose for 1 year. Values of BMD before and
after treatment were compared.

Results: Aromatase inhibitors users have smaller BMD (p value = 0.0162) as well as
lower levels of vitamin D (p value = 0.0001) in comparison to the control group. Groups
presented distinct correlation values for the variables vitamin D and BMD. As expected, the
control group showed a significant correlation (r = 0.633 with p-value = 0.000). The group
of aromatase inhibitors users presented a low correlation coefficient (r = 0.287 with p-value
=0.01), which was explained by a greater decrease in the values of vitamin D in time when
compared to the decrease in BMD. Finally we notice a significant difference between BMD
values before and after one-year treatment with vitamin D.

Conclusion: We suggest that women in treatment with aromatase inhibitors who
have low vitamin D levels receive dietary supplements of it, whether or not they have
osteopenia or osteoporosis. Despite the fact that there is no protocol for breast cancer
prevention with dietary supplements of vitamin D, we also suggest that women with high
risk for breast cancer should undergo blood measurements of vitamin D and receive
supplements if blood samples show low levels of it.



Lista de Abreviacoes:

DEXA/DXA — Densitometria 6ssea

DMO — Densidade Mineral Ossea

ER — Estrogen Receptor - Receptor de Estrogénio

FDA — Food and Drug Administration

FSH — Follicle Stimulating Hormone - Hormonio Estimulador de Foliculos
GnRH —Gonadotropin Releasing Hormone -Hormonio Liberador de Gonadotrofinas
IL — Interleucina

LH — Luteinizing Hormone - Hormonio Luteinizante

OMS — Organiza¢dao Mundial da Satde

OPG - Osteoprotegerina

PTH — Paratormonio

RANK — Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B

RANKL — Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B
SERM — Modulador do Receptor de Estrogénio Especifico

TNF — Tumor Necrosis Factor - Fator de Necrose Tumoral

VDR — Vitamin D Receptor - Receptor da Vitamina D
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Aspectos Eticos da Pesquisa

Pacientes com diagndstico de cancer de mama e indicacdo para o uso de
inibidores de aromatase foram convidadas a participar da pesquisa. Igualmente
pacientes com o mesmo diagndstico mas que tiveram indicacdo para o uso de
tamoxifeno foram selecionadas e convidadas para formar o grupo controle da
pesquisa. Individuos de ambos os grupos realizaram densitometrias Osseas,
dosagens séricas de vitamina D e célcio (calcemia), além da dosagem urindria de
calcio (calciuria).

Cada paciente recebeu explicacdes e esclarecimentos sobre a pesquisa de seu
médico oncologista e aquelas que aceitaram participar assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido elaborado especialmente para esse propdsito
(anexo 1).

Todas as pacientes que assinaram o consentimento livre e esclarecido foram
entrevistadas pela pesquisadora responsdvel com o intuito de explicar mais detalhes
do estudo, alocar cada sujeito nos grupos da pesquisa e organizar a realizacdo das
dosagens séricas de vitamina D e célcio, além das densitometrias Osseas. Cada
paciente foi também informada de que poderia a qualquer momento, caso assim
quisesse, ndo participar mais da pesquisa, sem que, com isso, tivesse qualquer
prejuizo em seu tratamento.

As pacientes dos grupos que iniciaram o uso de inibidores da aromatase ou
tamoxifeno que por qualquer motivo tiveram que interromper o uso da medicacao
ou faleceram na vigéncia do estudo foram excluidas.

Nao houve riscos previsiveis nesta pesquisa no que concerne ao paciente,
pois foram realizados apenas exames complementares pouco invasivos (dosagens
séricas e densitometrias Osseas). Os eventuais desconfortos dos exames foram
minimizados aproveitando-se periodos de realizacdo de exames previstos dentro de
seu seguimento normal (as dosagens séricas de cdlcio e vitamina D, por ex, foram
realizadas juntamente com outros exames de rotina).

Os dados coletados foram analisados sigilosamente. Cada sujeito da pesquisa
foi analisado separadamente de acordo com um nimero de identificacao.

14



Introducao

-

E consenso que mulheres com diagnéstico de cincer de mama cujos
receptores sao positivos para estrogénio e/ou progesterona devem ser submetidas a
hormonioterapia de longo prazo com a finalidade de reduzir a recidiva da doenga,
micrometdstases e aumentar a sobrevida (1, 2). Existem dois principais tratamentos
utilizados na atualidade; sdo eles: o tamoxifeno e os inibidores da aromatase. Ha
também a possibilidade da utilizacdo de ambas as drogas (uma seguida da outra)
para tratamento superior a cinco anos, ja que o uso isolado por periodo maior que
este ndo evidenciou beneficio extra em termos de tempo livre de doenga (3).
Considere-se também que o risco de recorréncia € de 1,5 a 2% entre cinco e 15 anos
apos o diagnoéstico inicial. Além disso, no caso do tamoxifeno, sua utilizagdo por
mais de 5 anos demonstrou aumento do risco de cancer de endométrio e eventos
tromboembdlicos (devido a sua acdo parcial sobre alguns tipos de receptores de
estrogénio), motivo pelo qual se faz necessdria a troca para inibidores de aromatase
3).

Apesar da escolha do uso de tamoxifeno ou inibidores da aromatase ser
individualizada conforme muitos critérios (que incluem a idade da paciente, sua
condi¢do sécio-econdmica, o estadiamento do tumor, etc), mulheres na poés-
menopausa costumam ser tratadas com inibidores da aromatase ou tamoxifeno,
enquanto as que as jovens sao tratadas exclusivamente com tamoxifeno (2).

A incidéncia de cancer de mama aumenta com a idade e cerca de 75% dos
casos ocorrem em mulheres apés o climatério. Nesses individuos cerca de 80% dos

tumores sdo receptores hormonais positivos (3).
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Inibidores da Aromatase

O tratamento de neoplasias hormOnio-dependentes baseia-se principalmente
na interrupcdo de seu estimulo hormonal. No caso do cancer de mama com
receptores hormonais positivos, se faz necessario verificar o atual estado hormonal
da paciente e programar o tratamento de acordo com ele. Na pré-menopausa, a
maioria dos estrégenos circulantes € sintetizada no ovério sob influéncia do eixo
hipotdlamo-hip6fise-ovdrio e nesse caso estd indicada a ablacdo ovariana, seja por
meio da utilizacdo de andlogos do GnRH, seja por meio de ooforectomia (4, 5, 6). A
partir da menopausa, a sintese de estrogenos depende da enzima aromatase presente
em sitios extra-gonadais. O cértex supra-renal passa a ser a principal fonte de
esterdides sexuais, produzidos na forma de andrdogenos. Estes andrégenos sdo
metabolizados, em tecidos periféricos, pela aromatase, também conhecida como
estrogeno sintetase. Esta €, na verdade, um complexo enzimético da familia do
citocromo P-450, presente em tecidos como gordura, muisculo esquelético, figado e
o préprio tumor mamadrio. A aromatase converte a androstenediona e a testosterona
em estrona e estradiol, respectivamente (Fig. 3). Assim, torna-se claro que as
glandulas supra-renais e a aromatase sdo pecas fundamentais na manutengdo de um
ambiente estrogé€nico na mulher pés-menopausada (7). Por este motivo, a inibicao
da aromatase e conseqiientemente da sintese de estrégenos, constitui a principal
estratégia terapéutica no tratamento do cancer de mama hormonio-dependente (3,
8).

Os inibidores da aromatase sdo uma classe de drogas utilizada para
tratamento e controle do cancer estrogénio-dependente como o cancer de mama e o
de ovario. Como o préprio nome indica, os inibidores da aromatase atuam por
inibi¢do ou inativacdo da enzima aromatase responsdvel pela conversdo dos
androgénios testosterona e androstenediona em estradiol e estrona respectivamente.
Desta forma, ocorre importante reducdo nas concentracdes de estrogénios
circulantes de pacientes na pds-menopausa (9, 10).

A utilizacdo de inibidores da aromatase estd contra-indicada em pacientes na

menacme, pois a diminui¢do dos niveis de estrogénios gera secundariamente um
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aumento da secre¢do de FSH por feedback positivo, o que faz com que a acdo da
droga seja muito pequena.

De acordo com a cronologia de aparecimento, os inibidores da aromatase sao
classificados em primeira, secunda e terceira geracdes e, de acordo com sua
estrutura quimica em esterdides e nao-esterdides. Os esterdides (ou tipo 1) sdo
andlogos da androstenediona que se ligam no sitio ativo da aromatase de modo
irreversivel. Essa ligacdo resulta em uma reagcdo de hidroxilagdo que origina uma
ligacdo covalente permanente e, portanto, inativa a enzima. Os do tipo ndo-esterdide
(ou tipo 2) sdo imidazdis ou triazdis, que funcionam como inibidores por se ligarem
preferencialmente e de um modo reversivel a subunidade citocromo P450 da
enzima, através da ligacdo do dtomo de ferro do grupo heme com o anel azdlico dos
inibidores da aromatase. A eficidcia destes inibidores depende, portanto, das
concentracoes e afinidade da enzima e do inibidor.

Atualmente se utilizam quase que exclusivamente os inibidores da aromatase
de terceira geracdo, mais modernos e com efeitos colaterais menores. Desprovidos
de efeitos sobre as concentragdes basais de cortisol e aldosterona, seus principais
representantes sao o anastrozol, o letrozol e o exemestano.

O anastrozol (Arimidex®, Anastrol® - tipo 2) estd aprovado para tratamento
do cancer de mama avangado pds-menopausa e, apds o estudo ATAC (Arimidex,
Tamoxifene, Alone or in Combination), como adjuvante na terapéutica do cancer de
mama em fase inicial, em doentes pds—menopdausicas com receptores de estrogénio
positivos (ER), que ndo toleram o tamoxifeno ou que estejam em risco de
desenvolver tromboembolismo ou cancer do endométrio.

O letrozol (Femara® - tipo 2), com base num importante estudo
multicéntrico, estd aprovado como terapéutica de primeira linha para o cancer de
mama avangado e hormonio-dependente, em mulheres na pés-menopausa. Também
estd aprovado no tratamento do cancer da mama avancado em mulheres na pos-
menopausa, natural ou artificialmente induzida, em que houve um tratamento inicial
com anti-estrogenos seguido de recidiva ou progressao da doenga e na terapéutica

adjuvante tardia do cancer da mama hormonio-dependente em fase inicial em
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mulheres pds-menopausadas previamente sujeitas a terapéutica adjuvante padrdo
com tamoxifeno durante 5 anos.

O exemestano (Aromasin® - tipo 1) estd aprovado no cancer da mama
avancado em mulheres na pds-menopausa, quando outras terapéuticas hormonais
(ex: tamoxifeno) ndo obtiveram resultado.

Tanto para inibidores da aromatase do tipo I quanto do tipo Il, a inibi¢do da
aromatase € dose-dependente. Os inibidores da aromatase de terceira geracdo
(exemestane, anastrazol e letrozol) t€m poténcia muitas vezes maior do que o
inibidor da aromatase de primeira geracdo, aminoglutetimida. A supressdo da
aromatizacdo corporal total chega a ser reduzida em mais de 90%, levando a
diminui¢des significativas nos niveis de estrogenos circulantes.

Em relacdo ao tamoxifeno, os inibidores da aromatase tém apresentado
maior eficicia no controle da progressdo tumoral, além de menor freqiiéncia de
efeitos colaterais. Enquanto o tamoxifeno possui o risco potencial do
desenvolvimento de cincer de endométrio (11), além de trombose, os inibidores da
aromatase cursam principalmente com a reduc@o da massa mineral dssea (12, 13).

Como conclusdo, pode-se dizer que os inibidores da aromatase constituem
uma importante ferramenta no tratamento do cincer da mama, com receptores
hormonais positivos na mulher menopausada tanto na doenga avancada quanto na
fase inicial da doenca. Essa classe de medicamentos é considerada hoje a melhor

terapia hormonal para tratamento do cancer de mama (1,3,4, 5, 14, 15).
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Classificagao dos inibidores da aromatase
Geracao Tipo 1 Tipo 2
Primeira Aminoglutetimida

Segunda Formestane Fadrozole®
Rogletimide*

Terceira Exemestano Anastrozol
Letrozol
Vorozol*

*NSo disponiveis comercialmente no Brasil

Figura 1 — Diferentes tipos de inibidores da aromatase e suas respectivas

classificagoes.
Droga Dose Diaria Equivalente
Anastrozol 1 mg
Letrozol 2,5 mg
Exemestano 25 mg

Tabela 1 — Doses equivalentes dos principais inibidores da aromatase

utilizados clinicamente (Saad et al, 2002).

[ Cosstarol |
[asdostesona | [ Contisol | | Ancrostencdiona [T
Indhicer da Aromatase l t
— Hhc-asielivo Estrona | . mm—l
Soletive

Figura 2 — Sitios de acdo dos inibidores da aromatase seletivos e ndo
seletivos.
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Tamoxifeno

As drogas utilizadas para tratamento do cincer de mama hormonio-
dependente atuam essencialmente em trés locais: o eixo hipotdlamo-hipo6fise-ovario
(no caso dos andlogos de GnRH), a aromatase (no caso dos inibidores da aromatase)
e o proprio receptor de estrogénio, como € o caso do tamoxifeno (5).

O tamoxifeno € um modulador seletivo do receptor de estrogénio (SERM).
Além dele existem outros SERMs no mercado brasileiro e mundial tais como o
raloxifeno e o toremifene que também sdo utilizados para tratamento e controle do
cancer de mama e a tibolona que € utilizada com o intuito de estimular o receptor
estrogénico em terapias de reposicdo hormonal, efeito oposto ao desejado para o
tratamento do cancer (16, 17, 18). O tamoxifeno € o SERM mais antigo e, por isso,
0 mais prescrito. Além de ser uma droga de f4cil administragdo — via oral em dose
Unica diaria -, ndo tem custo elevado e se mostrou eficaz no controle do cincer
estrogénio dependente (1, 3, 5, 6, 14, 19, 20). Atualmente a agéncia reguladora
americana FDA (Food and Drug Administration) aprova sua utilizacdo para homens
e mulheres com diagndstico de cancer de mama receptor de estrogénio positivo em
estdgios iniciais apds cirurgia ou quimioterapia e radioterapia para prevenir
recidivas; para homens e mulheres com diagndstico de doenca metastdtica ou
avancada receptor de estrogénio positivo; e para mulheres com alto risco de

desenvolvimento de cincer de mama.

Figura 3 — Estrutura quimica do tamoxifeno.
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Desde sua aprovacdo pelo FDA em 1988, o tamoxifeno tem sido utilizado
para tratar milhares de pacientes com cancer de mama estrogénio positivo. Tanto
mulheres na pds-menopausa quanto na pré-menopausa podem fazer uso do
tamoxifeno, diferentemente dos inibidores da aromatase que estdao indicados apenas
para pacientes na pds-menopausa.

O tamoxifeno tem como caracteristicas a possibilidade de reduzir em 40% o
risco de recidiva tanto em pacientes pds-menopausadas quanto em jovens, O
tamanho do tumor antes da cirurgia (hormonioterapia neo-adjuvante) caso este seja
receptor de estrogénio positivo e o aparecimento de metdstases a distancia. Além
disso, por ser um modulador seletivo do receptor de estrogénio, o tamoxifeno
bloqueia a acdo do estrogénio em alguns sitios, enquanto ativa em outros.
Simultaneamente ao bloqueio da acdo do estrogénio no tecido mamadrio e tumoral,
ha o estimulo do receptores nos ossos e o figado. Desta forma, o tamoxifeno
diminui a produgdo de colesterol pelo figado, além de melhorar a massa mineral
Ossea (21, 22).

O uso do tamoxifeno como tratamento para o cancer da mama esta
relacionado a uma série de efeitos colaterais potencialmente sérios que incluem:
trombose, acidente vascular encefalico e cancer de endométrio. Outros efeitos
colaterais menores sdo: fogachos, ndusea, fadiga, alteracdo do humor, cefaléia,

ressecamento da pele e constipacao.
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Estrogénio e Metabolismo Osseo

A osteoporose pds-menopausa € uma doenca caracterizada pela perda
progressiva da massa 6ssea, com alteracdes na microarquitetura e na qualidade do
tecido 6sseo, que resultam em uma diminuicdo da forca de resisténcia aos traumas
de baixa energia, favorecendo a ocorréncia de fraturas. Embora nos casos mais
agressivos possam ocorrer mais precocemente, as fraturas ocorrem em periodos que
variam entre 10 e 20 apds o inicio da menopausa, caso ndo sejam tomadas medidas
preventivas (16, 23, 24, 25, 26, 27).

Apesar da perda Ossea fisioldgica com o avancar da idade ser fator
importante, e geneticamente determinada, embora sofra a intervencdo dos diferentes
fatores de risco, deve-se considerar o hipoestrogenismo niao compensado fator
critico para a determinacdo do aumento da reabsor¢do dssea e da acelerada perda da
massa 6ssea que pontifica como evento primordial na patogénese da doenca (23, 28,
29).

Mais de 50% da perda dssea ligada a idade ocorre nos 8-10 anos seguintes a
instalacdo da menopausa, o que demonstra claramente a relagdo entre caréncia de
estrogénios e osteoporose. O mecanismo anti-reabsortivo pelo qual o estrogénio
protege a massa 0ssea ainda ndo estd totalmente elucidado, porém acredita-se que

seja mediado por células do estroma medular e osteoblastos (6, 17).

O OSTEOCLASTO

Osteoclasto € uma célula volumosa multinucleada que se mantém em
contato com a matriz dssea por meio de pregas da membrana celular, compondo a
"borda em escova". E neste ambiente, acidificado pela bomba de prétons do
osteoclasto, que os complexos enzimaticos agem, promovendo a reabsorcdo dssea.
Em cada extremidade dessa borda existem zonas de citoplasma desprovidas de
organelas e pouco coradas, conhecidas como "zonas claras". O osteclasto produz
enzimas lisossomais como a fosfatase dcida tartarato-resistente e as catepsinas, além
de enzimas ndo lisossomais como a colagenase e a anidrase carbonica tipo II. Essas
enzimas, por meio da reduciao do pH, promovem a reabsor¢cao da matriz calcificada

(30).
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J4 estd bem estabelecido que o osteoclasto € originado de células
hematopoiéticas da linhagem mondcito-macréfago, porém existem divergéncias
quanto ao estigio onde a via de diferenciacdo de mondcitos/macréfagos se separa
daquela dos osteoclastos.

Virias citoquinas e fatores estimulantes de colonias tem sido implicados no
desenvolvimento do osteoclasto e na remodelacdo 6ssea. Esta lista inclui as
interleucinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11), o fator de necrose tumoral (TNF), entre
outros. Por outro lado, existem igualmente substincias que inibem o
desenvolvimento dos osteoclastos e conseqiientemente da remodelacdo dssea como
€ o caso do TGF-3 (transforming growth factor 3), o interferon gama e as
interleucinas 4 e 18. Assim, estd claro que as citoquinas representam o ponto final
de vérias cascatas de eventos envolvendo o status mineral dsseo.

No que tange a acdo do estrogénio, existem evidéncias da expressdo dos

receptores de estrogénio X e B em células do estroma da medula éssea e em

osteoblastos, algo que ndo ocorre nos osteoclastos (24, 31, 32, 33). Desta forma é
possivel que essas células — osteoblastos e células estromais da medula — sejam as
mediadoras da acdo anti-reabsortiva do estrogeno no osso (Fig 5). As células do
estroma medular podem também modular o efeito do estrogénio através da liberacao
ou inibicao de fatores, entre eles as citoquinas (31).

Essa dindmica celular ativada por uma complexa rede de citocinas define
como  mecanismo  estiopatogénico  linear a  ativacdo do  eixo
RANK/RANKL/Osteoprotegerina. O RANK — receptor ativador do fator nuclear
kappa B - e seu ligante (RANKL) foram recentemente identificados, com
importante papel no desenvolvimento dos osteoclastos (34). Membros da
superfamilia TNF, o RANK ¢ expressado na superficie dos osteoclastos, enquanto o
RANKL ¢é expressado na superficie dos osteoblastos e células do estroma e faz
ligacio com seu receptor (RANK) presente nas células osteoclasticas,
impulsionando sinais de diferenciacdo e ativagdo em precursores osteoclasticos,
promovendo assim a reabsorcdo dssea. Além disso, o RANK possui funcdo na

regulacdo da resposta imune mediada por células T e na apoptose (34).
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Osteoprotegrina (OPG) € um fator que ocorre naturalmente e que antagoniza
os efeitos de RANKL, assim preservando a integridade ¢ssea. Portanto, a propor¢ao
entre RANKL e OPG (RANKL/OPG) é determinante para regular a atividade
osteocldstica e reabsorcao dssea. Além disso, tem sido sugerido que a rede interativa
de citoquinas e hormonios de reabsor¢do Ossea e anti-reabsor¢do convergem no

sistema RANKL/OPG (34).

Célula estromal

/ \ Moaonbcito / Macréfago

B RANKL  RANK /0

Precursor do
osteoclasto

Osteoblasto

Osteoclasto
ativado

OPG

Reabsorcdo ossea

Figura 4 — Eixo RANK/RANKL/Osteoprotegerina e Inter-relacdes entre

estrogénio, interleucina 6 (IL-6), osteoblastos e osteoclastos.
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Osteoporose e Densitometria Ossea

A osteoporose € atualmente considerada, nos paises desenvolvidos, um dos
problemas de saide mais comuns e mais sérios da populagdo idosa, especialmente a
do sexo feminino (29, 35, 36, 37). E caracterizada pela baixa densidade 6ssea e pela
degeneracdo da microarquitetura dssea, que aumentam a fragilidade éssea e o risco
de fratura (38). E reconhecida clinicamente pela ocorréncia de fraturas ndo
traumadticas, por fragilidade, especialmente da coluna lombar e do fémur (39). A
perda mais acentuada de massa Ossea que ocorre nas mulheres a partir da
perimenopausa € associada nio s6, mas essencialmente relacionada a insufici€éncia
de estrogénio (29).

A incidéncia da osteoporose vem aumentando no mundo devido, em parte,
ao envelhecimento da populacio e ao sedentarismo (40, 41). A Organizacdo
Mundial da Sadde (OMS) sugeriu, valendo-se de dados sobre a relacdo entre
densidade mineral 6ssea e risco de fratura, a defini¢do para osteoporose que € hoje a
mais utilizada: densidade mineral dssea igual ou abaixo de -2,5 desvios-padrdao da
densidade média local para o adulto jovem (T score) (38). Abaixo dessa densidade
Ossea, o risco de fratura ndo traumédtica aumenta de forma ndo linear. Osteopenia foi
entdo também definida como densidade mineral 6ssea entre -1 e -2,5 desvios-padrao
abaixo da média para o adulto jovem (cada desvio-padrdo corresponde
aproximadamente a 10% de variacdo). Essa definicdo de osteoporose foi baseada
em dados obtidos em populacdes de raca branca/caucasiana, com mais de 65 anos
de idade (38). Assim, a osteopenia é a perda ou redu¢do da massa mineral dssea e
osteoporose € a doenca do esqueleto caracterizada por reducdo absoluta da massa
Ossea e desorganizagdo da microestrutura 6ssea com presenc¢a de microfraturas (37).

Estudos t€ém demonstrado que variacdes no local da realizacio do exame
(sitio 6sseo) e de densitdmetros resultam em grandes diferencas de valores de massa
mineral Ossea, algo que pode gerar distor¢des na capacidade de se considerar
determinado individuo como sendo portador de osteoporose ou osteopenia (42).

Virios fatores, além da idade, aumentam o risco de a mulher apresentar

osteoporose (e fratura osteopordtica): raga caucasiana ou asidtica, baixo peso, baixo
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indice corporal, menopausa precoce, menarca tardia (baixo pico de massa dssea),
sedentarismo, histéria prévia de fratura apds cinqiienta anos, histéria familiar,
ingesta deficiente de vitamina D e cdlcio, baixa exposi¢do ao sol, além de vdrias
patologias, como o hiperparatireoidismo, e uso de medicamentos, tais como
corticoides (41, 43, 44, 45, 46).

Estima-se que o risco de fratura osteoporética no decorrer da vida apds a
menopausa, para uma mulher branca americana, seja de cerca de 40%. Para fraturas
de colo de fémur, especificamente, o risco € de 14-17% (36, 39, 47). Em geral, a
cada reducdo de um desvio-padriao da densidade mineral dssea em relacao a média
(valores de T no grafico da DEXA), o risco de fratura aumenta em 2 a 3 vezes (37).

Dentre as fraturas decorrentes da osteoporose na pds-menopausa, a mais
grave € a fratura de fémur (40, 41) que resulta, nos Estado Unidos, em até 20% de
mortalidade no primeiro semestre apos o evento, acarretando ainda uma perda de
autonomia importante: metade dos pacientes que deambulavam antes da fratura
ficam incapazes de fazé-lo e um quarto dos pacientes requerem cuidado domiciliar
de longo prazo depois do evento (39).

Os custos sociais da doenga sdo altos, em grande parte devido aos custos das
fraturas de fémur. Os gastos médicos diretos com fraturas osteopordticas foram
estimados em 13,8 bilhdes de dolares nos Estados Unidos, em 1995, relativos a 432
mil internac¢des hospitalares, consultas médicas e admissdes em nursing homes, sem
levar em conta os gastos com o cuidado domiciliar de longo prazo (39, 40, 47).

Até o momento a densitometria 6ssea tem se mostrado o melhor método de
diagnodstico de imagem para a osteoporose (38). A radiografia tradicional possui
baixa sensibilidade e diagnostica a perda de massa Ossea quando essa ja €
acentuada. Também a tomografia computadorizada aplicada a medida da absorcao
de raios X pelos ossos é capaz de aferir a densidade mineral 6ssea, sendo mais
comumente usada para avaliar a densidade da coluna. Embora seja bastante
difundida no mundo, € uma técnica menos acurada, mais demorada, mais cara e
menos segura que a DEXA (47).

A densitometria 0ssea (ou mais corretamente a absorciometria de energia

dupla de raios X, DEXA) constitui tecnologia simples, ndo-invasiva e indolor que
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permite a avaliagdo cronoldgica do curso da doenca. O método depende
essencialmente da absorcdo de radiacdo pelo esqueleto, provendo medidas
quantitativas da massa 6ssea (em g/cm2 ou g/cm3). Tem acurdcia diagnoéstica alta
(CV: 3-10%) (48) e dose de radiac@o baixa, quando comparada a outros métodos
(78). No entanto, o uso de programas com padrdes derivados de populagdes
caucasianas em populacdes ndo caucasianas tem baixa validade diagnéstica, visto
que isso pode modificar significativamente o percentual de mulheres consideradas
osteopénicas/osteopordticas (42, 49).

Uma metandlise de estudos prospectivos de coorte, analisando a capacidade
da DEXA predizer fraturas de fémur, chegou aos seguintes valores: sensibilidade de
38%, especificidade de 88% e valor preditivo positivo de 36%, tomando como
ponto de corte um desvio-padrao abaixo da média de densidade dssea ajustada por
idade (RR/SD) e considerando normal a curva de distribuicdo da densidade Ossea.
Para o ponto de corte de 2 desvios-padrdo, a sensibilidade baixou para 9%, a
especificidade aumentou para 99% e o valor preditivo positivo ficou em 56%.
Portanto, a densitometria Ossea pode predizer risco de fratura mas tem baixa
acurécia para identificar os individuos que terdo (e ndo terdo) fratura.

Para se avaliar adequadamente o status mineral dsseo, vdrios autores tém
postulado varios tipos diferentes de exames além da DEXA (35, 37). De acordo com
a National Osteoporosis Foundation, densitometrias 6sseas devem ser realizadas a
cada 2 anos em mulheres sauddveis com mais de 65 anos para seguimento € a cada
1 ano para mulheres em tratamento com bisfosfonatos e outras drogas estimuladoras
da massa mineral 6ssea (50, 51). A densitometria dssea baseada na medicdo da
densidade mineral 6ssea de vértebras da coluna lombar e do fémur tem grande poder
para avaliar a massa 6ssea no longo prazo, mas ndo € capaz de reproduzir em tempo
real a dindmica 6ssea. Apesar de sua limitagdo, no entanto, a densitometria dssea
ainda permanece como padrdo-ouro na avaliagdo da massa mineral éssea, sendo
desta forma de grande utilidade clinica para seguimento da massa Ossea,

principalmente em mulheres na pds-menopausa (4, 38, 51).
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Figura 5 — Recomendacdes para a realizagdo de densitometrias dsseas.
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Marcadores Séricos do turnover 4sseo

Devido a limitacao técnica das densitometrias dsseas, varios outros exames,
notadamente marcadores séricos como a calcemia, a dosagem do hormonio para-
tiroidiano (PTH), a calcitonina, a fosfatase alcalina, etc, tém sido solicitados com o
intuito de se predizer de forma mais imediata se determinada patologia ou
medicacao possui influéncia sobre a massa mineral éssea (5, 52, 53, 54). Uma vez
que com a utiliza¢do da densitometria dssea isoladamente tem-se muitas vezes uma
avaliacdo tardia do status dsseo, ou seja, pacientes ja evoluiram com fraturas ou
osteoporose grave, para casos selecionados, tem-se proposto a utilizacdo de
marcadores séricos ou urindrios em associacdo a DEXA.

O uso de métodos laboratoriais que permitam a avaliacdo do metabolismo
O0sseo de maneira confidvel, rdpida e pratica tem sido um objetivo hd muito
almejado. O tecido dsseo apresenta uma série de caracteristicas muito peculiares,
dentre elas a grande extensao e distribuicdo, e a presenca de cristais radiopacos que
permitem o exame do esqueleto de maneira muito simples por meio da DEXA.
Entretanto, os fendmenos metabdlicos, fisioldgicos ou patoldgicos que atingem o
tecido dsseo sO afetam significativamente sua estrutura radiopaca apds um lapso de
tempo consideravel. Isto torna o emprego destas técnicas limitado do ponto de vista
temporal.

O tecido esquelético € constituido de uma matriz extracelular que contém
componentes organicos (35%) e inorganicos (65%) e células que correspondem a
uma pequena parte da massa dssea, mas que sdo responsaveis pela regulacio e
manuten¢do do célcio circulante e pela continua reabsor¢do e formacdo da matriz
Ossea (54).

O componente organico da matriz 6ssea é quase que exclusivamente
coldgeno. Essa proteina, rica em glicina, hidroxiprolina e hidroxilisina, € sintetizada
e secretada pelo osteoblasto e organiza-se de forma a compor fibrilas com buracos
(hole zones) onde ocorre o inicio da mineralizagdo 6ssea. O componente inorganico
da matriz 6ssea € composto fundamentalmente por calcio e fosfato que sdo

depositados como sais amorfos e rearranjados em uma estrutura cristalina
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semelhante a hidroxiapatita. J4 o componente celular do tecido 6sseo € constituido
de 3 tipos distintos de células: os osteoblastos, os osteoclastos e os ostedcitos (54,
55).
Muitas substincias podem regular direta ou indiretamente a formagdo dssea
por meio da estimulacdo da proliferacao de precursores osteobldsticos, como é o
caso dos fatores de crescimento, e da modulagdo da formacao da matriz éssea como
€ o caso do hormonio para-tiroidiano (PTH) e da vitamina D. Na pratica clinica é
comum a dosagem de marcadores bioquimicos que possam ajudar no
monitoramento do tratamento e que possam eventualmente excluir causas
secunddrias de osteoporose. Existe claramente uma grande lista de fatores
relacionados ao metabolismo 6sseo que poderiam ser estudados, no entanto os mais
comumente utilizados sdo:
e Relacionados a formagao dssea:
Fosfatase alcalina dssea (e/ou total)
Osteocalcina

Pro-peptideos do coldgeno tipo |

e Relacionados a reabsor¢ao:
Hidroxiprolina urindria
Interligados do Colageno urindrios (sdo eles: piridinolinas totais,
piridinolina livre, desoxipiridinolina livre, telopeptideos C e N e

fosfatase alcalina tartrato-resistente)

A falta de especificidade destes marcadores tradicionais levou seu uso a ser
restrito ao estudo de patologias d6sseas onde as alteracdes sdo muito marcadas,
como, por exemplo, a doenca de Paget. No seguimento da perda de massa Ossea
cronoldgica, utiliza-se essencialmente a DEXA e eventualmente dosagem
complementar de célcio sérico e urindrio, além da vitamina D, paratormonio (PTH)
e eventualmente de calcitonina, ja que esta ultima ndo funciona como um regulador
importante do conteiido plasmatico de minerais (55). Essas dosagens visam

diagnosticar situacdes em que a mineralizagdo Ossea estd prejudicada por baixas
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quantidades de cdlcio sérico e vitamina D (por baixa ingesta, absorcdo intestinal
deficiente ou ainda pouca exposi¢cdo aos raios ultravioleta), além de diagnosticar
pacientes com perda urindria de célcio. Como a funcdo do PTH é controlar a
concentracdo plasmadtica de cdlcio, evitando a hipocalcemia, ha que se dosar o PTH
em situacoes de calcemia alterada. A calcemia, em ultima andlise, € fun¢ao da taxa
de transferéncia do célcio entre osso e sangue, da taxa de filtracdo glomerular nos
rins e da absor¢do do cdlcio pelo intestino, acdes essas reguladas essencialmente

pelo PTH, calcitonina e vitamina D.
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Vitamina D

As vitaminas D (calcifer6is) formam uma familia de seco-esterdides
lipossoliveis e biologicamente ativos. Os seco-esterdides sdo semelhantes aos
esterdides e possuem metabolismo e mecanismo de a¢c@o andlogos (30, 55, 56).

Os precursores da vitamina D sdo produzidos em vegetais (ergosterol) e
animais (7-desidrocolesterol). Radiacdes ultravioletas penetram a pele humana
levando a transformagdo de 7-desidrocolesterol em pré-vitamina D3 e
posteriormente vitamina D3 (colecalciferol). Da mesma forma, nos tecidos vegetais,
a exposicdo do ergosterol a luz gera vitamina D2 (ergocalciferol). Na realidade
ambas vitaminas D (animal e vegetal) possuem mesma poténcia bioldgica e sdo
metabolizadas igualmente (30, 55).

O ser humano pode garantir concentracdes adequadas de vitamina D
expondo-se ao sol, mas também por meio da ingestio de alimentos ricos em
vitamina D. O calciferol da dieta € absorvido pelo intestino delgado e
posteriormente captado pelo figado, onde € hidroxilado, tornando-se ativo. Na
realidade o figado € o principal sitio de 25-hidroxilagdo da vitamina D, porém ndo o
unico. Em menor escala, a 25-hidroxilacdo pode ocorrer também nos rins € no
proprio intestino (55, 57, 58).

Em um segundo momento, a 25-OH-vitamina D sofre nova reagdo, desta vez
pela enzima 25-OH-vitamina D 1 alfa-hidroxilase, tornando-se 1,25 di-OH-vitamina
D. E nessa forma que a vitamina D se torna plenamente ativa, uma vez que as
células-alvo da vitamina D possuem receptores nucleares com alta afinidade pela
1,25-di-OH-vitamina D. A interagdo da 1,25-di-OH-vitamina D com seu receptor
nuclear (chamado VDR) modula a transcricdo de genes-alvo. No intestino, por
exemplo, ocorre um aumento expressivo da absor¢dao de cdlcio em resposta a acao
da vitamina D, reacdo essa independente da acdo do PTH. No tecido 6sseo, a
vitamina D parece mobilizar o componente mineral da matriz 6ssea (27, 58, 59, 60).

Dentre os marcadores séricos que podem acrescentar mais informagdes sobre

o turnover 0sseo, a vitamina D tem especial interesse quando se trata de cancer, ja

32



que vdarios trabalhos apontam uma relagdo entre deficiéncia de vitamina D e
tumores, tais como o de préstata e o de mama (61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69).
Como as funcdes da vitamina D sé ocorrem apds hidroxilacdo pela enzima
1-alfa-hidroxilase (Figura 8), acredita-se que a 1,25-di-OH-vitamina D seja o
marcador a ser controlado clinicamente. Estudos apontam que, além das células
renais, existem outras células que produzem a enzima 1-alfa-hidroxilase, tais como
macréfagos, queratindcitos e células mamdrias (70, 71). Nao obstante, a 1,25-di-
OH-vitamina D que ndo é produzida no rim, ndo é detectada no sangue, pois
provavelmente tem acgdo local (acdo pardcrina/autdcrina). Os efeitos tecido-

especificos, em dltima anélise, ndo afetariam a homeostase do calcio (30, 72).

7-desidrocolesterol Dieta
pele Luz UV @ intestino
Vitamina D3 Vitamina D2
Circulacao Circulacao
Figado

25-OH-Vitamina D

>

1,25-di-OH-Vitamina D

Figura 6 — Biossintese da vitamina D.
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Célula 1,25 (OH) Vit. D

mamari

1 expressido protefna ligadora de

| acdo IGF-1

l

| ativacdo céls cancerigenas

Figura 7 — A¢do da 1,25 di-OH Vitamina D nas células mamarias.
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Justificativa

Estabelecer fatores preditivos de perda de massa 6ssea ¢ fundamental para
auxiliar o tratamento e seguimento de pacientes com cancer de mama.
Primeiramente porque a doenga tem incidéncia maior em mulheres ap6s os 40 anos,
0 que por si sO ja4 aumenta o risco de osteoporose nesse grupo, uma vez que o
remodelamento 6sseo também aumenta conforme aumenta a idade. Em segundo
lugar, como a acdo hormonal ndo é desejada em pacientes com diagndstico de
cancer de mama, muitas vezes elas sdo submetidas a procedimentos cirirgicos ou
uso de andlogos hormonais (andlogos de GnRH) com a finalidade de se estabelecer
uma espécie de menopausa artificial. Em terceiro lugar, como a maioria das drogas
utilizadas para reduzir o risco de recidivas interfere no metabolismo 6sseo, hd que
se considerar a osteoporose como uma realidade para esse grupo de pessoas.

Assim sendo, torna-se imprescindivel a reducdo das co-morbidades
associadas ao cancer e seu tratamento, j4 que ambos sdo extremamente debilitantes
para a paciente. Nao seria razodvel, portanto, tratar apenas 0 tumor € a0 mesmo
tempo impor uma acentuacdo tdo grande da perda dOssea a ponto de restringir
igualmente a vida da paciente.

Pode-se reduzir consideravelmente a morbidade por osteoporose e fraturas
dela decorrentes ao se estabelecer fatores que possam auxiliar na determinacio de
quais pacientes tém indicacdo para usar uma classe ou outra de drogas a partir de
seu status Osseo. Assim, se pudermos associar um novo método de avaliacdo da
massa Ossea que auxilie o médico a identificar tdo logo pacientes em risco de
desenvolver osteoporose, poderemos reduzir fraturas, melhorar a qualidade de vida
das pacientes, além de reduzir os custos ja tdo elevados do tratamento e seguimento
de pacientes com cancer de mama tanto para o sistema publico de saide quanto para

o privado.
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Objetivos

1y

2)

3)

Correlacionar os achados da massa mineral Ossea determinados
pela densitometria 6ssea com as dosagens seriadas de vitamina D
e célcio para estabelecer se podem ser consideradas bons
marcadores da dindmica dssea — e da gravidade da perda de massa
mineral dssea em pacientes usudrias de inibidores da aromatase e

de tamoxifeno.

Avaliar se existem diferencas estatisticas entre a massa mineral
Ossea de pacientes usudrias de inibidores da aromatase e usudrias

de tamoxifeno.

Avaliar se existem diferencas estatisticas entre a valores de
vitamina D séricas de pacientes usudrias de inibidores da

aromatase e usuarias de tamoxifeno.
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Hipoéteses

A pesquisa em questdo € um estudo observacional, cujo objetivo € aceitar ou
rejeitar a hipétese de que dosagens séricas de vitamina D sdo bons fatores preditivos
do status mineral dsseo de pacientes usudrias de inibidores da aromatase. Caso a
hipdtese seja aceita tais dosagens poderiam ser utilizadas no acompanhamento e
selecdo de pacientes para uso de um ou outro tipo de droga adjuvante no tratamento

do cancer de mama. De forma pratica, estabelecemos 4 hipéteses a serem testadas:

Hipétese 1: Usudrias de inibidores de aromatase possuem menor massa

mineral dssea quando comparadas ao grupo controle (usudrias de tamoxifeno).

Hipdtese 2: Usudrias de inibidores de aromatase possuem menor valor de

vitamina D quando comparadas ao grupo controle (usudrias de tamoxifeno).

Hipoétese 3: Existe correlacdo entre valores de vitamina D e DMO, ou seja, a

queda dos valores de vitamina D acompanha a queda da massa mineral dssea.

Hipdtese 4 - Utilizar suplementos de vitamina D aumenta a massa mineral

Ossea de pacientes usudrias de inibidores de aromatase.
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Sujeitos e Métodos

Foram selecionadas para a pesquisa pacientes com diagndstico de cancer de
mama em acompanhamento pds-fase aguda no periodo de fevereiro a julho de 2008
no Instituto Ribeirdopretano de Combate ao Cancer (IRPCc). Todas as pacientes
possuiam diagndstico de cincer de mama com receptor de estrogénio positivo e ja
haviam sido submetidas a tratamento cirdrgico prévio, tendo sido indicada
hormonioterapia de longo prazo. As pacientes foram divididas em 2 grupos: um
grupo de usudrias de inibidores de aromatase e um grupo de usudrias de tamoxifeno
que atuou como controle para o primeiro.

Os grupos foram inicialmente pareados por idade, uma vez que a idade é
varidvel que muito influi na densidade mineral dssea, e posteriormente estratificados
por tempo de utilizacdo da medicagdo: de 0 a 12 meses (< de 1 ano), de 13 a 24
meses (de 1 a 2 anos), de 25 a 36 meses (de 2 a 3 anos), de 37 a 48 meses (de 3 a 4
anos) e de 49 a 60 meses (de 4 a 5 anos). Foram excluidas do estudo pacientes que
faziam wuso de outros medicamentos concomitantemente a hormonioterapia,
notadamente os bisfofonatos, além de pacientes com metdstases Osseas ou outras
doencas Osseas como osteoartrose que podem interferir no resultado da
densitometria dssea.

Todas as pacientes foram submetidas a dosagens séricas de cdlcio e vitamina
D, dosagens de calcio urindrio e densitometrias dsseas. Todos os resultados foram
anotados de forma numérica (valor da densidade mineral dssea em g/cm3) e nao
apenas classificados como normais ou nao. Isso possibilitou o cédlculo de médias e
uma comparagdo mais fina dos grupos.

Inicialmente foram selecionadas 212 pacientes com o perfil de candidatas a
pesquisa. Apds orientagdo e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, 198 pacientes foram submetidas aos exames — 7 ndo aceitaram
participar, 2 faleceram antes do inicio dos exames € 5 ndo puderam participar por
questdes socio-econOmicas tais como a distincia entre sua residéncia e o local de
realizacdo dos exames. Das 198 pacientes que foram incluidas no estudo, 147

completaram os exames, sendo 80 usudrias de inibidores de aromatase e 67 usudrias
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de tamoxifeno. As demais ou ndo se apresentaram para a coleta, ou coletaram
amostras de urina inadequadamente.

O grupo de usudrias de tamoxifeno atuou como grupo controle para as
usudrias de inibidores de aromatase, uma vez que estd bem estabelecido que ndo ha
prejuizo da massa mineral dssea de pacientes que utilizam tamoxifeno. Os grupos
foram pareados por idade.

As doses das medicacdes usadas pelas pacientes obedeceram aos seguintes
critérios: tamoxifeno 10 mg/dia e anastrozol 1mg/dia. Nao foram incluidas no
estudo pacientes que usavam outras doses ou outros tipos de inibidores de
aromatase. A escolha pelo anastrozol se deu pelo fato de que a grande maioria das
pacientes entrevistadas recebia essa medicacdo pelo sistema tnico de sadde (SUS).

A avaliagdo laboratorial constou de dosagem sérica de célcio e vitamina D
(1,25 OH vitamina D), além de calcidria de 24 horas, enquanto que a avaliacao
radioldgica constou da realizacdo de densitometria 6ssea (DEXA). Todos os exames

foram realizados no mesmo laboratério e na mesma clinica radiolégica com o

mesmo densitdmetro (Lunar Prodigy Primo™, 2008 - GE Health Care, USA) e

analisados por um tnico médico.

Os valores obtidos nos resultados laboratoriais e de DEXA foram anotados e
tabulados de acordo com o tempo de utilizacdo da droga (Tabelas 1 e 2). Os valores
considerados para a andlise das densitometrias dsseas foram as densidades minerais
Osseas (DMO) de colo de fémur direito e coluna lombar. Cada subgrupo —
classificado de acordo com o tempo de uso da medicacdo em questao — obteve uma
média dos valores anotados para cada uma das varidveis: DMO de colo de fémur,
DMO da coluna lombar, vitamina D, calcemia e calcidria. Os grupos eram
homogéneos no que se refere a idade..

Cada grupo foi subdividido de acordo com o tempo da medicacdo tomada.
Ao final, obtivemos 21 pacientes usudrias de inibidor de aromatase com menos de 1
ano, 18 entre 1 e 2 anos, 14 entre 2 e 3 anos, 15 entre 3 € 4 anos e 12 entre 4 € 5
anos. Das usuarias de tamoxifeno, 13 usavam ha menos de 1 ano, 16 entre 1 e 2

anos, 14 entre 2 e 3 anos, 10 entre 3 € 4 anos e 14 entre 4 € 5 anos.
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Em um segundo momento, selecionamos todas as pacientes cujos resultados
de densitometrias Osseas apresentavam valores de massa mineral Ossea baixa
(valores de DEXA inferiores a -1 DP) associados a valores igualmente baixos de
vitamina D (inferiores a 30 pg/ml) e propusemos a suplementacdo com solucao oral
de vitamina D isolada (sem célcio) na dose de 800 Ul/dia por 1 ano (nome
comercial: Addera D3). A maioria das pacientes foi orientada por seus médicos a
iniciar tratamento concomitante com bisfofonatos, de forma que apenas 23
pacientes seguiram a orienta¢ao proposta por nds. Nosso intuito foi correlacionar os
resultados das densitometrias Osseas antes de depois da suplementacdo com
vitamina D, mesmo na vigéncia do uso de inibidores da aromatase para verificar se
existia efeito protetor de curto prazo da suplementacdo para pacientes com cancer
de mama. Todas as pacientes que aceitaram fazer uso da suplementacdo receberam

gratuitamente a medicacdo mensalmente.
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Tabela 2 — Pacientes usuarias de inibidores de aromatase.

Nome DMO - colo DMO - 1,25 Vit. D Calcemia Calcidria Idade (anos) Tempo med
(g/cm3) coluna (pg/ml) (mg/dl) (mg/24h) (anos)
(g/cm3)
MMJB 0,810 0,933 26,4 9,0 190 61 <1
DMTC 0,831 1,236 20,1 10,0 84 81 <1
EPT 0,741 0,623 28,6 8,7 70 60 <1
AS 0,997 1,112 27,2 8,0 100 74 <1
LMC 0,833 0,993 25,1 9,2 92 74 <1
CSAP 0,797 0,925 26,5 8,8 134 66 <1
RA 0,949 1,182 8,3 8,6 124 61 <1
CSPN 1,012 1,011 39,2 8,8 120 48 <1
RS 0,842 1,123 22,6 8,8 20 44 <1
ECS 0,777 1,211 21,6 9,0 130 66 <1
GFS 0,731 0,987 18,9 9,8 90 71 <1
LCMR 0,799 0,988 20,4 8,2 126 76 <1
MAMS 0,645 0,688 52,6 8,9 132 78 <1
TSH 0,891 1,124 32,9 8,9 124 57 <1
CSJ 0,897 1,112 30,6 10,2 140 56 <1
TRP 0,865 0,935 30,1 8,9 126 62 <1
MCA 0,897 1,122 28,7 8,7 80 47 <1
CSS 0,899 0,997 32,6 11,0 132 55 <1
ACS 0,881 1,223 22,8 8,8 92 48 <1
RP 0,788 1,125 36,0 9,8 78 46 <1
GAPC 0,888 0,926 19,7 9,4 88 68 <
MASL 0,688 0,877 19,8 9 130 68 132
DMPS 1,051 1,175 14,5 9,2 88 55 1a2
MNCU 1,005 1,447 33,5 11 144 63 1a2
ACTF 0,882 1,077 29,6 9,2 102 66 1a2
AGF 0,868 1,205 27,3 9,2 128 77 132
RRN 0,608 0,986 25 9 78 64 1a2
MJCC 1,056 1,166 30 8,8 60 54 132
LAMR 0,615 0,887 20,2 9,6 112 52 132
CLC 0,533 0,906 21,9 8,9 117 80 1a2
MAS 1,027 1,122 35,3 9,2 136 70 1a2
JSG 0,701 0,721 21,4 10,2 112 60 132
MC 0,889 0,921 25,4 10 78 72 1a2
MAC 0,712 0,789 18,6 8,6 80 58 132
AP 0,689 0,672 18,2 8,8 122 69 1a2
MMS 0,727 0,811 20,9 8,8 136 70 1a2
IPB 0,801 0,821 25,7 9,6 76 48 132
MLSB 0,722 0,855 21,2 9 88 44 132
FAS 1,011 0,889 28 12 68 78 1a2
LST 1,190 1,190 30,1 9,2 103 64 2a3
EPM 0,851 1,303 23,1 8,9 126 80 2a3
ANS 0,993 0,996 19,9 7,9 178 61 2a3
LAV 0,991 1,233 25,7 8,9 110 61 2a3
TS 0,547 0,799 24,2 10,2 112 70 2a3
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SCs
EBG
DP
SMP
MCCA
AAC
MHM
AHCC
LES
IBE
LCC
GM
SLP
ASR
ES
ECT
JT
TH
ME
CiPB
MD
MEAF
RFB
Ccz
MSCP
MGSL
IBR
MLSF
MLB
MCG
MMP
VT
EF
VM
zC
EE

0,720
0,661
0,703
0,688
0,559
1,020
0,501
0,670
0,810
0,983
0,899
0,911
0,76
0,587
0,812
0,644
0,826
0,777
0,623
0,715
0,711
0,661
0,565
0,888
0,623
0,737
0,711
0,674
0,686
0,723
0,702
0,567
0,661
0,689
0,881
0,799

0,888
0,731
0,912
0,870
0,778
0,911
0,71

0,788
0,993
1,227
0,95

1,102
0,842
0,782
0,924
0,877
1,011
0,912
0,904
0,812
0,866
0,993
0,987
0,799
0,912
1,329
0,822
0,91

0,698
0,806
1,002
0,802
1,111
0,81

0,912
0,877

23,6
18,8
16,3
25,3
19,8
21,2
21,7
22,3
16,7
19
37,5
20,2
18,7
24
16,4
12,2
16,8
30,2
21,4
18
22
23
10,2
32
29
22
17,5
18
11
14
21,3
19
32
20
27
25
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8,0
8,8
9,0
9,6
10,6
8,2
9,0
9,4
10,4
8,8
9,8
10
14
8,8
8,6

9,6
8,2
8,6
10,2
9,2
9,8
7,8
10,8
10
9,2
8.8
9,2
9,6

8,8
8,6
10,9
9,2
10,2
10

88
92
110
78
86
182
98
166
122
82
123
126
182
80
66
114
86
68
142
118
96
104
198
122
132
98
134
100
89
77
126
82
119
132
122
90

60
71
51
62
58
49
60
62
50
72
60
69
46
64
63
61
77
80
66
72
47
56
50
62
72
69
69
75
66
48
62
58
55
64
51
70

2a3
2a3
2a3
2ad
2ad
2ad
2ad
2a3
2a3
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
4ab
4ab
4ab
4a5
4a5
4a5
4a5
4ab
4ab
4ab
4ab
4a5



Nome

CPV
MASMS
AB
IAD
NNA
LCB
NM
EACP
MEMM
ILFC
EFFC
LACA
MCMM
VAD
ELN
EAMR
SPS
VBF
RCC
VR
ZVR
TTA
MAVC
JGS
EAGL
CBF
EHPF
MLM
KNO
MICA
MLP
AGG
NRR
TRA
IA
MAP
MCT
CPB
ALG
MDX
Cz0
MRM
CBF

Tabela 3 — Pacientes usudrias de tamoxifeno (grupo controle).

DMO - colo
(g/cm3)

0,929
0,911
0,831
0,941
0,997
0,933
0,897
0,749
1,012
0,842
0,977
0,831
0,899
0,892
0,998
0,861
0,967
0,910
0,962
0,921
0,831
0,791
0,713
0,997
1,021
0,899
0,859
0,762
0,860
0,813
0,931
0,883
0,978
0,936
0,997
0,955
0,889
0,911
0,772
0,984
0,903
0,860
0,755

DMO -
coluna
(g/cm3)

1,166
0,881
0,934
0,892
0,997
1,15
1,111
0,927
1,212
0,988
1,144
1,103
1,099
1,001
1,131
0,941
0,981
0,999
1,033
1,123
0,931
1,002
0,899
1,029
1,145
1,084
0,988
0,833
0,901
0,962
1,276
0,863
0,889
0,985
1,022
1,124
1,005
0,997
0,866
1,002
1,132
1,044
0,811

36
21
28,4
26,1
29,8
38,4
32,5
27
34
29,2
34
31
30
31
40
32
33
32
34
33
28
25
24
34
41
32
30
17
28
33
46
30
30
31
31
31
26
27
23
32
39
30
18

1,25 Vitamina
D (pg/ml)
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Calcemia
(mg/di)

9,9
8,7
8,0
9,2
8,7
8,6
8,8
8,8
9,0
9,4
8,2
8.1
8,9
9,2
8,1
8,0
9,0
9,7
8,4
8.8
8,1
9,2
7,8
9,0
8,6
8,9
8,4
9,1
9,9
8,2
8,5
9,0
9,0
8,3
8,7
8,8
9,0
9,0
9,2
8,1
8,0
8,4
9,8

Calciuria
(mg/24h)

112
126
78
82
118
68
74
182
78
156
144
121
70
134
128
168
190
118
78
70
92
120
78
68
119
72
89
78
102
96
142
68
81
112
60
174
152
84
155
90
94
69
116

Idade (anos)

54
62
48
70
72
68
66
61
51
55
58
80
77
55
56
77
61
81
59
65
62
61
71
72
60
49
48
44
68
48
55
59
67
73
79
52
63
68
57
55
69
64
56

Tempo med
(anos)

<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
1a2
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3
2a3



MJC
SATP
ADGM
NHM
NMP
SJA
MAMB
INL
MSM
NST
RPP
TSG
CAR
EAR
RAPS
MAA
JBS
MBM
AST
NFL
VMR
TAMB
IMR
SM

0,931
0,877
0,876
0,971
0,816
0,763
0,988
1,122
0,896
0,839
0,955
0,942
0,835
0,921
0,997
0,911
0,869
0,896
0,921
1,155
1,012
0,931
0,899
1,104

0,987
1,101
0,913
1,112
0,999
0,902
1,112
1,123
1,062
0,987
1,166
0,881
0,934
0,892
1,102
0,998
1,119
0,927
1,03
0,978
1,124
1,101
0,992
1,03

30
33
26
36
27
26
35
43
33
30
38
34
28,6
27
29
31
32,5
27
34
29,2
34
31
30
56
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8,9
8,2
8,0
8,2
8,3
8,6
9,8
7,9
9,7
9,4
8,9
8,5
8,2
9,2
8,5
9,0
8,8
8,3
9,1
9,3
8,2
8,3
8,9
9,8

110
122
119
66
78
92
66
160
102
148
122
108
112
68
96
82
107
188
178
99
142
129
178
162

66
71
78
50
51
55
62
68
60
49
56
66
59
60
48
57
67
72
59
53
78
77
62
71

3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
3a4
4ab
4a5
4a5
4a5
4a5
4ab
4ab
4ab
4ab
4a5
4a5
4a5
4a5
4ab



Resultados

Andlise Descritiva

Das 212 pacientes entrevistadas como eventuais candidatas a participarem da
pesquisa, apenas 7 nao aceitaram participar. Das restantes, 2 faleceram e 5 nao
puderam participar por questdes pessoais. Das 198 pacientes, 147 finalizaram
corretamente a seqiiéncia de exames de imagem e laboratoriais, sendo 80 usudrias
de anastrozol (inibidor da aromatase) e 67 usudrias de tamoxifeno.

O grupo de usudrias de anastrozol composto de 80 individuos foi
subdividido em 5 grupos de acordo com o tempo de utilizacdo da droga. Um
subgrupo de 21 pacientes usudrias de anastrozol hd menos de 1 ano cuja idade
variou de 44 a 81 anos, com média de 61,86 anos, a DMO de colo de fémur direito
variou de 0,65 a 1,01 g/cm3, com média de 0,85 g/cm3, a DMO da coluna lombar
variou de 0,62 a 1,24 g/cm3, com média de 1,03 g/cm3, a vitamina D variou de 8,3
a 52,6 pg/ml, com média de 27,19 pg/ml, a calcemia variou de 8 a 11 mg/dl, com
média de 9,12 mg/dl e por fim a calciuria de 24 horas que variou de 70 a 190
mg/24h, com média de 111,52 mg/24h.

Um subgrupo de 18 pacientes usudrias de anastrozol entre 1 e 2 anos cuja
idade variou de 44 a 80 anos, com média de 63,78 anos, a DMO de colo de fémur
direito variou de 0,53 a 1,06 g/cm3, com média de 0,81 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,67 a 1,45 g/cm3, com média de 0,96 g/cm3, a vitamina D variou
de 14,5 a 35,3 pg/ml, com média de 24,25 pg/ml, a calcemia variou de 8,6 a 12
mg/dl, com média de 9,45 mg/dl e por fim a calcitria de 24 horas que variou de 60 a
144 mg/24h, com média de 103,06 mg/24h.

Um subgrupo de 14 pacientes usudrias de anastrozol entre 2 e 3 anos cuja
idade variou de 49 a 80 anos, com média de 61,36 anos, a DMO de colo de fémur
direito variou de 0,5 a 1,19 g/cm3, com média de 0,78 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,71 a 1,3 g/cm3, com média de 0,94 g/cm3, a vitamina D variou
de 16,3 a 30,1 pg/ml, com média de 22,05 pg/ml, a calcemia variou de 7,9 a 10,6
mg/dl, com média de 9,15 mg/dl e por fim a calcitria de 24 horas que variou de 78 a

182 mg/24h, com média de 117,93 mg/24h.
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Um subgrupo de 15 pacientes usudrias de anastrozol entre 3 e 4 anos cuja
idade variou de 46 a 80 anos, com média de 63 anos, a DMO de colo de fémur
direito variou de 0,57 a 0,98 g/cm3, com média de 0,76 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,78 a 1,23 g/cm3, com média de 0,93 g/cm3, a vitamina D variou
de 10,2 a 37,5 pg/ml, com média de 21,44 pg/ml, a calcemia variou de 7,8 a 14
mg/dl, com média de 9,55 mg/dl e por fim a calcitria de 24 horas que variou de 66 a
198 mg/24h, com média de 113,8 mg/24h.

Um subgrupo de 12 pacientes usudrias de anastrozol entre 4 e 5 anos cuja
idade variou de 48 a 75 anos, com média de 63,25 anos, a DMO de colo de fémur
direito variou de 0,57 a 0,88 g/cm3, com média de 0,7 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,7 a 1,33 g/cm3, com média de 0,92 g/cm3, a vitamina D variou
de 11 a 32 pg/ml, com média de 21,32 pg/ml, a calcemia variou de 8,6 a 10,9 mg/dl,
com média de 9,46 mg/dl e por fim a calciuria de 24 horas que variou de 77 a 134
mg/24h, com média de 108,42 mg/24h.

A mesma subdivisdo foi feita com o grupo controle. Os 5 subgrupos foram
compostos da seguinte maneira: um subgrupo de 13 pacientes usudrias de
tamoxifeno hd menos de 1 ano cuja idade variou de 48 a 80 anos, com média de
63,23 anos, a DMO de colo de fémur direito variou de 0,75 a 1,01 g/cm3, com
média de 0,9 g/cm3, a DMO da coluna lombar variou de 0,88 a 1,21 g/cm3, com
média de 1,05 g/cm3, a vitamina D variou de 21 a 38,4 pg/ml, com média de 30,57
pg/ml, a calcemia variou de 8 a 9,9 mg/dl, com média de 8,79 mg/dl e por fim a
calcidria de 24 horas que variou de 68 a 182 mg/24h, com média de 108,38 mg/24h.

Um subgrupo de 16 pacientes usudrias de tamoxifeno entre 1 e 2 anos cuja
idade variou de 44 a 81 anos, com média de 61,81 anos, a DMO de colo de fémur
direito variou de 0,71 a 1,02 g/cm3, com média de 0,89 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,83 a 1,15 g/cm3, com média de 1,0 g/cm3, a vitamina D variou
de 17 a 41 pg/ml, com média de 30,88 pg/ml, a calcemia variou de 7,8 a 9,9 mg/dl,
com média de 8,76 mg/dl e por fim a calcidria de 24 horas que variou de 68 a 190
mg/24h, com média de 106,5 mg/24h.

Um subgrupo de 14 pacientes usudrias de tamoxifeno entre 2 e 3 anos cuja

idade variou de 48 a 79 anos, com média de 61,79 anos, a DMO de colo de fémur
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direito variou de 0,76 a 1,0 g/cm3, com média de 0,9 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,81 a 1,28 g/cm3, com média de 1,0 g/cm3, a vitamina D variou
de 18 a 46 pg/ml, com média de 30,5 pg/ml, a calcemia variou de 8 a 9,8 mg/dl,
com média de 8,71 mg/dl e por fim a calcidria de 24 horas que variou de 60 a 174
mg/24h, com média de 106,64 mg/24h.

Um subgrupo de 10 pacientes usudrias de tamoxifeno entre 3 e 4 anos cuja
idade variou de 49 a 78 anos, com média de 61 anos, a DMO de colo de fémur
direito variou de 0,76 a 1,12 g/cm3, com média de 0,91 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,9 a 1,12 g/cm3, com média de 1,03 g/cm3, a vitamina D variou
de 26 a 43 pg/ml, com média de 31,9 pg/ml, a calcemia variou de 7,9 a 9,8 mg/dl,
com média de 8,7 mg/dl e por fim a calcidria de 24 horas que variou de 66 a 160
mg/24h, com média de 106,3 mg/24h.

Um subgrupo de 14 pacientes usudrias de tamoxifeno entre 4 € 5 anos cuja
idade variou de 48 a 78 anos, com média de 63,21 anos, a DMO de colo de fémur
direito variou de 0,84 a 1,16 g/cm3, com média de 0,95 g/cm3, a DMO da coluna
lombar variou de 0,88 a 1,17 g/cm3, com média de 1,02 g/cm3, a vitamina D variou
de 27 a 56 pg/ml, com média de 32,95 pg/ml, a calcemia variou de 8,2 a 9,8 mg/dl,
com média de 8,79 mg/dl e por fim a calciuria de 24 horas que variou de 68 a 188

mg/24h, com média de 126,5 mg/24h.
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Tabela 4 — Resumo descritivo dos resultados de ambos os grupos

Desvio

o

Tempo Droga n Variavel Média Padrio Minimo Qula ctil Mediana Qu3ar il Maximo
DXA colo 0,85 0,09 0,65 0,8 0,84 0,9 1,01
DXA coluna 1,03 0,16 0,62 0,94 1,01 1,12 1,24
In. )1 Vitamina D 27,19 8,97 8,3 21,6 26,5 30,6 52,6
Aromatase Calcemia 9,12 0,7 8 8,8 8,9 9,4 11
Calcitiria 111,52 28,66 70 90 120 130 190
<1 Idade 61,86 11,32 44 55 61 71 81
DXA_colo 0,9 0,07 0,75 0,84 0,91 0,94 1,01
DXA coluna 1,05 0,11 0,88 0,93 1,1 1,14 1,21
Tamox 13 Vitamina D 30,57 4,56 21 28,4 30 34 38,4
Calcemia 8,79 0,53 8 8,6 8,8 9 9,9
Calciuria 108,38 36,92 68 78 112 126 182
Idade 63,23 9,97 48 55 62 70 80
DXA colo 0,81 0,17 0,53 0,69 0,76 1,01 1,06
DXA_ coluna 0,96 0,2 0,67 0,82 0,9 1,12 1,45
In. 18 Vitamina D 24,25 5,59 14,5 20,2 23,45 28 35,3
Aromatase Calcemia 9,45 0,87 8,6 8,9 9,2 9,6 12
Calcitiria 103,06 26,53 60 78 107 128 144
la2 Idade 63,78 10,39 44 55 65 70 80
DXA colo 0,89 0,09 0,71 0,85 0,9 0,96 1,02
DXA coluna 1 0,09 0,83 0,94 1 1,06 1,15
Tamox 16 Vitamina D 30,88 5,83 17 28 32 33,5 41
Calcemia 8,76 0,6 7,8 8,25 8,85 9,15 9,9
Calciuria 106,5 35,98 68 78 97 124 190
Idade 61,81 10,33 44 55,5 61 69,5 81
DXA colo 0,78 0,21 0,5 0,66 0,71 0,99 1,19
DXA_coluna 0,94 0,19 0,71 0,79 0,9 1 1,3
In. 14 Vitamina D 22,05 3,72 16,3 19,8 22 242 30,1
Aromatase Calcemia 9,15 0,84 7,9 8,8 9 9,6 10,6
Calciuria 117,93 34,05 78 92 110 126 182
5 a3 Idade 61,36 8,45 49 58 61 64 80
DXA colo 0,9 0,08 0,76 0,86 0,91 0,96 1
DXA coluna 1 0,12 0,81 0,89 1 1,04 1,28
Tamos 14 Vitamina D 30,5 6,61 18 27 30,5 32 46
Calcemia 8,71 0,5 8 8,3 8,75 9 9,8
Calciuria 106,64 36,27 60 81 95 142 174
Idade 61,79 8,72 48 55 61 68 79
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DXA colo 0,76 0,13 0,57 0,64 0,76 0,89 0,98
DXA coluna 0,93 0,12 0,78 0,84 0,91 0,99 1,23
In. 15 Vitamina D 21,44 7,27 10,2 16,8 20,2 24 37,5
Aromatase Calcemia 9,55 1,47 7.8 8,6 9,2 10 14
Calcitiria 113,8 38,34 66 82 114 126 198
3a4 Idade 63 10,25 46 56 63 72 80
DXA colo 0,91 0,1 0,76 0,84 0,89 0,97 1,12
DXA coluna 1,03 0,08 0,9 0,99 1,03 1,11 1,12
Tamox 10 Vitamina D 31,9 5,3 26 27 31,5 35 43
Calcemia 8,7 0,71 7,9 8,2 8,45 9,4 9,8
Calcitiria 106,3 32,17 66 78 106 122 160
Idade 61 9,81 49 51 61 68 78
DXA_colo 0,7 0,08 0,57 0,67 0,7 0,73 0,88
DXA coluna 0,92 0,17 0,7 0,81 0,89 0,96 1,33
In. 12 Vitamina D 21,32 6,12 11 17,75 20,65 26 32
Aromatase Calcemia 9,46 0,69 8,6 8,9 9,2 10 10,9
Calciaria 108,42 21,22 77 89,5 109,5 129 134
445 Idade 63,25 8,6 48 56,5 65 69,5 75
DXA colo 0,95 0,09 0,84 0,9 0,93 1 1,16
DXA coluna 1,02 0,09 0,88 0,93 1,01 1,1 1,17
Tamox 14 Vitamina D 32,95 7,32 27 29 31 34 56
Calcemia 8,79 0,48 8,2 8,3 8,85 9,1 9,8
Calciuria 126,5 37,86 68 99 117 162 188
Idade 63,21 8,95 48 57 61 71 78

Todas as pacientes usudrias de anastrozol cujas dosagens séricas de vitamina
D foram inferiores a 30 pg/dl e apresentaram densitometrias 0sseas cujos valores de
DMO do colo do fémur demonstravam osteopenia ou osteoporose foram convidadas
a realizar suplementacdo com 800 UI de vitamina D isolada por 12 meses. Nesta
segunda etapa da pesquisa houve baixa adesdo das pacientes, pois a maioria foi
orientada por seus médicos oncologistas a iniciar tratamento profildtico para fraturas
O6sseas com bisfosfonatos. As 21 pacientes que aceitaram fazer uso da
suplementacdao de vitamina D na dose de 800 Ul/dia por 1 ano tiveram seus

resultados de DMO de colo de fémur comparados pré e pds tratamento. (Tabela 4).
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DXA - Colo (g/cm3)

Nenhuma das pacientes que fizeram uso da suplementacdo de vitamina D por 12

meses apresentou fratura até o fim da pesquisa.
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Gréfico 1 — Blox-plot dos valores de DEXA de coluna lombar e colo de

fémur nos 2 grupos de acordo com o tempo de medicacao.
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O In. Aromatase

Vitamina D(pg/ml)
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Grafico 2 - Blox-plot dos valores de Vitamina D nos 2 grupos de acordo com
o tempo de medicacgdo.
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Graéfico 3 - Blox-plot dos valores de Calcemia nos 2 grupos de acordo com o
tempo de medicagdo.
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Griéfico 4 - Blox-plot dos valores de Calcitria nos 2 grupos de acordo com o
tempo de medicagdo.
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Gréfico 5 - Blox-plot das idades nos 2 grupos de acordo com o tempo de
medicagao.

52



Nome

LAMR

CLSC

MAC

AP

IBR
MLSF
MLB
MCG
JVT

VM
DMTC

GFS
CMR
GAPC
EBG
DP

LES

ES
ECT

RFB

antes e apos tratamento de 12 meses com 800 UI de vitamina D isolada.

DMO —colo DXA - colo

t1 (g/cm3)
0,615
0,533
0,712

0,689

0,711
0,674
0,686
0,723
0,567

0,689
0,831

0,731
0,799

0,888

0,661
0,703
0,810
0,812
0,644

0,565

Tabela 5 — Resultados das DMOs de colo de fémur direito e coluna lombar

t2 (g/cm3)
0,667
0,552
0,699

0,677

0,882
0,761
0,703
0,711
0,688

0,699
0,814

0,773
0,723

0,881

0,716
0,728
0,822
0,824
0,639

0,756

DMO -
coluna t1
(g/cm3)
0,887
0,906
0,789

0,672

0,822
0,910
0,698
0,806
0,802

0,81
1,236

0,987
0,988

0,926

0,731
0,912
0,993
0,924
0,877

0,987

DMO -
coluna t2
(g/cm3)
0,881

0,911
0,767
0,699
0,835
0,932
0,712
0,799
0,842
0,821
1,198
0,999
0,992
1,021

0,813

0,966
0,989
0,955
0,886

1,111
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1,25 1,25
Vitamina D Vitamina D
t1 (pg/ml)  t2 (pg/ml)
20,2
52
21,9
44
18,6
36
18,2
58
17,5 40
18 50
11 33
14 38
19 46
20 55
20,1 47
18,9 41
20,4 34
19,7 32
18,8
42
16,3
38
16,7
40
16,4 46
12,2 49
10,2 36

Tipo de
droga

In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase
In.
Aromatase

Tempo med
(anos)
1a2
1a2
1a2
1a2
4a5b
4ab
4ab
4ab
4a5b
4ab
<1
<1
<1
<1
2a3
2a3
2a3
3a4
3a4

3a4



Andlise Estatistica
Neste estudo, para cada uma das hipéteses formuladas, realizamos

metodologias distintas de andlise estatistica:

Hipdétese 1: Usudrias de inibidores de aromatase possuem menor massa
mineral 6ssea quando comparadas ao grupo controle (usudrias de tamoxifeno).

Para testar essa hipdtese utilizamos a comparagcdo de médias de DMO nos
grupos como um todo, ndo considerando as varia¢des dos valores no tempo. A
medida de tendéncia central usada foi a média das varidveis e a medida de
variabilidade foi o desvio padrdo para os todos os dados. O teste de Shapiro-Wilk
demonstrou que tanto vitamina D quanto DMO apresentam distribui¢do normal
(tabela 5), o que nos permite utilizar o teste t para comparacdo das 2 varidveis

independentes.

Tabela 6 — Teste de normalidade de Shapiro Wilk para DMO e vitamina D

Teste para Normalidade DMO
Teste Estatistica p-Valor

Shapiro-Wilk W | 0972472 | Pr<W | 0.1105

Teste para Normalidade VIT D
Teste Estatistica P-Valor

Shapiro-Wilk W | 0.979005  Pr<W | 0.2633
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Tabela 7 — Determinagdo da igualdade de variancia dos valores de DMO entre os 2 grupos

Igualdade de Variancias

Variavel Graus de Liberdade do Graus de Liberdade do Valor F Valor p
numerador denominador
DMO 79 66 2.87 <.0001

Tabela 8 — Determinagdo do valor de p para comparacio das médias de DMO dos 2 grupos

Teste T
Variavel Variancia Graus de Liberdade Valor t Valor p
DMO Unequal 131 2.44 0.0162

Como o p-valor para o teste de igualdade de variancia € significativo, ou seja as
variancias sao diferentes, utilizamos o teste t unequal para comparagcdo das médias (tabela
6).

Com o valor de p de 0.0162 (tabela 7) consideramos que as médias de DMO entre
os grupos sdo estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de significincia e que usudrias de

inibidores de aromatase possuem menores DMOs em relag@o ao grupo controle.

Hipotese 2: Usudrias de inibidores de aromatase possuem menor valor de vitamina
D quando comparadas ao grupo controle (usudrias de tamoxifeno).

Para responder a essa pergunta utilizamos, da mesma forma, a comparacdo de
médias de vitamina D nos grupos como um todo, nao considerando as varia¢cdes no tempo.
Por meio de teste t comparamos as 2 varidveis independentes de acordo com a tabela a

seguir (tabela 8):
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Tabela 9 - Determinacdo do valor de p para comparacdo das médias de Vitamina D dos 2

grupos
Teste — T

Variavel Variancias | Graus de Liberdade | Valor T Pr > |t|

Vit D Equal 144 7.23 <.0001

Como o p-valor para o teste de igualdade de variancia € ndo significativo, ou seja as
variancias sdo iguais, utilizamos o teste t equal para comparacao das médias.

Com o valor de p de 0.0001 (< 0,001) consideramos que as médias de vitamina D
entre os grupos sdo estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de significancia e que
usudrias de inibidores de aromatase possuem menores valores de vitamina D em relacio ao

grupo controle.

Hipotese 3: Existe correlagdo entre valores de vitamina D e DMO, ou seja, a queda
dos valores de vitamina D acompanha a queda da massa mineral ossea.

Com o intuito de avaliar a real existéncia de uma relacdo entre valores de DMO
aferido por densitometria dssea e valores séricos de vitamina D, inicialmente utilizamos
apenas o grupo controle que supostamente ndo apresenta alteracdo da massa Ossea,
calculando o indice de correlagdo de Pearson entre as varidveis. O grafico de dispersao
entre valores de DMO do colo de fémur D X valores de vitamina D ndo levou em
consideracdo o tempo de utilizacdo da droga, uma vez que a mesma ndo possui efeito
negativo sobre a massa mineral dssea no grupo controle.

Os grupos apresentaram valores distintos de correlagcdo para as varidveis vitamina D
e DMO do colo do fémur. Como esperado, o grupo controle apresentou correlacdo
significativa ao nivel de 5% (r = 0,633 com p-valor de 0,000), o que demonstra que quanto
maior o nivel de vitamina D, maior também serd a DMO da paciente conforme dados

prévios da literatura (20, 39, 52) - gréfico 6.
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Contrariamente a hipétese inicial, no caso do grupo de usudrias de inibidores de
aromatase, o coeficiente de correlacdo foi de 0.287 com p-valor de 0,01, o que quer dizer

que a correlagdo € baixa, porém significativa ao nivel de 5% de confian¢a — gréfico 7.

Grafico de Dispersao: DMO vs VIT D (Grupo Usuarias de Tamoxifeno)
1.2

1.14
1.04
DMO

0.9

0.87

0.7

20 30 40 50 60
VITD

Gréfico 6 — Correlacdo entre valores séricos de vitamina D e DMO em usudrias de
tamoxifeno (grupo controle).

Grafico de Dispersdo: DMO vs VITD (Grupo usuarias de Inib. Aromatase)

1,24 °
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Grafico 7 — Correlacdo entre valores séricos de vitamina D e DMO em usudrias de
inibidores de aromatase.
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Ainda que a diminuicdo dos valores das médias obtidas em cada tempo para cada
variavel pareca ser 6bvio (grafico 8), o indice de correlagdo entre DMO do colo do fémur e
vitamina D foi baixo. Isso poderia ser explicado por uma maior queda dos valores de
vitamina D no tempo quando comparada a queda da DMO, ja que, ao contrdrio do grupo
controle, existe um efeito cumulativo da utilizagdo de anastrozol sobre a massa mineral
Ossea. Para testar esta hipdtese que explicaria a baixa correlagdo entre as varidveis,
utilizamos a comparagdo das taxas de queda dos valores de cada varidvel em cada intervalo
de tempo de utilizacdo da droga. O coeficiente de inclinacdo das retas para cada uma das
variaveis nos permite fazer comparagdes entre as quedas. O grafico 9 representa as quedas
das varidveis DMO e valores de vitamina D nos intervalos de tempo de utilizacdo de

anastrozol: 1 a2 anos, 2 a3 anos, 3 a4 anos € 4 a 5 anos.

Vitamina D e Dexa no tempo
0,95 30 Vitamina D
Dexa o
' 30
0,85
28
0,8
26
0,75
24
0,7
0,65 22
0,6 20
1 2 3 4 5
Tempo
Média DMO Inib. Aromatase Média DMO Tamox
Médias Vit D Inib. Aromatase Média Vit D Tamox

Grafico 8 — Valores das médias de vitamina D e DMO de usuarias de anastrozol e

de tamoxifeno de acordo com o tempo de utilizacio da droga
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Gréfico 9 — Queda dos valores de médias de DMO e vitamina D nos intervalos de

tempo de utilizacdo do inibidor da aromatase.

A avaliacdo da queda das médias requer atencdo, pois pode nos levar a pensar que
em alguns momentos as varidveis sobem. De fato o que se depreende dos graficos é que a
partir de 1 ano de utilizacdo do inibidor da aromatase ha uma queda mais acentuada dos
valores de vitamina D do que dos valores de DMO, apesar de ambos cairem em termos
absolutos. A queda da vitamina D se mantém com inclinacdo mais forte que a queda da
DMO até o terceiro ano de utilizagio da droga, quando entoa se estabiliza. E a partir de 4
anos de utilizacdo do anastrozol que a queda na DMO se torna realmente importante e

supera a queda da vitamina D.
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Hipotese 4 - Utilizar suplementos de vitamina D altera a massa mineral ossea de
pacientes usudrias de inibidores de aromatase.

Para testar a hipétese de que vitamina D possui efeito positivo sobre a massa
mineral ¢ssea de pacientes usudrias de inibidores de aromatase, comparamos os valores das
médias de DMO pré e pds-tratamento com suplementos de vitamina D isolada. Para tal
utilizamos a comparacdo de médias de amostras pareadas por meio de vetores de contraste

(tabela 9).

Tabela 10 — Dados da comparacdo de médias pré e pds tratamento com vitamina D.

Média das diferencas dos vetores Intervalo de confianca Valor p

-0.0233 -0.041816 a -0.004784 0.0014361

Observando os resultados acima, temos que existe diferenca significativa entre os
valores de DMO pré e pds-tratamento com vitamina D ao nivel de 5% de significancia e

atribuindo valores normais de vitamina D sérica superiores a 30 ng/dl.
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Discussao

A utilizacdo de vitamina D como fator de preven¢do de doengas ja foi aventada por
vdarios autores para o tratamento de indmeras patologias, incluindo vérios tipos de cancer
(61, 62, 63, 64, 65, 66). No caso especifico do cancer de mama, e especialmente no caso de
pacientes que fazem uso de inibidores da aromatase, o uso de vitamina D como
suplementagdo parece ser interessante por sua acdo anti-proliferativa e também por sua
acdo positiva sobre a massa dssea, atuando como um fator de prevenc¢do de osteoporose. No
caso do efeito anti-proliferativo, aventa-se que a vitamina D possua ac¢do na prevencdo do
aparecimento e crescimento de tumores, além de metdstases atuando como um hormonio
nos receptores nucleares espalhados pelo organismo, especialmente nos 6rgaos-alvo (66).
No caso especifico do cancer de mama sao necessarios novos estudos que estabelecam essa
relacdo no que se refere principalmente as metédstases 6sseas. A descoberta de que o tecido
mamario expressa 1-alfa-hidroxilase fez surgir a hipotese de uma via pardcrina de acao da
1,25-OH-vitamina D. A acdo anti-proliferativa local da vitamina seria, segundo a hipotese,
tecido-especifico e ndo poderia ser detectada no sangue periférico. Desta forma, a 25-OH-
vitamina D e ndo a 1,25-OH-vitamina D tornar-se-ia o metabdlito a ser dosado, pois
manteria a expressdo do gene que medeia a expressdo do receptor (VDR) nas células
mamadrias. Nesse sentido, uma avaliacdo mais global passaria pela dosagem de ambas as
formas de vitamina D (64, 70).

Qualquer que seja a via de ac@o da vitamina D na prevencdo da progressao tumoral,
estudos ainda sdo necessarios para se estabelecer um protocolo que introduza a vitamina D
no arsenal terap€utico de pacientes com cancer. No que tange a prevencdo de fraturas
osteopordticas, no entanto, nosso estudo deixa claro que sua utilizacdo melhora a massa
mineral dssea mesmo em um curto espaco de tempo e deveria ser indicada para pacientes
em uso de inibidores da aromatase, principalmente quando a dosagem da vitamina D no
sangue demonstra valores inferiores a 30 pg/dl. Muitos estudos ja demonstraram que a
suplementagdo oral de vitamina D aumenta a DMO (27, 58, 60). Essa correlagao foi agora
estabelecida para pacientes usudrias de inibidores da aromatase.

Nosso estudo demonstrou que pacientes usudrias de inibidores da aromatase
apresentam valores inferiores de vitamina D sérica em relacdo ao grupo controle, entdo é

possivel que haja uma relacdo entre niveis baixos de estrogénio e de vitamina D. A
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deficiéncia do estrogénio reduz a ativagdo metabdlica da vitamina D e a expressdo de seu
receptor no nuicleo (64), mas é provdvel que existam outras relacdes entre as duas
substancias. Em que extensao o estrogénio poderia modular a acdo da vitamina D ainda estd
obscuro. Ainda assim, mesmo em um ambiente pobre em estrogénio — como € o caso de
pacientes em tratamento com inibidores da aromatase — a suplementagao oral com vitamina
D isolada melhorou a massa mineral dssea.

Em nosso estudo, apesar de vdrias pacientes terem obtido critério clinico para uso
de vitamina D — devido essencialmente a baixa dosagem sérica da vitamina e a resultados
de densitometria dssea evidenciando osteopenia e/ou osteoporose -, apenas 21 participaram
da segunda fase do projeto que constava de uma comparacao entre as densitometrias dsseas
antes e apds 12 meses de tratamento com vitamina D isolada. Isso ocorreu em grande parte
devido a gravidade da perda Ossea encontrada em alguns casos que resultou na prescricao
de bisfosfonatos, além da vitamina D. A maioria dos oncologistas ndo aceitou manter a
paciente em uso isolado de vitamina D pois concluiu que o risco de fratura era elevado e
que as evidéncias em relacdo a eficicia da suplementacdo com cdlcio ou célcio e vitamina
D eram limitadas (27). Vérios ensaios clinicos controlados de suplementacdo de cdlcio e
vitamina D para mulheres na pos-menopausa como um todo mostraram reducdo da perda
dssea no fémur e em outros sitios principalmente no primeiro ano de uso da suplementacao
(36). N6s testamos esse efeito em mulheres em uso de inibidor de aromatase com o intuito
de analisar se a melhora na massa Ossea poderia sobrepujar os efeitos negativos da
hormonioterapia. O efeito foi comprovado mesmo com uma amostra pequena de
individuos. O efeito positivo da suplementacdo de vitamina D foi evidenciado por meio de
densitometrias 0sseas. Bidpsias dsseas — que ndo foram realizadas neste estudo - poderiam
ter avaliado microscopicamente a extensdao da acdo da vitamina D sobre o 0sso em um
ambiente pobre em estrogénio.

A utilizacdo de suplementos de vitamina D para pacientes usudrias de inibidores de
aromatase pode aumentar os custos do tratamento e seguimento de pacientes com cancer de
mama, por ser mais um item a ser adicionado. Os custos dos suplementos de vitamina D
nao foram alvo deste estudo, porém sdo pequenos quando comparados aos custos da

hormonioterapia, de bisfosfonatos e do tratamento clinico-cirtrgico de eventuais fraturas
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por osteoporose (36), de modo que consideramos a utilizacdo de suplementos de vitamina
D uma excelente politica profildtica para os agravos relacionados a osteoporose.

Encontramos curiosamente uma maioria de pacientes cujos niveis de vitamina D
eram baixos ou limitrofes, mesmo no grupo de usudrias de tamoxifeno. Ainda que os
valores de vitamina D fossem superiores no grupo controle (e concordantes com os de
DMO também superiores), de um modo geral encontramos uma caréncia cronica de
vitamina D na populagdo brasileira, mesmo com o grau elevado de insolagdo do pais. Esses
dados sdo concordantes com estudos prévios que demonstram os baixos niveis de vitamina
D na populagdo brasileira geral (73) e mundial (74).

Uma indagacdo pertinente que veio a tona quando da realizacdo da pesquisa foi
sobre a formacao do grupo controle. A escolha por pacientes usudrias de tamoxifeno como
grupo controle se deu devido a necessidade de se formar um grupo com o mesmo tipo de
cancer, com necessidade de fazer uso de hormonioterapia e com o mesmo perfil etdrio,
porém utilizando uma droga que ndo tivesse efeito negativo sobre a massa dssea. O
tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogénio, pareceu ser a escolha mais
acertada, pois ndo causa deplecdo da massa mineral 6ssea. Alguns estudos sugerem, no
entanto, que, ao contrdrio, existe efeito positivo sobre o tecido Osseo e uma eventual
melhora da massa mineral dssea com o tempo de utilizacdo de tamoxifeno (5, 17, 19).
Neste caso, a comparacdo nao seria a ideal, uma vez que os efeitos de anastrozol e
tamoxifeno sdo antagbnicos € que o grupo controle pode apresentar DMO superior ao da
populacdo geral. Mantivemos, ainda assim, esse grupo como controle pois se tratava do
grupo com perfil mais préximo ao do grupo estudado. Um grupo controle ideal — pacientes
com cancer de mama sem qualquer tratamento — nao se encontra, nem € aceitavel do ponto
de vista ético.

Neste estudo realizamos exames de calcemia e calcidria conjuntamente as dosagens
de vitamina D sérica. A realizacdo desses exames teve o intuito de descartar patologias
metabodlicas e/ou Osseas tais como hipoparatiroidismo que podem alterar os valores de
vitamina D e/ou de DMO e que gerar confundimento quando da andlise dos dados.
Também na andlise das densitometrias dsseas, optamos pela utilizacdo de apenas 1 medida
de DMO com o intuito de facilitar a andlise estatistica dos dados. A DMO do colo de fémur

foi escolhida, pois consideramos que o colo do fémur é o melhor sitio para a avaliacdo da
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massa mineral 6ssea. Muitas pacientes que possuem desvios da coluna ou espondiloartrose
tém um aumento da densidade mineral dssea relacionada a esclerose das superficies discais
e das facetas articulares da coluna lombar, porém sem aumento da densidade mineral do
0ss0 esponjoso no interior do corpo vertebral. Isso gera um falso entendimento de que a
massa Ossea estd preservada quando que na verdade pode haver um grau avancado de perda
dssea com risco inclusive de fratura (35, 43). Desta forma, as medidas de DMO da coluna
lombar foram analisadas apenas para corroborar os valores determinados para o colo do

fémur e nao foram levadas em considera¢ao quando da anélise dos dados.
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Conclusoes

Pacientes com cancer de mama com receptor estrogénico positivo que possuem
indicacdo de fazer uso de inibidores da aromatase apresentam tendéncia a perda de massa
Ossea com a vigéncia do tratamento. A perda da massa dssea é tempo-dependente e mais
acentuada apds 3 anos de tratamento. A avaliacdo do decréscimo da densidade mineral
Ossea pode ser feita por meio de densitometrias Osseas, porém dosagens seriadas de
vitamina D podem auxiliar no diagndstico das pacientes em risco.

O presente estudo nos possibilitou concluir que pacientes cujo estado hormonal é
baixo devido ao uso de inibidores da aromatase podem se beneficiar de suplementacdo de
vitamina D, uma vez que isoladamente, a vitamina D demonstrou melhorar a massa mineral

dssea, ainda que em um ambiente pobre em estrogénio.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Dosagens séricas de Vitamina D e Cdlcio como fatores preditivos do
status da massa mineral ossea em mulheres em uso de inibidores de aromatase e
tamoxifeno: estudo comparativo”

Nome do Pesquisador: Ana Karina Bartmann.

Nome do Orientador: Prof. Dr. Jodo Francisco Marques Neto

Nome:
RG: Idade:

Endereco:

Aceito participar do estudo proposto no qual fornecerei informagdes sobre o risco de
perda de massa dssea durante o tratamento com tamoxifeno ou inibidor da aromatase por
meio de densitometrias Osseas e amostras de sangue a serem colhidas em uma veia dos
bracos (volume 10 ml). Estou ciente de que estes exames serdo utilizados para a avaliagdao
do risco de diminuicdo da massa dssea. Estou ciente também de que ndo terei prejuizos com
a realizagdo destes exames e de que serei avisada por carta ou telefone dos resultados. Essa
¢ uma 4rea em grande evolucdo na Medicina, portanto, caso existam, amostras a mais de
sangue poderdo ser armazenadas por meio de congelamento no mesmo laboratério onde for
realizada a coleta. Estou ciente de que a utilizacdo desse material em qualquer outro estudo
devera ser aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
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ABSTRACT

Introduction: The use of aromatase inhibitors for long term treatment of patients
with positive hormonal receptors breast cancer has been considered a good way to control
the disease in terms of recurrence and local/ distant metastasis. Unfortunately however,
aromatase inhibitors can reduce severely the mineral bone mass. Because of this fact,
nowadays it has been considered of utmost importance to perform bone densitometries and
collect samples of blood bone quality markers in the follow up of these patients. Vitamin D
is of special interest in terms of cancer, since it could be good predictor of the development
not only of osteoporosis but also of bone metastasis and tumoral recurrence in the breast.

Material and Methods: We compared levels of blood vitamin D and bone mineral
density of 80 patients using aromatase inhibitors and 67 patients using tamoxifen (control
group) in order to verify the relation between both variables. Patients were stratified by
time of medication use: <1 year, 1-2 years, 2-3 years, 3-4 years and 4-5 years. Twenty-one
patients with low BMD and similarly low values of blood vitamin D were treated with oral
vitamin D supplementation 800 IU per day dose for 1 year. Values of BMD before and
after treatment were compared.

Results: Aromatase inhibitors users have smaller BMD (p value = 0.0162) as well as
lower levels of vitamin D (p value = 0.0001) in comparison to the control group. Groups
presented distinct correlation values for the variables vitamin D and BMD. As expected, the
control group showed a significant correlation (r = 0.633 with p-value = 0.000). The group
of aromatase inhibitors users presented a low correlation coefficient (r = 0.287 with p-value
=(.01), which was explained by a greater decrease in the values of vitamin D in time when
compared to the decrease in BMD. Finally we notice a significant difference between BMD
values before and after one-year treatment with vitamin D.

Conclusion: We suggest that women in treatment with aromatase inhibitors who
have low vitamin D levels receive dietary supplements of it, whether or not they have
osteopenia or osteoporosis. Despite the fact that there is no protocol for breast cancer
prevention with dietary supplements of vitamin D, we also suggest that women with high
risk for breast cancer should undergo blood measurements of vitamin D and receive

supplements if blood samples show low levels of it.
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1. INTRODUCTION

The use of aromatase inhibitors in long term treatment of patients with positive
hormonal receptors breast cancer has been considered a good way to control the disease in
terms of recurrence and local/ distant metastasis [1, 2, 3]. The action mechanism of this
class of drugs — as the name shows — is based on the peripheral blockage of adrenal
hormones conversion into estrogen. Not only the androstenedione way but also the
testosterone way have estrogen as final result of aromatase action. In the case of menopause
patients or those who were submitted to surgical castration the only possible estrogenic
stimulation will be the peripheral conversion of adrenal hormones since ovarian hormones
do not exist. This is why the use of aromatase inhibitors is well indicated for this group of
patients [1, 2].

Unfortunately however, it has been noticed that aromatase inhibitors have a
potentially severe side effect which is the reduction of the mineral bone mass [1, 2, 4, 5, 6].
Some authors have even questioned the indication of its use, since bone depletion could be
really severe [2, 5]. It must be realized, however, that aromatase inhibitors are great agents
capable of reducing the risk of recurrence (local and distant metastasis) and are superior to
tamoxifen in terms of disease-free survival [1, 4, 7]. What causes depletion is the almost
complete reduction of estrogens and their action on bones, associated with the fact that the
majority of women are postmenopausal [8, 9].

The action of estrogen in bone remodeling is based on the reduction of the number
of osteoclast and its activation. The effects on osteoclast are probably indirectly mediated
by products secreted by osteoblast which modulate the action of mature osteoclasts and
their apoptosis frequency. Moreover, estrogen receptors (a and B) have been identified in
osteoblasts and on the surface of trabecular bone [4]. Since low levels of blood estrogen
clearly influence bone turnover and are related to trabecular bone loss, it is not surprising
that the bone mass would be affected when menopause patients use aromatase inhibitors.

Because of this fact, it has been recently considered of utmost importance to

perform bone densitometries as a method of evaluation and follow up of patients using this

77



class of drugs [3, 10]. Moreover, some authors have postulated the necessity of collecting
serial samples of blood bone quality markers [3, 5]. This is how vitamin D has shown to be
useful. First because the normal bone development needs normal levels of vitamin D since
it modulates the expression of a variety of osteoblasts genes and the differentiation of
osteoblasts, and secondly because in terms of breast cancer itself there is a reduction of
tumoral cells in women with normal vitamin D levels due to its own anti-proliferation

action [7, 11, 12, 13].

1.1 The role of Vitamin D

Vitamin D is of special interest in terms of cancer, since many authors have pointed
a relation between low levels of vitamin D and tumors such as those of prostate and of
breast [14, 15, 16, 17, 18, 19]. It is now acknowledged that vitamin D receptors exert
effects in almost every tissue in the body, including endocrine glands, affecting
proliferation, differentiation, and apoptosis of normal and abnormal cells.

Vitamin D can be provided by sun exposure or by diet. Whatever the source of
vitamin D, it is converted into 25 (OH) Vitamin D3 in the liver and stored in adipose cells
[20]. As vitamin D functions are related to its action on its receptor (called VDR — vitamin
D receptor) and 25 (OH) Vitamin D3 cannot bind to VDR, it is only after conversion by la
hidroxylase into 1,25 (OH) Vitamin D3 in the kidneys that it will act in the whole body
[14,15,16,17]. Normal mammary cells also express 1a hidroxylase, which converts 25(OH)
D3 into 1,25(OH) D3. Since 1,25 (OH) D3 — and not 25(OH) D3 - inhibits transformed
mammary epithelial cells growth, it is necessary to measure this type of vitamin D in the
blood [13, 14, 17]. Breast cells have VDR in their cores, so it has been supposed that
vitamin D plays a role in breast cancer cells by activating apoptosis and reducing IGF 1,
which reduces the activation of malignant cells [17, 21, 22] — Figure 1.

Since the majority of women who take aromatase inhibitors for breast cancer
treatment are postmenopausal, low vitamin D levels are very frequently observed. Older
women synthesize less vitamin D from dehydrocholesterol in the skin and estrogen
deficiency reduces the expression of vitamin D receptor and also its metabolic activation
[17]. Besides, the incidence of breast cancer increases with age and about three-quarters of

the affected women are postmenopausal [8].
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Ultimately, blood levels of vitamin D (1,25 OH vitamin D3) could be good
predictor of the development not only of osteoporosis — due to its relation with the mineral
bone status - but also of bone metastasis and tumoral recurrence in the breast, as far as
optimal vitamin D status may protect against mammary transformation and disease
progression. This is important for women with estrogen blockage since hormonal markers
are irrelevant in those cases.

Finally, we focused on determining the profile of aromatase inhibitors users in terms of
BMD, vitamin D and calcium and defining the effects of oral vitamin D supplementation in
these patients. We tested the following hypothesis: 1- Users of aromatase inhibitors have
lower bone mineral mass compared to the control group; 2-Users of aromatase inhibitors
have lower values of vitamin D compared to the control; 3- There is a correlation between
values of vitamin D and BMD, ie, a decrease in vitamin D is followed by a decrease in
bone mineral density and 4- Use of vitamin D supplementation changes bone mineral mass

of patients in use of aromatase inhibitors.

2. MATERIAL AND METHODS

To study the effects of vitamin D on bone density of patients using aromatase
inhibitors we prospectively studied 147 patients with positive hormonal receptors breast
cancer in terms of mineral bone status, calcium and vitamin D. All patients met the
following inclusion criteria: 1) had undergone previous surgical treatment; 2) had
indication for long-term hormone therapy. Non inclusion criteria were: 1) prior bone
disease such as osteoarthritis or bone metastases; 2) use of medications which interfere in
bone physiology such as corticosteroids, vitamin D, calcium supplements and

bisphosphonates.

2.1. Groups design

We divided patients in two groups: the aromatase inhibitors group was composed
by 80 patients using only anastrozole 1mg per day. To minimize bias, other types of
aromatase inhibitors were not considered for this study. The control group was composed

by 67 patients using only tamoxifen 10mg per day. As known, tamoxifen does not have a

79



negative effect on bone density, so we considered this group as a control group. All patients
included in the study were matched for age and had no other diseases. Both groups were
then stratified by time of medication use into 5 groups: 0-12 months (<1 year), from 13 to
24 months (1-2 years), 25-36 months (2-3 years), 37-48 months (3-4 years) and 49-60
months (4-5 years). All patients underwent laboratory evaluation consisted of blood
calcium and vitamin D tests (1,25 OH vitamin D), and 24 hours urine calcium test as well
as radiologic evaluation consisted of bone densitometry (DEXA). All examinations were

performed in the same laboratory and at the same clinic with the same radiological

densitometer (Lunar Prodigy Primo™, 2008 - GE Health Care, USA) and analyzed by a
single physician.

The values obtained were recorded according to time of drug use. The considered
values for bone densitometry analysis were the bone mineral density (BMD) of the right
femoral neck and lumbar spine. All results were recorded in numeric form (value of bone
mineral density in g/cm3) and not just classified as normal or not. This allowed us to
calculate averages, so we calculated the average values for each variable in all subgroups:
femoral neck BMD, lumbar spine BMD, blood calcium, blood vitamin D and urine
calcium. Groups were homogeneous in regard to age.

All subjects signed an informed consent form prior to participation in this study.
This study was conducted from January 2009 to October 2011 with the consent of the

Institutional Review Board.

2.2. Treatment with Vitamin D

In a second step, we selected all patients whose bone densitometry results showed
values of low BMD associated with similarly low values of blood vitamin D. To those
patients we proposed oral vitamin D supplementation (without calcium) 800 IU per day
dose for 1 year. Most patients at this point received also a prescription of bisphosphonates
from their doctors, so they were automatically excluded. From 98 patients selected, only 21
followed our protocol. Our aim was to correlate the results of bone densitometry before and

after supplementation with vitamin D, even during the use of aromatase inhibitors, to see if
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there was a protective effect of short-term vitamin D supplementation for patients with

breast cancer.

3. THEORY / CALCULATION AND RESULTS

In this study, for each of the hypotheses, we conducted separate statistical
methodologies. Main data of each group is shown in table 1.

Hypothesis 1: Users of aromatase inhibitors have lower bone mineral mass
compared to the control group (tamoxifen users). To test this hypothesis we used to
compare mean BMD in the groups as a whole, not considering the variations of values in
time. The measure of central tendency used was the average of the measured variables and
the variability was the standard deviation for all data. The Shapiro-Wilk test showed that
both vitamin D and BMD have a normal distribution, which allows us to use the t-test for
comparison of two independent variables. The mean BMD between the groups were
statistically different at a significance level of 5% (p value = 0.0162), so that we can
conclude that users of aromatase inhibitors have smaller DMOs in comparison to the
control group.

Hypothesis 2: Users of aromatase inhibitors have lower values of vitamin D
compared to the control group (tamoxifen users). As we did earlier to test hypothesis 1, we
also compared averages of vitamin D in groups as a whole, not considering the variations in
time, using the t-test. As a result we found that users of aromatase inhibitors have lower
levels of vitamin D when compared to the control group (p value = 0.0001 at a significance
level of 5%).

Hypothesis 3: There is a correlation between values of vitamin D and BMD, ie, a
decrease in vitamin D is followed by a decrease in bone mineral density. In order to test the
actual existence of a relationship between BMD values measured by bone densitometry and
serum vitamin D, we initially took only the control group that supposedly has no change in
bone mass, calculating the Pearson correlation coefficient between variables. To make a
scatter plot of femoral neck BMD values versus vitamin D values, we did not take into
consideration the time of drug use, since tamoxifen has no negative effect on bone mineral

mass.
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As presumed, groups presented distinct correlation values for the variables vitamin
D and BMD. As expected, the control group showed a significant correlation (r = 0.633
with p-value = 0.000), demonstrating that as the levels of vitamin D increase, patients”
BMD also increases — Figure 2.

Unlike the initial hypothesis, the group of aromatase inhibitors users presented a
correlation coefficient of 0.287 with a p-value of 0.01, which means that the correlation is
low but significant at a confidence level of 5% - Figure 3. Although the decrease in the
mean values obtained at each time point for each variable seems obvious (Figure 4), the
correlation between femoral neck BMD and vitamin D was low. This could be explained by
a greater decrease in the values of vitamin D in time when compared to the decrease in
BMD, since, unlike the control group; there is a cumulative effect of the use of anastrozole
on bone mineral mass. To test this hypothesis which could explain the low correlation
between the variables we compared the decrease rates of each variable in time. The slope
coefficient of the lines for each variable allows us to make comparisons between the
decreases. Figure 5 represents these decreases by time of drug use: 1-2 years, 2-3 years, 3-4
years and 4-5 years.

The evaluation of averages” decreases requires attention because it can lead us to
believe that in some instances the variables increase. In fact what is seen from the graphs is
that from one year of aromatase inhibitor use onwards there is a more pronounced decrease
in the amounts of vitamin D in relation to BMD values, although both decrease in absolute
terms. The decrease of vitamin D remains with the strongest inclination in relation to the
fall of BMD from 2 years of drug use onwards, but it stabilizes from three years onwards. It
is from 4 years of use of anastrozole onwards that the decrease in BMD becomes really
important and outweighs the fall of vitamin D.

Hypothesis 4 — Use of vitamin D supplementation changes bone mineral mass of
patients in use of aromatase inhibitors. To test this hypothesis, we compared BMD mean
values before and after treatment with vitamin D supplements alone. We compared the
means of paired observations by contrast vectors. With the mean difference vector equal to
-0.0233 (confidence interval of -0.041816 to -0.004784) and p-value of 0.0014361, we
notice a significant difference between BMD values before and after treatment with vitamin

D alone, considering normal vitamin D levels above 30ng/ml at a significance level of 5%.
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4. DISCUSSION

The use of vitamin D as a disease prevention factor has been suggested by several
authors for the treatment of many diseases, including many types of cancer [14, 15, 16, 17,
18, 19, 20]. In the specific case of breast cancer, and especially in patients taking aromatase
inhibitors, the use of vitamin D supplements could be interesting for its anti-proliferative
action and also for its positive action on bone mass, preventing osteoporosis. In the case of
its anti-proliferative effect, it is supposed that vitamin D plays a role in the prevention of
tumor growth and metastases by acting as a hormone in all vitamin D nuclear receptors
spread throughout the body, especially in target organs [11, 12, 14, 16, 17, 19, 23]. In the
specific case of breast cancer further studies are necessary to establish this relationship
regarding mainly bone metastases. The discovery that the breast tissue expresses an alpha-
hydroxylase enzyme has raised the hypothesis that 1,25-OH vitamin D may act by a
paracrine way. The anti-proliferative site of vitamin D would be, in the hypothesis, tissue-
specific and could not be detected in peripheral blood. Thus, 25-OH-vitamin D and not
1,25-OH-vitamin D would become the metabolite to be measured, because it maintains the
expression of the gene which mediates the expression of the receptor (VDR) in mammary
cells. In this sense, a more comprehensive assessment would require the dosage of both
forms of vitamin D [16, 17, 21].

Whichever is the way of vitamin D action in preventing tumor progression, further
studies are necessary to establish a protocol to introduce vitamin D as another therapeutic
weapon for patients with cancer. Regarding the prevention of osteoporotic fractures,
however, our study clearly shows that its use improves bone mineral mass even in a short
period of time and should be indicated for patients using aromatase inhibitors, especially
when vitamin D in blood is less than 30ng/ml. Many studies have already shown that
treatment with oral vitamin D improves BMD [24, 31, 32]. This correlation is now well
established for patients using aromatase inhibitors.

Our study showed that patients in use of aromatase inhibitors have lower vitamin D
levels in comparison to the control group, thus there may be a relationship between low
levels of estrogen and vitamin D. A deficiency of estrogen reduces the metabolic activation

of vitamin D and its receptor expression in the nucleus [17], but it is likely that there are
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other links between the two substances. To what extent estrogen could modulate vitamin D
action is still unclear. Still, even in a low estrogen environment - as is the case of patients
treated with aromatase inhibitors - oral supplementation with vitamin D alone improved
bone mineral mass.

In our study, although several patients had achieved clinical criteria to use vitamin
D - due to low serum vitamin and bone densitometry results showing osteopenia and/or
osteoporosis — only 21 participated in the second phase of the project which consisted in a
comparison of the bone densitometry before and after 12 months of treatment with vitamin
D supplement. This was largely due to the severity of bone loss that in some cases resulted
in the prescription of bisphosphonates. Most oncologists did not accept to prescribe only
vitamin D because they presumed the risk of bone fracture was high and the evidence of the
efficacy of vitamin D supplementation was limited [24]. Many other controlled clinical
trials of calcium and vitamin D supplementation in postmenopausal women showed a
reduction of bone loss during the first year of treatment already [25]. We tested this effect
in women taking aromatase inhibitor in order to verify if the improvement in bone mass
could overcome the negative effects of the hormone therapy. As a result, we found an
increase in BMD after one year treatment with vitamin D even in a small sample of
individuals taking anastrozole. The positive effect of vitamin D supplementation was
demonstrated by bone densitometry. Bone biopsies - which were not performed in this
study — would be capable to microscopically evaluate the real extent of vitamin D action in
the bone in a low estrogen environment.

The use of vitamin D supplements by patients using aromatase inhibitors may
improve breast cancer treatment, but also raise follow up costs. This study did not assess
the cost of treatment with vitamin D, but as compared to the cost of hormone therapy,
bisphosphonates and clinical/surgical treatment of osteoporotic fractures [25], it is
considered to be low. Therefore, it seems reasonable to take into consideration the use of
vitamin D supplements as an excellent prophylactic policy for osteoporosis related
damages.

Interestingly we found a majority of patients whose vitamin D levels were low or
borderline, even in the group taking tamoxifen. Although the values of vitamin D were

higher in the control group (which were also consistent with higher BMD values in this
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group), we found, in general, individuals with low to low/normal vitamin D levels. This can
be interpreted as a chronic deficiency of vitamin D in the Brazilian population, even in a
country with a high level of insolation. These data are consistent with previous studies that
also show low levels of vitamin D in the Brazilian and global population [26, 27, 28].

A relevant question that came up during the research concerned the formation of the
control group. We chose patients taking tamoxifen as a control group because they had the
same type of cancer, they also needed to block estrogen action in the breast and finally,
they had the same age profile. Tamoxifen, a selective estrogen receptor modulator (SERM)
seemed to be the best choice since it does not cause depletion of bone mineral mass.
However, some studies controversially suggest that, with time, the use of tamoxifen may
have a positive effect on bone tissue and possibly improve the bone mineral mass [29]. In
such case, the comparison might not have been ideal, since the effects of tamoxifen and
anastrozole are opposite and the control group may have had higher BMD levels than the
general population.

In this study we performed calcemia and calciuria exams together with dosages of
blood vitamin D. Those exams were performed to rule out metabolic and bone diseases
which could change vitamin D and/or BMD values and create confusion during data
analysis. In regard to bone densitometries, we decided to use only one BMD measure in
order to facilitate statistical analysis. The BMD of the femoral neck was chosen because it
is the best place for bone mass assessment. Many patients who have espondiloarthrosis
have also an increase in bone mineral density related to the sclerosis of disc surfaces and
articular facets of the lumbar spine, but no increase in mineral density of spongy bone
inside the vertebral body. This leads to the misinterpretation that the bone mass is preserved
when in fact it can have a severe degree of bone loss [10, 30]. Thus, lumbar spine BMD
measurements were analyzed only to corroborate the values determined for the femoral

neck and were not taken into account during analysis.

5. CONCLUSION
We suggest that women in treatment with aromatase inhibitors who have low
vitamin D levels should receive dietary supplements of it, whether or not they have

osteopenia or osteoporosis. Despite the fact that there is no protocol for breast cancer
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prevention with dietary supplements of vitamin D, we also suggest that women with high
risk for breast cancer should undergo blood measurements of vitamin D and receive

supplements if blood samples show low levels of it.
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Figure 1 — Vitamin D action on breast cells
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Figure 2 — Correlation between femoral neck bone mineral density (BMD) values

(g/cm3) and blood 1,25 (OH) Vitamin D3 levels (pg/ml) of tamoxifen users.
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Figure 3 — Correlation between femoral neck bone mineral density (BMD) values

(g/cm3) and blood 1,25 (OH) Vitamin D3 levels (pg/ml) of anastrozole users.
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Figure 4 — Femoral neck bone mineral density (BMD) and Vitamin D levels

according to time of treatment with aromatase inhibitors and tamoxifen.
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Figure 5 — Decrease rate in Bone mineral density (BMD) and Vitamin D levels

according to time of treatment with aromatase inhibitors.
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) . Standard .. st . 3rd .
Time Drug n Variable Mean Deviation Minimum Quartil Mediana Quartil Maximum
Femoral neck
BMD 0,85 0,09 0,65 0.8 0,84 0,9 1,01
Lumbar spine 5 0,16 0,62 0,94 1,01 1,12 1,24
Aromatase 71 BMD
In VitaminD 27,19 897 8.3 21,6 265 30,6 52,6
Calcemia 9,12 0.7 8 8.8 8.9 9.4 11
Calciuria 111,52 28,66 70 90 120 130 190
- Age 61,86 11,32 44 55 61 71 81
Femoral neck
BMD 0.9 0,07 0,75 084 0091 0,94 1,01
Lumbar spine
BMD 1,05 0,11 0,88 0,93 1.1 1,14 121
Tamox 13 vjaminD 30,57  4.56 21 28.4 30 34 38 4
Calcemia 8,79 0,53 8 8,6 8,8 9 9.9
Calciuria 108,38 36,92 68 78 112 126 182
Age 6323 997 48 55 62 70 80
Femoral neck
BMD 0.81 0,17 0,53 069 0,76 1,01 1,06
Lumbar spine ) o¢ 0.2 0,67 0,82 0,9 1,12 1,45
Aromatase 18 BMD
In VitaminD 2425 5,59 14,5 20,2 2345 28 35,3
Calcemia 9,45 0.87 8,6 8.9 9,2 9.6 12
Calciuria 103,06 26,53 60 78 107 128 144
Age 63,78 1039 44 55 65 70 80
R Femoral neck
BND 0.89 0,09 0,71 0,85 0.9 0,96 1,02
Lumbar spine
BMD 1 0,09 0,83 0,94 1 1,06 1,15
Tamox 16 vjaminD 30,88  5.83 17 28 32 335 41
Calcemia 8,76 0.6 7.8 8,25 8,85 9,15 9.9
Calciuria  106,5 35,98 68 78 97 124 190
Age 61,81 1033 44 55,5 61 69,5 81
Femoral neck
BMD 0,78 021 0.5 066 0,71 0,99 1,19
Lumbar spine ) o 0,19 0,71 0,79 0.9 1 1,3
Aromatase 14 BMD
In VitaminD 22,05 3,72 16,3 19,8 22 242 30,1
543 Calcemia 9,15 0,84 7.9 8,8 9 9.6 10,6
Calciuria 117,93 34,05 78 92 110 126 182
Age 6136 845 49 58 61 64 80
Femoral neck ) ¢ 0,08 0,76 0,86 091 0,96 1
BMD
Tamox 14 Lumbar spine
BMD ] 0,12 0,81 0.89 ] 1,04 1,28
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Vitamin D 30,5 6,61 18 27 30,5 32 46
Calcemia 8,71 0,5 8 8,3 8,75 9 9,8
Calciuria 106,64 36,27 60 81 95 142 174
Age 61,79 8,72 48 55 61 68 79
Femoral neck
BMD 0,76 0,13 0,57 0,64 0,76 0,89 0,98
Lumbar spine ) o 0,12 0,78 084 091 0,99 123
Aromatase 15 BMD
In Vitamin D 21,44 7,27 10,2 16,8 20,2 24 37,5
Calcemia 9,55 1,47 7.8 8,6 9,2 10 14
Calciuria 113,8 38,34 66 82 114 126 198
Age 63 10,25 46 56 63 72 80
dad Femoral neck
BMD 0,91 0,1 0,76 0,84 0,89 0,97 1,12
Lumbar spine
BMD 1,03 0,08 0,9 0,99 1,03 1,11 1,12
Tamox 10 vijaminD 319 53 26 27 31,5 35 43
Calcemia 8,7 0,71 7,9 8,2 8,45 9,4 9,8
Calciuria 106,3 32,17 66 78 106 122 160
Age 61 9,81 49 51 61 68 78
Femoral neck
BMD 0,7 0,08 0,57 0,67 0,7 0,73 0,88
Lumbar spine ) o, 0,17 0,7 081 0,89 0,96 1,33
Aromatase 12 BMD
In Vitamin D 21,32 6,12 11 17,75 20,65 26 32
Calcemia 9,46 0,69 8,6 8,9 9,2 10 10,9
Calciuria 108,42 21,22 77 89,5 109,5 129 134
Age 63,25 8,6 48 56,5 65 69,5 75
4a3 Femoral neck
BMD 0,95 0,09 0,84 0,9 0,93 1 1,16
Lumbar spine
BMD 1,02 0,09 0,88 0,93 1,01 1,1 1,17
Tamox 14 viaminD 3295 732 27 29 31 34 56
Calcemia 8,79 0,48 8,2 8,3 8,85 9,1 9,8
Calciuria 126,5 37,86 68 99 117 162 188
Age 63,21 8,95 48 57 61 71 78
7
8 Table 1 — Descriptive results of both groups.
9
10
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