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Resumo

Objetivo: avaliar a taxa de resposta patoldgica completa (RPC) com a suplementagdo de
vitamina D (VD) em mulheres com cancer de mama, submetidas a quimioterapia (QT)
neoadjuvante.

Métodos: Foi conduzido ensaio clinico randomizado, duplo-cego, placebo-controlado
envolvendo 80 mulheres com idade = 45 anos e diagndstico recente histoldgico de cancer
de mama, elegiveis para QT neoadjuvante. Foram excluidas mulheres com doenca renal
cronica (creatinina >1.4 mg/dL), doencas hepaticas, sindrome de ma absorg¢ao, obesidade
grau Il (IMC=240kg/m2), e usuarias de doses farmacoldgicas de VD. Estimou-se tamanho
amostral de no minimo 36 mulheres com cancer de mama por grupo (intervencdo e
placebo, n=72). As pacientes foram randomizadas em dois grupos: VD, com suplementacao
diaria de 2000UI de colecalciferol (n=40) e PL, usuarias de placebo (n=40), durante periodo
da QT neoadjuvante (6 meses). A medida de desfecho primario foi a RPC. Os valores séricos
de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] foram mensurados em dois momentos, no diagndstico
do cancer de mama e ao final da realizacdo da QT neoadjuvante, empregando imunoensaio
[25(OH) Vitamin D ELISA kit - ab213966] pela técnica de ELISA (Enzime- Linked Immuno
Sorbent Assay). A partir dos relatérios médicos foram coletados os dados clinicos,
anatomopatoldgicos, imuno-histoquimicos e quimioterdpicos. A analise estatistica foi per
protocol, empregando-se os Teste t-Student, Teste do Qui-Quadrado, Distribuicdo Gama,
ANOVA e regressao logistica (OR, odds ratio).

Resultados: Das 80 mulheres randomizadas, 75 pacientes completaram a QT neoadjuvante
e realizaram a cirurgia. A média de idade das pacientes incluidas foi de 54.7 £ 8.6 anos para

o grupo VD e de 56.3 + 7.1 anos para o grupo PL (p>0.05). Os valores médios iniciais de



13
25(0OH)D indicavam hipovitaminose D nos grupos VD e PL (19.6 £+ 5.8 ng/mL e 21.0+ 7.9
ng/mL, respectivamente (p=0.331). E no momento final da intervencdo foi demonstrado
aumento nos valores no grupo suplementado, com diferenga significativa entre os grupos
VD e PL(28.0 + 8,7 ng/mL vs 20.2 £ 6.1 ng/mL, respectivamente) (p=0.032). As mulheres
suplementadas com VD apresentaram maior porcentagem de RPC quando comparada as
mulheres do grupo PL (55.3% vs 32.4%, p=0.046). Na comparagao entre as mulheres que
apresentaram RPC no grupo VD (n=21) e no placebo (n=12) ndo foram observadas
diferencas significativas na distribuicdao percentualentre os grupos na maioria das varidveis
clinicas, anatomopatolégicas e imunohistoquimicas e tratamentos quimioterdpicos
(p>0.05). Foi observado no grupo VD menor ocorréncia de tumores de alto grau histoldgico
quando comparado grupo PL (52.4% vs 75.0%, respectivamente, p=0.040). No grupo VD foi
encontrada maior porcentagem de mulheres com valores suficientes de VD [25(0OH)D >
30ng/mL] quando comparadas a mulheres do grupo PL (61.9% vs 25.0%, respectivamente,
p=0.005). Considerando como desfecho a RPC, quando realizado um modelo de regressao
logistica, ajustado para varidveis que interferem na RPC (anatomopatoldgicas,
imunohistoquimicas e tratamentos quimioterdpicos), mulheres com valores de 25(0OH)D
>30ng/mL apresentaram maior chance de obter RPC em relagdo as mulheres com
deficiéncia de VD (OR 0.033 IC 95% 0.006-0.173, p<0.001).
Conclusées: No presente estudo, mulheres com cancer de mama submetidas a QT
neoadjuvante e a suplementacao de 2000Ul de VD apresentaram maior chance de obter

taxa de RPC quando comparada as mulheres do grupo placebo.
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Abstract

Objective: to evaluate the pathological complete response (PCR) rate with vitamin D (VD)
supplementation in women with breast cancer undergoing neoadjuvant chemotherapy

(CT).

Methods: A randomized, double-blind, placebo-controlled clinical trial was conducted
involving 80 women aged > 45 years with recent histological diagnosis of breast cancer,
eligible for neoadjuvant CT. Women with chronic kidney disease (creatinine >1.4 mg/dL),
liver diseases, malabsorption syndrome, grade Il obesity (BMI>40kg/m2), and users of VD
pharmacological doses were excluded. A sample size of at least 36 women with breast
cancer per group (intervention and placebo, n=72) was estimated. Patients were
randomized into two groups: VD, with daily supplementation of 2000UI of cholecalciferol
(n=40) and PL, users of placebo (n=40), during the neoadjuvant CT period (6 months). The
primary outcome measure was PCR. Serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] values were
measured, in two moments, at diagnosis of breast cancer, and at the end of the
neoadjuvant CT, using immunoassay [25(0OH) Vitamin D ELISA kit - ab213966] by the ELISA
technique (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). From the medical reports, clinical,
anatomopathological, immunohistochemical, and CT data were collected. Statistical
analysis was per protocol, using Student's t-test, Chi-square test, Gamma distribution,

ANOVA and logistic regression (OR, odds ratio).

Results: Of the 80 women randomized, 75 patients completed neoadjuvant CT and
underwent surgery. The mean age of the included patients was 54.7 £ 8.6 years for the VD
group and 56.3 + 7.1 years for the PL group (p>0.05). Mean baseline 25(OH)D values
indicated hypovitaminosis D in the VD and PL groups, 19.6 + 5.8 ng/mL and 21.0 + 7.9

ng/mL, respectively (p=0.331). And at the end of the intervention, an increase was
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demonstrated in the supplemented group, with a significant difference between the VD
and PL groups (28.0 + 8.7 ng/mL vs 20.2 + 6.1 ng/mL, respectively) (p=0.032). Women
supplemented with VD had a higher percentage of PCR when compared to women in the
PL group (55.3% vs 32.4%, p=0.046). Comparing the women who had PCR in the VD group
(n=21) and in the PL group (n=12), no significant differences were observed in the
percentage distribution between the groups in most clinical, anatomopathological, and
immunohistochemical variables and CT treatments (p>0.05). A lower occurrence of high
histological grade tumors was observed in the VD group when compared to the PL group
(52.4% vs 75.0%, respectively, p=0.040). In the VD group, a higher percentage of women
with sufficient VD values [25(OH)D > 30ng/mL] was found when compared to women in the
PL group (61.9% vs 25.0%, respectively, p=0.005). Considering PCR as an outcome, when a
logistic regression model was performed, adjusted for variables that interfere with PCR
(anatomopathological, immunohistochemical, and CT treatments), women with values of
25(0OH)D >20ng/mL were more likely to reach PCR than those with women with VD

deficiency (OR 0.10, 95% Cl 0.02-0.61, p=0.013).

Conclusions: In the present study, women with breast cancer undergoing neoadjuvant CT
and supplementation with 2000Ul of VD were more likely to reach PCR rate when

compared to women in the placebo group.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de Mama e Resposta Patolégica Completa

O cancer de mama é a neoplasia mais frequente entre as mulheres em todo
o mundo, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos (Smith et
al, 2019). De acordo com as ultimas estatisticas mundiais do Global Cancer Statistics
(GLOBOCAN), divulgadas em 2020, foram estimados 2,3 milhdes de novos casos de cancer
de mama, o que representou 25% de todos os tipos de cancer diagnosticados em mulheres.
Foi a quinta causa de mortalidade por cancer em mulheres, sendo responsavel por uma em
cada seis mortes por cancer e 685 mil ébitos pela doencga, ocupando o primeiro lugar em
incidéncia em 159 paises e o primeiro em mortalidade em 110 paises (Smith et al, 2019;
Sung et al, 2021). Para 2040, a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) prevé quase trés
milhGes de novos casos, alcancando a estimativa de um milhdo de dbitos (Smith et al,
2019). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima 73.610 casos novos de cancer
de mama para cada ano do triénio 2023-2025. Esse valor corresponde a um risco estimado
aproximado de 70 casos novos a cada 100 mil mulheres. Excetuando-se os tumores de pele
ndao melanoma, o cancer de mama ocupa a primeira posicdao em todas as regioes brasileiras,
correspondendo a 30,1% dos casos de cancer em mulheres (INCA, 2023). A idade é o
principal fator de risco para o cancer de mama. As taxas de incidéncia aumentam
rapidamente proximo aos 50 anos, e posteriormente, ocorrem de forma mais lenta. Essa
mudanca no comportamento da taxa é atribuida ao inicio da menopausa. De fato, cerca de
70% dos casos ocorrem em mulheres acima dos 50 anos (INCA, 2023).

Segundo os dados do Instituto Nacional do Cancer nos Estados Unidos, a taxa geral

de mortalidade por ciancer de mama tem diminuido desde 1989, quando a taxa de
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mortalidade era de 33.2/100.000 e em 2015 de 20.3/100.000, demonstrando redugdo
significativa de 39% (ACS, 2020). O declinio na mortalidade por cancer de mama é atribuido
tanto a melhorias no tratamento quanto a detec¢do precoce. A mamografia, para mulheres
com idade entre 40 e 69 anos, é recomendada como método efetivo de rastreamento para
deteccdo precoce, constituindo o método ideal para identificacdo de lesdes subclinicas
(Tabar et al, 2011; Smith et al, 2019). A mamografia demonstrou ser capaz de promover
reducdo na mortalidade. Importante estudo populacional sueco, avaliando 133 mil
mulheres com idade entre 40 e 74 anos, com ou sem rastreamento mamografico
preconizado, observou que apds 29 anos de acompanhamento houve redugdo de 30% no
risco de morte por cancer de mama no grupo com rastreamento (Tabar et al, 2011). Os
programas de rastreio sdo amplamente discutidos na literatura principalmente quanto a
idade e periodicidade, apesar da mamografia anual a partir dos 40 anos demonstrar ser a
estratégia mais eficaz (Moss et al, 2015; Smith et al, 2019; Sung et al, 2021).

Com o diagndstico precoce do cancer de mama possibilitado pelo programa de
rastreamento, sdo indicados tratamentos que permitem o aumento significativo da
sobrevida das pacientes (Pan et al, 2017). Dentre as modalidades de tratamento do cancer
de mama, a quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante, é realizada com o objetivo de
melhorar as condi¢des de resseccdao tumoral e os resultados progndsticos, diminuindo o
risco de recorréncia (Korde et al, 2021). O tratamento neoadjuvante, historicamente, era
reservado para reduzir o tamanho e a extensdo de tumores localmente avancgados.
Atualmente, de forma mais ampla, além de aumentar a probabilidade de controle do tumor
e o potencial de cura, os ensaios neoadjuvantes permitem uma avaliacdo rapida da eficacia
do medicamento e podem acelerar o desenvolvimento e a aprova¢do de tratamentos
(Cortazar et al, 2014; Korde et al, 2021). Esta abordagem terapéutica permite uma

avaliacdo in vivo da sensibilidade tumoral a quimioterapia empregando os dados de
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resposta patoldgica completa. O tratamento sistémico consiste em regimes
guimioterdpicos, podendo variar de acordo com a indica¢do personalizada realizada pelo
oncologista, sendo possivel incluir: doxorrubicina e ciclofosfamida (com ou sem dose-
densa), taxanos (com ou sem dose-densa), terapia anti-HER (p.ex: trastuzumabe) e
carboplatina (NCCN, 2023).

A partir de importante grupo de trabalho internacional conhecido como
Collaborative Trials in Neoadjuvant Breast Cancer Ensaios (CTNeoBC) com investigadores
gue realizaram ensaios com tratamentos neoadjuvantes com dados de longo prazo
disponiveis, foi realizada grande andlise para avaliar a associacdo entre resposta patoldgica
completa (RPC), sobrevida livre de doenca e sobrevida global (Cortazar et al, 2014). A partir
de dados de 12 estudos internacionais identificados e 11.955 pacientes incluidas, foram
comparadas as trés definicdes de RPC mais comumente usadas para estabelecer sua
associacdo com o resultado em longo prazo: ypTO ypNO (auséncia de cancer invasivo e
carcinoma in situ na mama e em linfonodos axilares), ypT0/is ypNO (auséncia de cancer
invasivo na mama e linfonodos axilares, independentemente de carcinoma ductal in situ) e
ypTO/is (auséncia de cancer invasivo na mama, independentemente de carcinoma ductal
in situ ou envolvimento nodal). A erradicacdo do tumor da mama e dos ganglios linfaticos
(ypTO ypNO ou ypTO/is ypNO) foi associada positivamente a melhora da sobrevida livre de
doenca e da sobrevida global quando comparada a erradicacao do tumor apenas da mama
(ypTO/is). A associacdo entre a RPC e os resultados em longo prazo foi mais forte em
pacientes com cancer de mama triplo negativo e naqueles com tumores HER2-positivos e
receptores hormonais negativos que receberam trastuzumabe. A presenca ou auséncia de

carcinoma ductal in situ ndo afetou o resultado em longo prazo (Cortazar et al, 2014).

1.2. Vitamina D
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A vitamina D (VD) é uma vitamina lipossoluvel, essencial para manutenc¢do do
esqueleto e para absorcao de cdlcio. Se proveniente da sintese em animais, é denominada
de colecalciferol (vitamina Ds3). A maior fonte de VD decorre da ativacdo na pele (derme e
epiderme) a partir da exposicdo aos raios UVB, em que o composto 7-deidrocolesterol que
se transforma em vitamina D3, sendo armazenada e liberada pelas células de gordura
(Rosen, 2011). Essa forma, cuja ativacdo ndo é metabdlica, necessita das fun¢des hepdaticas
e renais preservadas. A vitamina D3 é transportada pela corrente sanguinea até o figado,
onde sofre uma hidroxilacdo no carbono 25, tornando-se 25-hidroxivitamina D [25(OH)D]
ou calcidiol, forma inativa da VD. Para se tornar ativa, a 25(0OH)D necessita ainda de uma
hidroxilacdo na posicao 1, nos tubulos proximais dos rins, sob a a¢do da enzima la-
hidroxilase, transformando-se em 1,25-diidroxivitamina D [1,25(0OH)2D] ou calcitriol, que
é responsavel pelos efeitos bioldgicos (Heaney et al, 2011). O calcitriol exerce suas a¢oes
bioldgicas principalmente através do receptor da vitamina D (VDR), um receptor nuclear,
embora a¢des ndo gendmicas também tenham sido descritas (Holick et al 2011; Saponaro
F., 2020). VDRs e la-hidroxilase sdo expressos em muitos tecidos, como células imunes
(macroéfagos, mondcitos), cardiomidcitos, células musculares lisas vasculares e células B no
pancreas e tecidos do trato reprodutivo (Holick et al 2011; Anagnostis P., 2013).
A forma ativa pode ser considerada um hormoénio, pois é sintetizado em humanos,
e submetido a regulacdo autdcrina e interage com receptor nuclear (Rosen, 2011).
Atualmente, a dosagem de 25(0OH)D é adequada para se avaliar e monitorizar o status
nutricional de VD no organismo humano, pois os valores plasmaticos sdo os principais
indicadores das reservas corporais (Dawson-Hughes et al, 2005; Holick, 2010). Em diretriz
clinica da Task Force Norte-Americana, a insuficiéncia de VD foi definida como valores entre
21-29 ng/mL (52,5-72,5 nmol/L) e a deficiéncia de VD como valores inferiores a 20 ng/mL

(50 nmol/L) (Holick et al, 2011). Nimero crescente de estudos sugere que sdo necessarios
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valores acima de 30ng/mL para garantir melhor disponibilidade de VD (Dawson-Hughes et
al, 2010; Hanley et al, 2010; Holick, 2010). Caracterizam-se como hipovitaminose D
concentra¢des plasmaticas de 25(0OH)D abaixo do limiar de 30ng/mL, ou seja, do limiar
considerado suficiente para manutencao da secrecdao normal de paratormonio (PTH) pelas
paratireoides (Holick et al, 2011). A deficiéncia da VD pode ser confirmada pela afericao
dos niveis séricos de 25(OH)D.

Reconhece-se que a deficiéncia de VD é condigdo médica frequente em todo mundo
(Hilger et al, 2014). Mesmo moradores de regides préximas a linha do equador, com alta
incidéncia de sol, apresentam valores inadequados de VD. Estudo epidemioldgico em 18
paises de latitudes variadas, avaliando a prevaléncia de concentra¢des plasmaticas de
25(OH)D em mulheres na pds-menopausa, observou valores baixos em quase todo o
planeta, sendo que em média 64% das participantes apresentavam valores inadequados
(Lips et al, 2006). Valladares et al, analisando 21.236 mulheres, considerando limite de 30
ng/mL (75 nmol/L), relataram taxas de prevaléncia para hipovitaminose D de 73,6%, 78,6%,
86,1%, 81,5% e 90,4% na Europa, América do Norte, Africa, Oriente Médio e Asia,
respectivamente (Valladares et al, 2019).

Imaginava-se que o Brasil, por ser um pais tropical e ensolarado, ndo apresentasse
populacdo exposta a deficiéncia de VD. No entanto, pesquisas brasileiras tém revelado
numeros alarmantes (Unger et al, 2010; Maeda et al, 2013). Recente estudo de corte
transversal, realizado no Ambulatério de Climatério e Menopausa de FMB, com 466
mulheres na pdés-menopausa, idade entre 45-75 anos, detectou valores suficientes de
vitamina D em 148 mulheres (31,8%), insuficientes em 151 (32,62%) e deficientes em 164
(35.4%) (Schmitt et al, 2018). O estado de hipovitaminose D é comumente encontrado em
mulheres na pés-menopausa. Entre as provaveis causas descrevem-se: baixa exposicao

solar e capacidade reduzida de producao de VD; funcdo renal diminuida; menor absorcao
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de VD pelo trato gastrintestinal; e uso de multiplas drogas que podem interferir absorcao
e metabolizacdo da VD. Outros fatores também influenciam a capacidade de producdo de
VD pela pele: uso de filtro solar, cor da pele, roupa e idade (Holick, 2004).

Sabendo-se que as fontes dietéticas de vitamina D sdo inadequadas, é interessante
gue mulheres na pds-menopausa recebam suplementacdo para garantir a saude dssea
(Holick, 2010). Em 2010, a International Osteoporosis Foundation publicou posicionamento
sobre a VD, com base em dados observacionais, recomendando manutencdo de valores
séricos de 25(0OH)D de 30ng/mL para pessoas idosas e afirmando que o consumo de VD de
até 2000Ul/dia pode ser necessario para atingir valor recomendavel em alguns pacientes
(Dawson-Hughes et al, 2010). Em contraste, Institute of Medicine baseado em evidéncias a
partir de estudos observacionais e randomizados sugere que nivel sérico de 20 ng/mL
protegeria 97,5% da populagdo contra efeitos adversos na massa dssea, tais como fraturas
e quedas (Rosen et al, 2012). Contudo permanece incerta a dose apropriada de
suplementacdo para atingir os valores desejados, embora se recomende dose de 600Ul/dia
para mulheres na pds-menopausa e doses superiores a 800Ul/dia para aquelas com idade
superior a 70 anos (Rosen et al, 2012). A suplementacao didria de 1000Ul de VD (dentro de
um periodo minimo de seis meses) aumenta os valores séricos em torno de 10ng/mL, dose
esta sugerida para pacientes com idade inferior a 65 anos. Ja com idade superior deveriam
receber dose didria de 2000Ul (Mason, 2011). Em geral, para cada 100Ul de VD
suplementada ha aumento de 1 ng/mL a nivel sérico de 25(0OH)D e quanto menor os valores
séricos basais, melhor a resposta a suplementacdo. Quando os valores séricos de 25(0OH)D
estdo muito abaixo do desejado (abaixo de 20 ng/mL), o esquema de ataque é necessario
para repor os estoques corporais. O esquema mais utilizado atualmente é de
50.000Ul/semana (ou 7.000 Ul/dia) de VD por 6 a 8 semanas. Apds esse periodo, a dose de

manutencdo deve ser instituida e varia de acordo com a faixa etaria e com as condicdes
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concomitantes. Para adultos, doses de manutencdo variam entre 400 e 2.000 Ul, a
depender da exposicdo solar e da coloracdo da pele. Para idosos, as doses recomendadas
variam de 1.000 a 2.000 Ul/dia ou 7.000 a 14.000 Ul/semana (Holick et al, 2011; Maeda et
al, 2014). A suplementacdo destina-se a elevar valores séricos de 25(0OH)D acima de

30ng/mL de modo a aproveitar o maximo os beneficios da VD (Bischoff-Ferrari et al, 2006).

1.3. Cancer de mama e Vitamina D

A vitamina D (VD) é um derivado do colesterol que atua via metabdlito 1,25(0H)2D3
e pelo receptor de alta afinidade, atuando como regulador direto do epigenoma e
transcricao de grande variedade de tecidos humanos e tipos de células, incluindo células
tumorais malignas. O efeito proeminente da VD na proliferacao, diferenciacdo e apoptose
das células imunes também tem consequéncias nas células cancerigenas. As células
tumorais malignas sdao controladas diretamente em seu crescimento através dos mesmos
genes e vias das células imunes ou indiretamente por células imunes moduladas em seu
microambiente (Carlberg et al, 2022). O efeito da VD na glandula mamaria é mediado pelas
acOes do receptor de vitamina D (VDR) (Hossain et al, 2019). O VDR foi identificado pela
primeira vez em linhagem de células do cancer de mama em 1979 (Eisman et al, 1979).
Sabe-se hoje que a VD possui multiplas acdes antiproliferativas, pré-apoptéticas e pro-
diferenciadoras em diferentes células malignas, mediadas por VDR (Hossain et al, 2019).

A relacdo entre a hipovitaminose D e o cancer de mama tem sido cada vez mais
estudados justamente pelos efeitos anticancerigenos em microambientes tumorais. De
fato, a VD parece desempenhar papel fundamental na via do ciclo celular, especialmente
no cancer de mama, intervindo no ciclo celular por meio de quinases, como ciclinas,
quinases dependentes de ciclina e moduladores fisioldgicos de CDK (Verliden et al, 1998).

Além disso, o VD tem um efeito antiproliferativo e um estresse antioxidativo, atividades
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antinvasivas e antiangiogénicas. (Al-Azhiri et al, 2017). A VD também pode ter um efeito
sinérgico na atividade antitumoral de alguns agentes antineoplasicos, como antraciclinas e
taxanos (Hershberger et al, 2001).

A relevante funcdo desempenhada pela VD sobre a massa dssea estd bem definida,
contudo efeitos extra dsseos da VD sobre o cancer de mama estdo sob investigacao atual.
Varios estudos tém relatado elevada frequéncia de hipovitaminose D em pacientes com
cancer de mama (Neuhouser et al, 2008; Crew et al, 2009; Napoli et al, 2010; Vashi et al,
2010; O’Brien et al, 2017; Machado et al, 2018; Voutsadakis, 2021). Estudo identificou que
74% das pacientes com cancer de mama apresentavam deficiéncia de VD (<20 ng/mL) e
que apesar da prescricdo de 400Ul de VD/dia, poucas pacientes (<15%) atingiram valores
desejaveis de VD (>30 ng/mL) (Crew et al, 2009). Em estudo retrospectivo com avaliagcdo
de 500 mulheres recém-diagnosticadas com cancer de mama, 69% eram deficientes para
VD (Vashi et al, 2010). Entretanto, alguns estudos que encontraram associacdo entre
valores reduzidos de 25(OH)D com a maior incidéncia do cancer de mama obtiveram as
dosagens de VD em algum intervalo apds o diagndstico de cancer de mama, com potenciais
alteragdes pelo tratamento do cancer. Por exemplo, mulheres com menor atividade fisica
tém menores valores de 25(0OH)D, e reconhecidamente a atividade fisica é reduzida apds o
diagnodstico de cancer de mama (Chlebowski, 2011).

Estudo de coorte americana com mais de 50.000 mulheres com idades entre 35 e
74 anos demonstrou associacdo entre niveis séricos mais baixos de 25(OH)D com maior
incidéncia de cancer de mama na pés-menopausa durante um acompanhamento de cinco
anos (O’Brien et al, 2017). Pesquisa realizada no Centro de Mastologia da FMB, avaliando
209 mulheres com cancer de mama comparado a 418 mulheres (controle), com idade entre
45-75 anos, observou que as pacientes com cancer de mama apresentaram maior

ocorréncia de valores de 25(0OH)D insuficientes (20 a 29 ng/mL) e deficientes (<20 ng/mL)
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qguando comparadas as pacientes do grupo controle (55.6% vs 49.3%, p=0.039 e 26.2% vs
20.3%, respectivamente). As dosagens de 25(OH)D foram realizadas no momento do
diagndstico do cancer de mama (Machado et al 2018). Metanalise, com um total de 25
estudos, encontrou nivel médio de 25(0OH)D em pacientes com cancer de mama de 26,8
ng/mL e de 31,4 ng/mL em mulheres sem cancer de mama. Entre pacientes com cancer de
mama, 45,3% apresentavam valores abaixo de 20 ng/mL, enquanto esse percentual foi de
33,7% nos controles. Da mesma forma, 67,4% das pacientes com cancer de mama tinham
valores basais abaixo de 30 ng/mL, enquanto esse percentual foi de 33,1% em controles.
Alta prevaléncia de hipovitaminose D é observada em pacientes com cancer de mama
recém-diagnosticado e pode estar fisiopatologicamente ligada ao desenvolvimento ou
progressdo do cancer de mama (Voutsadakis et al, 2021).

Entretanto, os resultados de estudos epidemioldgicos que examinaram a associacdo
entre valores circulantes de 25(0OH)D e o risco de cancer tém sido inconsistentes. Alguns
estudos prospectivos ndo demonstraram associacdo (McCullough et al, 2009; Almquist et
al, 2010; Eliassen et al, 2011; Amir et al, 2012; Scarmo et al, 2013), enquanto outros
encontraram associacdo inversa significativa (Bertone-Johnson et al, 2005; Rejnmark et al,
2009; Engel et al, 2010). Em estudo caso-controle com duas coortes prospectivas, the New
York University Women's Health Study and the Northern Sweden Mammary Screening
Cohort, que envolveram 14.274 mulheres sauddveis (34 a 65 anos idade) de uma clinica de
mamografia da cidade de Nova York e 28.800 participantes de um programa de
rastreamento do cancer de mama na Suécia. Foram incluidos 1585 casos novos de cancer
de mama e 2940 controles. Ndo houve associacdo entre os valores circulantes de 25(0OH)D
e risco global do cancer de mama (Scarmo et al, 2013). Por outro lado, no Nurses' Health
Study foi demonstrado efeito protetor mais significativo da VD no risco de cancer de mama

em mulheres acima dos 60 anos (Bertone-Johnson et al, 2005), enquanto o estudo de
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coorte francés E3N demonstrou efeito mais forte em mulheres abaixo dos 53 anos de idade
(Engel et al, 2010). Os investigadores sugeriram que a VD pode atuar inibindo o fator de
crescimento insulino-like (IGF-1), que tem acdo proliferativa e diminui com a idade; assim
seria esperado um efeito anti-carcinogénico mais forte da VD em mulheres na pré-
menopausa (Engel et al, 2010).

Estudo, avaliando a ingestdo de VD e cdlcio e o risco de cancer de mama em
mulheres japonesas na pré e pdés-menopausa, incluiu 1.803 casos e 3606 controles
pareados pela idade e status menopausal. Na andlise estratificada, uma associacao inversa
significativa foi observada somente entre mulheres na pré-menopausa (Kawase et al,
2010). Por outro lado, mulheres participantes do estudo Women’s Health Initiative (WHI)
foram randomizadas a receber 1000mg de cdlcio associado a 400 Ul de VD ao dia ou
placebo, durante sete anos, sendo que valores de 25(0OH)D foram avaliados em estudo
caso-controle com 1.067 casos e 1.067 controles. Nenhum efeito da suplementacdo sobre
o risco de cancer de mama foi observado (Chlebowski et al, 2007). Uma metanalise
examinou os efeitos da suplementacdo de VD sobre o risco de cancer de mama, sendo
incluidos 11 estudos. Foi observada relacdo inversa significativa entre a ingestdo de VD e
o risco de cancer de mama, com risco relativo (RR) de 0,91 (IC 95% = 0,85-0,97). Estes
resultados indicam forte evidéncia de que a VD tem efeito quimiopreventivo contra o
cancer de mama (Chen et al, 2010).

A concentracgdo de VD poderia ser considerada um fator progndstico em pacientes
com cancer de mama (Kim et al, 2011). Um estudo observou que mulheres com valores
deficientes de VD apresentaram maior risco de recorréncia e morte quando comparadas
as mulheres com valores adequados (Goodwin et al, 2009). Alguns estudos ndo observaram
associacdo entre a VD com a presenca de receptor estrogénio positivo ou negativo no

cancer de mama (McCullough et al, 2009; Agborsangaya et al, 2010). Entretanto, em estudo
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gue investigou o efeito da ingestdo de VD e calcio sobre status do receptor tumoral em 713
casos de cancer de mama, demonstrou que tumor receptor de estrogénio (RE) e receptor
de progesterona (RP) positivos e receptor do fator de crescimento epidérmico humano
(HER-2) negativo associou-se com a ingestdao de VD entre mulheres na pré-menopausa
(Kawase et al, 2010). Estudo analisando a associa¢do entre os valores séricos de VD e o
prognostico do cancer de mama, de acordo com subtipos de cancer pela
imunohistoquimica em 310 mulheres, observou que em 54,8% os valores de VD foram
deficientes (<30ng/mL). A concentracdo de 25(OH)D foi inversamente associada ao
prognodstico de pacientes com cancer RE positivo e HER-2 negativo, mas ndo com os
subtipos HER-2 positivo ou triplo negativo (Kim et al, 2011).

Estudo realizado no Centro de Avaliacdo em Mastologia da FMB analisou a
associacao entre a deficiéncia de VD e o perfil imuno-histoquimico do cancer de mama em
192 mulheres na pdés-menopausa. O valor médio de 25(0OH)D foi de 25,8 ng/mL (12,0 a 59,2
ng/mL). Valores suficientes de VD foram detectados em 65 pacientes (33,8%) e deficientes
em 127 (66,2%). Todos os casos de tumores triplos negativo foram detectados em mulheres
com deficiéncia de VD. A analise multivariada, ajustada para idade, tempo de menopausa
e indice de massa corpdrea, mostrou que pacientes com deficiéncia de VD apresentaram
maior risco para tumores RE negativo (OR 4.18, Cl 95% 1.17-15.87) e Ki-67 positivo (OR
2.78, C1 95% 1.34-66.65), e com comprometimento linfonodal axilar (OR 2.26, Cl 95% 1.10-
5-16). Concluindo que mulheres na pés-menopausa com cancer de mama com deficiéncia
de VD apresentam maior risco para tumores com perfil imuno-histoquimico de pior
progndstico (Almeida-Filho et al, 2017). Em 2022, os mesmos autores, estudaram a
associacao entre os valores séricos de VD no momento do diagndstico e a sobrevida em
mulheres na pés-menopausa tratadas do cancer de mama. Foi observado que a deficiéncia

de VD no momento do diagndstico associou-se a menor sobrevida global, sobrevida livre
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de doenca e sobrevida especifica do cancer em comparacdo as pacientes com valores
suficientes de VD, independentemente dos fatores progndsticos do cancer de mama
(idade, estadio e tamanho do tumor, status linfonodal, receptores hormonais e subtipos
moleculares do cancer de mama) (Almeida-Filho et al, 2022).

Meta-andlise realizada a partir de cinco estudos que avaliaram a relacdo entre a VD
e a mortalidade pelo de cancer de mama, demonstrou que valores plasmaticos elevados
de 25(OH)D estiveram associados com menores taxas de mortalidade apds o diagnéstico.
Pacientes no quartil mais alto de 25(0OH)D tiveram aproximadamente metade da taxa de
mortalidade por cancer de mama quando comparadas aquelas no menor quartil. Os
autores sugerem que valores de 25(OH)D deveriam ser restaurados ao seu valor normal
(30-80 ng/mL) em todas as pacientes com cancer de mama (Mohr et al, 2014). Contudo,
outras revisdes concluiram que as evidéncias atuais sdao insuficientes para recomendar a
suplementacao de VD na prevencao do cancer de mama, e que mais pesquisas clinicas sao
necessarias (IARC, 2008; IOM, 2010; Chung et al, 2011). O relatério do Institute of Medicine
Norte Americano concluiu que as provas sdao inconsistentes e inconclusivas quanto a
causalidade, e insuficientes e limitadas, ndo conclusivas (Ross et al, 2011).

Em estudo de revisdo, que incluiu um total de 30 estudos prospectivos com 6092
pacientes com cancer de mama, avaliou a associacdo entre os niveis séricos de VD e o risco
de cancer de mama ou mortalidade. Os resultados sugerem que valores circulantes mais
elevados de 25(OH)D foram fracamente associados com menor risco de cancer de mama,
mas fortemente associados com melhor sobrevida entre pacientes com cancer de mama
(Kim et al, 2014). O potencial efeito benéfico no progndstico do cancer de mama com a VD
foi confirmado em metanalise que demonstrou que niveis circulantes de 25(OH)D elevados,
medidos no diagndstico, associaram-se com redugdo de 25% na mortalidade por cancer de

mama (HR 0,75; IC 95% 0,56 a 0,95) (Vaughan-Shaw et al, 2017).



28

1.4. Cancer de Mama e Suplementagao da Vitamina D
Estudo pré-clinico demonstrou a presenca da enzima la-hidroxilase (CYP27B1) em
células epiteliais mamarias normais e malignas. Esta enzima é responsavel pela conversao
do pré-hormonio circulante 25(0OH)D3 na forma ativa 1,25(0H)2D (Kemmis et al, 2006).
Esta observacao indicaria a possibilidade de que a suplementacdo de VD possa ser usada
no tratamento do cancer de mama. Pois, aumentar os valores sanguineos de 25(0OH)D
através da suplementacado de VD fornece niveis aumentados do substrato em tecidos alvo
como a mama, para a producdo local de calcitriol, que poderia entdo exercer acdes
autdcrinas/paracrinas para inibir o crescimento do cancer de mama (Krishnan e tal, 2012).
A VD altera os genes implicados no crescimento celular, afetando a proliferacdo, a
apoptose, a diferenciacdo, a angiogénese, a invasdo e a metdastase (Feldman et al, 2014),
exercendo efeitos anticancerigenos através de varios mecanismos: efeitos
antiproliferativos, inducdo de apoptose, inibicdo de invasdo e metdstase, e inibicdo da
angiogénese (Pandolfi et al, 2017). Em 2013, Poole et al. avaliaram o uso de suplementos
pos-diagndstico e o risco de morte ou recorréncia no estudo After Breast Cancer Pooling,
em quatro coortes com 12.019 mulheres tratadas de cancer de mama dos Estados Unidos
e da China. O uso de suplementos (vitaminas A, B, C, D, E e multivitaminas) pés-tratamento
foi avaliado de um a cinco anos apds o diagnéstico. O uso de suplementos antioxidantes
(multivitaminas, vitamina C ou E) ndo foi associado a recorréncia, mas foi associado a um
risco 16% menor de morte (IC 95%: 0,72-0,99). A suplementacdo de vitamina D,
independentemente da dose ou dos niveis sanguineos basais de 25 (OH)D, associou-se a
reducdo do risco de recorréncia entre os tumores RE positivos, mas ndo os tumores RE
negativos (Poole et al, 2013). Huss et al. estudaram a expressdo de VDR em 718 tumores
de mama invasivos e a variacdo entre a expressdao de VDR e os fatores progndsticos

estabelecidos para o cancer de mama, bem como as associacdes entre a expressao de VDR
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e a mortalidade por cancer de mama. Em compara¢do com o tecido mamario normal, as
lesdes de cancer de mama expressaram mais VDR. Nesse estudo a alta expressao de VDR
em tumores de mama invasivos estd associada a fatores prognésticos favoraveis e a baixo
risco de morte por cancer de mama. Portanto, alta expressdo de VDR é um fator
progndstico positivo (Huss et al, 2019).

Crew et al. avaliaram a prevaléncia de deficiéncia de VD em mulheres na pré-
menopausa no inicio da quimioterapia adjuvante para cancer de mama. Foram incluidas
103 mulheres norte-americanas na pré-menopausa (mediana 43 anos) com estagios | a lll
de cancer de mama que receberam quimioterapia adjuvante e participaram de um estudo
de intervencdo de 1 ano com acido zoledroénico associado a vitamina D3 (colecalciferol) 400
Ul e carbonato de calcio 1.000 mg por dia. No inicio do estudo, 74% das mulheres eram
deficientes em VD (mediana 17 ng/mL). Apds um ano de suplementagdo apenas 15% das
mulheres atingiram niveis séricos suficientes de 25(0OH)D. Os autores concluem que a
deficiéncia de VD é altamente prevalente em mulheres com cancer de mama. A dose de
VD suplementada foi baixa para aumentar a 25(0OH)D sérica acima de 30 ng/mL. A dosagem
ideal para melhorar a sobrevivéncia ainda nao foi determinada (Crew et al, 2009). Zeichner
et al., em estudo retrospectivo, avaliaram todas as pacientes que receberam quimioterapia
com trastuzumabe entre 2006 e 2012 na Universidade de Miami, EUA. Foram identificados
dois grupos de pacientes para comparacao, aquelas que receberam suplementacao de VD
(60% dose <10.000 unidades/semana) durante a quimioterapia neoadjuvante (n = 134, em
média 54 anos) e aquelas que ndo receberam (n = 112, em média 49 anos). O uso de VD
associou-se com maior intervalo livre de doenca (HR 0.36; IC 95%, 0.15-0.88), enquanto
maior tamanho tumoral associou-se com menor intervalo livre de doenga (HR 3.52; IC 95%
1.06-11.66). A suplementacdo de VD em pacientes com cancer de mama HER2 ndo

metastatico esta associada a melhora da sobrevida livre de doencga. Os autores concluem
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gue esse estudo foi o primeiro a relatar melhora significativa na sobrevida livre de doenca
para pacientes que receberam suplementacdo de VD concomitantemente com
guimioterapia com trastuzumabe para o cancer de mama HER2 ndao metastatico (Zeichner
et al., 2015).

A VD altera os genes implicados no crescimento celular, através da regulacao
positiva da E-caderina, estimulando assim a diferenciacdo celular e a apoptose (Augustin
et al, 2017). A relacdo dose-resposta dos niveis séricos de 25(0OH)D para beneficio sobre o
cancer de mama parece inversa e linear até 60 ng/ml (Augustin et al, 2017). Em analise de
resultados de estudos populacionais, Garland et al. demonstraram que a ingestdo de 2.000
Ul/dia de VD3 levaria a redugdo de 25% na incidéncia de cancer de mama na América do
Norte (Garland et al, 2009). Para ingestdo diaria, dose de 2.000 Ul/dia de VD é o limite
superior proposto pela National Academy of Sciences (NAS, 1997) e para o Institute of
Medicine (Ross et al, 2011) é de 4.000Ul/dia. Aproximadamente 220.149 novos casos de
cancer de mama seriam evitados anualmente no mundo elevando as concentragdes séricas
de 25(0OH)D para aproximadamente 40 a 60 ng/mL, que é, em geral, associada a ingestdo
oral de 2.000 Ul de vitamina D3 por dia (Garland et al, 2009). Em 2014 foi realizada uma
meta-analise com ensaios clinicos randomizados controlados com o objetivo de avaliar o
efeito da suplementacdo de VD sobre a incidéncia total de cancer em geral e a mortalidade.
Foram incluidos na analise quatro ensaios clinicos com 4333 casos combinados. A
suplementacdo de VD com 2 a 7 anos de duracdo apresentou pequeno efeito na incidéncia
total de cancer (dose de 400-1100 Ul por dia), mas com reducdo significativa na
mortalidade total por cancer (dose de 400-833 Ul por dia) (Keum & Giovannuci, 2014).

Madden et al. identificaram 5417 mulheres entre 50 e 80 anos com histdrico de
cancer de mama invasivo no banco de dados do National Cancer Registry Ireland. A partir

de dados de farmacias sobre a prescrigdo nacional foi encontrado que 2581 mulheres (49%)
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iniciaram o uso de VD apds o diagndstico de cancer de mama e a grande maioria (98%)
destas, em associagdo ao calcio, e 2% suplementagao isolada de VD. Foi observada redugdo
de 20% na mortalidade especifica por cancer de mama entre as usudrias de VD comparada
a ndo usuarias (HR 0.80; 1C95% 0.64-0.99) e a reducdo foi maior de 49% (HR 0.51; IC95%
0.34-0.74), se a suplementacdo VD foi iniciada logo apds o diagndstico do cancer de mama
(até seis meses). Esses resultados indicam que o uso de VD pds-diagndstico associou-se a
reducdo na mortalidade especifica por cancer de mama, sendo influenciado também pelo
tempo de inicio da suplementacdo. A VD, portanto, tem potencial como agente ndo tdxico
e barato para melhorar a sobrevivéncia em pacientes com cancer de mama, apoiando a
necessidade de mais estudos clinicos randomizados antes que a suplementacdo de VD

possa ser considerada terapia adjuvante de rotina (Madden et al, 2018).

1.5. Vitamina D e a Resposta Patoldgica Completa

A associacdo entre o valor sérico de 25(0OH)D com a taxa de resposta patoldgica
completa (RPC) do tumor, importante fator progndstico no cancer de mama, apds a
guimioterapia neoadjuvante foi avaliada em alguns estudos observacionais. Enquanto
alguns ndo observaram associacdo entre valores de VD e a taxa da RPC apds quimioterapia
neoadjuvante (Clark et al, 2014; Charehbili et al, 2016; Kim et al, 2018; Tokunaga et al,
2022), outros estudos demonstraram que em mulheres com cancer de mama recebendo
guimioterapia neoadjuvante, o valor sérico de 25(OH)D esteve positivamente
correlacionado com a porcentagem de RPC, especialmente em tumores HER2 e no triplo-
negativo (Chiba et al, 2018; Viala et al, 2018). Essa correlacdo positiva poderia ser
parcialmente explicada pelo potencial efeito anticancerigeno da VD (Chartron et al, 2021).
Além disso, a VD parece influenciar a resposta aos agentes quimioterapicos. Resultados in

vitro mostraram que a VD potencializa as atividades antitumorais de antraciclinas e
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taxanos, dois compostos citotoxicos amplamente utilizados em quimioterapia
neoadjuvante (Chaudhry et al, 2001; Hershberger et al, 2001).

Charehbili et al., em 2016, investigaram o valor preditivo dos niveis de VD sobre a
RPC apds quimioterapia neoadjuvante em pacientes com cancer de mama participantes do
estudo NEOZOTAC fase Ill. Além disso, foi estudado o efeito da quimioterapia nos niveis de
VD. Foram randomizadas 250 pacientes com cancer de mama inicial para quimioterapia
neoadjuvante em grupo com ou sem acido zoledrénico. As pacientes alocadas para o braco
do estudo com acido zoledrénico também receberam uma dose fixa de 400 Ul de VD e 500
mg de calcio por dia. A VD sérica foi medida no inicio e antes do ultimo ciclo de
guimioterapia. Os valores medianos de VD basal e pds-quimioterapia foram
respectivamente 58,0 nmol/L (23,5ng/mL) e 51,0 nmol/L (20,5 ng/mL), com diminui¢do na
média dos valores de VD ao final da quimioterapia. Entre as pacientes que receberam acido
zoledronico, VD 400 Ul e célcio, ndo foi observada diminuicao significativa nos niveis de VD.
Por outro lado, as pacientes que realizaram apenas a quimioterapia, os niveis séricos de VD
diminuiram em média para 16 nmol/L. Ndo houve associacdo significativa entre os niveis
basais ou os finais de VD e a RPC. Os autores concluem que niveis séricos de VD durante a
guimioterapia neoadjuvante devem ser monitorados e, em caso de diminuicdo, a correcao
pode ser benéfica para a saude esquelética e possivelmente para o desfecho do cancer de
mama (Charehbili et al., em 2016). Recente estudo realizado por Tokunaga et al. incluiu
250 pacientes com cancer de mama, estadio clinico I-lll, submetidas a quimioterapia
neoadjuvante seguida de cirurgia, com dosagens séricas de VD obtidas antes do tratamento
sistémico. O nivel sérico de 25(0OH)D ndo foi associado a RPC. Baixos niveis de VD foram
significativamente associados a menor tempo para ocorréncia de recidiva. Dessa forma,

neste estudo, niveis baixos de VD foram significativamente associados a pior progndstico
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em mulheres japonesas com cancer de mama operavel tratadas com quimioterapia
neoadjuvante (Tokunaga et al, 2022).

Varios mecanismos diferentes podem ser responsaveis pelas redugcdes nos niveis de
VD no cancer de mama, induzidas pela quimioterapia. Em nivel molecular pode ser que as
formas ativas de VD possam ser convertidas em metabdlitos inativos pela regulacao
positiva da enzima CYP3A4 no figado, um membro da superfamilia de metabolizadores de
drogas do citocromo P450, que pode ser regulada positivamente como um mecanismo de
defesa contra a quimioterapia (Miyoshi et.al, 2002, Charehbili et. al, 2016). Outra possivel
explicacdo seria a orientacdo feita aos pacientes com cancer de mama para evitar a luz
solar durante o tratamento, para a prevencdo da foto sensibilidade induzida pela
guimioterapia (Akay et.al, 2010). Além desses fatos, devemos considerar que pacientes
com cancer de mama costumam apresentar efeitos colaterais gastrointestinais, como
mucosite, colite, ndusea e diarreia, que podem influenciar a ingestdo e absorc¢do nutricional
de VD (Ho MY et. al, 2014; Naito Y, 2020).

Por outro lago, Chiba et al., avaliando 144 mulheres diagnosticadas com cancer de
mama em estadio clinico | a lll, com niveis de VD medidos no diagndstico ou durante a
guimioterapia neoadjuvante e submetidas a cirurgia, concluiram que valores reduzidos de
VD foram associados a ndo obtenc¢do da RPC. Nos resultados da andlise multivariada, apés
0 ajuste para os efeitos de coorte, estadio clinico e status do receptor, a deficiéncia de VD
aumentou as chances de ndo atingir RPC em 2,68 vezes (IC de 95%, 1,12-6,41, p=0,03)
(Chiba et al., 2018). Viala et al., em estudo retrospectivo, avaliaram em 327 mulheres, o
impacto do valor da VD na RPC e na sobrevida apds quimioterapia neoadjuvante para
cancer de mama. As pacientes tiveram nivel sérico de 25(0OH)D medido antes ou durante a
quimioterapia neoadjuvante. A deficiéncia de VD foi definida como < 20 ng/mL. A RPC foi

obtida em 32,7% (n = 107) das pacientes incluidas e a deficiéncia de VD foi associada a
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chance de ndo obtengdo de RPC em 73,5%. Foi observada reposta patolégica completa em
33,6% das mulheres com deficiéncia de VD (<20ng/mL) e em 66,4% naquelas com valores
adequados de VD (=20ng/mL), com diferenca significativa entre os grupos. A deficiéncia de
VD associou-se a incapacidade de atingir RPC em pacientes com cancer de mama
submetidas a quimioterapia neoadjuvante (Viala et al., 2018).

Ozmen et al., em estudo ndo randomizado, investigou o efeito da suplementacao
VD na RPC em pacientes com cancer de mama recebendo quimioterapia neoadjuvante.
Foram incluidos 117 pacientes, com valores séricos de VD avaliados antes e apés a
quimioterapia, sendo que 64 (55%) receberam suplementa¢do oral de 50.000 Ul de
Vitamina D3 (colecalciferol) uma vez por semana durante a quimioterapia neoadjuvante. A
taxa de RPC em todos os pacientes que receberam quimioterapia neoadjuvante foi de
20,5%, e a adigao de VD ao tratamento sistémico aumentou significativamente a taxa de
RPC (28% vs. 11%, p = 0.025) (Ozmen et al, 2021).

Dessa forma, com base em dados anteriores que mostraram que baixos niveis de
VD estdo associados a ndo RPC e em contrapartida outros estudos concluiram que nao
houve associacdo significativa entre os niveis de VD e a RPC, reforca a premissa do
monitoramento os niveis de VD em pacientes com cancer de mama recebendo
guimioterapia. Mais estudos sdo necessarios para avaliar se os niveis de VD estdo ou nao
correlacionados com a RPC em pacientes com cancer de mama em vigéncia de

guimioterapia neoadjuvante.

1.6. Justificativa e Hipétese
A VD parece desempenhar papel no desenvolvimento do cancer de mama, atuando
através da ligacdo ao receptor nuclear de VD (VDR), e alterando os genes implicados no

crescimento celular, afetando a proliferacao, a apoptose, a diferenciacao, a angiogénese, a
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invasdo e a metdstase. Exercendo assim, efeitos anticancerigenos e antiangiogénicos
através de varios mecanismos: efeitos antiproliferativos, inducdo de apoptose, inibicdo de
invasdo e metastase, e inibicdo da angiogénese, dando peso a evidéncia cientifica que
associa a deficiéncia de VD a incidéncia, progndstico e mortalidade pelo cancer de mama.
A deficiéncia de VD é frequente em pacientes com cancer de mama, portanto aumentar os
valores séricos de 25(OH)D através da suplementacdo de VD forneceria niveis aumentados
do substrato em tecidos alvo como a mama, para a producao local de calcitriol, que poderia
entdo exercer aces autdcrinas/paracrinas para inibir o crescimento do cancer de mama.

A associacdo entre o valor sérico de 25(0OH)D com a taxa de RPC do tumor,
importante fator progndstico no cancer de mama, apds a quimioterapia neoadjuvante foi
avaliada em estudos observacionais. Enquanto alguns ndo observaram associacdo entre
valores de VD e a taxa da RPC apds a quimioterapia neoadjuvante, outros estudos
demonstraram que em mulheres com cancer de mama recebendo quimioterapia
neoadjuvante, o valor sérico de 25(0OH)D esteve postivamente correlacionado com a
porcentagem de RPC. E apenas em um estudo ndo randomizado, a suplementacdo de VD
resultou em melhor RPC. Portanto, a suplementacdo de VD teria potencial como agente
nao téxico e barato para melhorar a RPC em pacientes com cancer de mama submetidas a
guimioterapia neoadjuvante, apoiando assim a necessidade de mais estudos clinicos
randomizados para que suplementacao de VD possa ser considerada terapia adjuvante no
cancer de mama. A hipdtese desse estudo é que mulheres com cancer de mama
submetidas a suplementacdo de VD durante a realizacdo da quimioterapia neoadjuvante

tém maior porcentagem de RPC quando comparadas a nao usuarias de VD.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Principal

Avaliar a taxa de resposta patoldgica completa com a suplementacdo de vitamina

D em mulheres com cancer de mama submetidas a quimioterapia neoadjuvante

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Analisar o efeito dos valores séricos de vitamina D sobre a resposta patoldgica

completa em mulheres com cancer de mama submetidas a quimioterapia neoadjuvante

suplementadas com vitamina D comparadas ao grupo placebo.

2.2.2. Estudar os fatores preditivos da resposta patolégica completa em mulheres com

cancer de mama submetidas a quimioterapia neoadjuvante
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3. METODOS

3.1. Desenho do estudo e Sele¢do da Amostra

Trata-se de ensaio clinico randomizado, duplo-cego, placebo-controlado, para
avaliar os efeitos da suplementacdo de VD. O grupo populacional foi constituido de
pacientes atendidas no Centro de Avaliagdo em Mastologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB) — UNESP de outubro de 2019 a agosto de 2022. O calculo do tamanho
amostral dos estudos foi realizado pelo Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da FMB. O
calculo amostral foi embasado no estudo de Viala et al (2018), que encontraram RPC em
33,6% das mulheres com deficiéncia de VD (<20ng/mL) e em 66.4% naquelas com valores
adequado de VD (220ng/mL). Considerando a diferenca dos valores percentuais
apresentados e corrigindo a estimativa para os efeitos dos erros do tipo | (5%), com poder
de 80% e confiabilidade de 95%, estimou-se tamanho amostral de no minimo 36 mulheres
com cancer de mama por grupo (intervencdo x placebo). E considerando perda de
seguimento ao redor de 10%, o tamanho amostral adotado foi de 40 mulheres por grupo.

Foram incluidas mulheres com idade > 45 anos, diagndstico recente histoldgico de
cancer de mama, e elegiveis para quimioterapia neoadjuvante, baseado na classificacao
de Szymiczek et al. (2021) e no estadiamento anatémico TNM (AJCC 8th edition, 2017): 1-
Luminal HER2 negativo (RE positivo e/ou RP positivo e HER2 negativo) com estadiamento
tumoral maior ou igual a 1B (T2N1MO, T3NOMO); 2- Luminal HER2 positivo (RE positivo e/ou
RP positivo, HER2 positivo) com estadiamento tumoral maior ou igual a [IA (TON1MO,
TIN1MO, T2NOMO); 3- HER2 puro (RE e RP negativos e HER2 positivo) com estadiamento
tumoral maior ou igual a lIA (TON1IMO, TIN1MO, T2NOMO); 4- Triplo-negativo (RE, RP e

HER2 negativos) com estadiamento tumoral maior ou igual a IA (TINOMO); ou 5- Indicagdo
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personalizada realizada pelo oncologista. Em todos os grupos, consideramos a importancia
de salientar a indicacdo de quimioterapia neoadjuvante nos casos de favorecer uma
possivel cirurgia conservadora e/ou bidpsia de linfonodo sentinela em mamas ndo
operaveis e/ou axilas positivas.

Foram excluidas mulheres com doenca renal cronica (creatinina >1.4 mg/dL),
doencas hepaticas, sindrome de ma absorcdo, obesidade grau Il (IMC>40kg/m2), usuarias
de doses farmacoldgicas de VD (>100 Ul/dia), etilistas ou drogaditas. Todas as voluntarias
participantes foram informadas sobre os objetivos da pesquisa, procedimentos e
confidencialidade dos dados, sem quaisquer prejuizos para as mesmas. Foi solicitado a
assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo |), de acordo com exigéncia
da resolugdo n? 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, com a aprovagdo pelo Comité
de FEtica e Pesquisa da FMB-UNESP, nUmero do parecer: 4.699.347, CAAE:
15747019.8.0000.5411 (Anexo Il). Foi registrado e aprovado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (ReBEC), com nimero RBR-10k4gqdg. Este ensaio clinico foi realizado de
acordo com o Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) 2010 (Schulz et al,

2010) (Anexo III).

3.2. Dados Clinicos e Quimioterapia

Inicialmente, no dia da consulta foram coletados por meio de entrevista os
seguintes dados clinicos: idade, paridade, tabagismo atual, amamentacdo, histdrico
pessoal de doencas cronicas (hipertensdo arterial e diabetes) e histérico familiar de cancer
de mama. Foram definidas como tabagistas as pacientes com o habito de fumar
diariamente, ndo importando o nimero decigarros fumados. Foram obtidos os seguintes
dados para avaliagdo antropométrica: peso, altura e indice de massa corpérea (IMC= peso/

altura?). Para mensuracdo do peso, foi utilizada balanca antropométrica eletrénica
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microdigital tipo plataforma (Filizola®, Brasil), com capacidade de 150 kg com precisdo 0,1
Kg e 0,5 cm (peso e estatura), com a paciente descalca e com o minimo de roupa. Para
medir a estatura, a paciente permaneceu com os bragos ao longo do corpo ereto,
mantendo os olhos fixos em plano horizontal paralelo ao chdo, medida por haste vertical
com graduacdo de 0,5 cm, acoplada a balanca. Foram empregados os critérios da World
Health Organization de 2002 para classificacdo das pacientes, conforme o IMC: £ 24,9
kg/m? normal, de 25 a 29,9 kg/m? sobrepeso, de 30 a 34,9 kg/m? obesidade grau |, de 35 a
39,9 kg/m? obesidade graull e maior ou igual a 40 kg/m? obesidade grau Ill (NCEP-ATP IlI,
2001).

A partir dos relatérios das consultas com a oncologia clinica foram obtidos dados
referentes a quimioterapia neoadjuvante empregados nas pacientes. Foram realizados os
seguintes esquemas de tratamentos quimioterapicos: 1) doxorrubicina associada a
ciclofosfamida (AC) + taxanos (T); 2) doxorrubicina associada a ciclofosfamida dose-densa
(ACdd) + taxanos (T); 3) doxorrubicina associada a ciclofosfamida (AC) + taxanos (T) +
trastuzumabe (H); 4) doxorrubicina associada a ciclofosfamida dose-densa (ACdd) +
taxanos (T) + trastuzumabe (H); 5) doxorrubicina associada a ciclofosfamida (AC) + taxanos
(T) + carboplatina (C); 6) doxorrubicina associada a ciclofosfamida dose-densa (ACdd) +
taxanos (T) + carboplatina (C). A escolha personalizada do esquema quimioterdpico, bem

como do numero de sessdes, foi realizada pelo oncologista clinico.

3.3. Protocolo de suplementagdo

Todas as participantes receberam uma numeracdo (1-80) de acordo com a ordem
de inclusdao no estudo. Um processo de randomizacao computadorizado centralizado foi
conduzido empregando software especifico para o protocolo do estudo (SAS for Windows,

v. 9.2 using Procedure Plan). As pacientes foram randomizadas, em sequéncia de
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numeracdo pré-estabelecida, em dois grupos: VD, com suplementacdo de vitamina D3
(n=40) e PL, usudrias de placebo (n=40) (Figura 1). O investigador principal (Omodei M) e
as pacientes ndo tinham conhecimento prévio dos referidos grupos e das diferentes
numeragoes rotuladas nos frascos. Assim, 40 pacientes receberam 2000Ul de VD3
(colecalciferol), 2 comprimidos via oral ao dia (cada comprimido de 1000Ul), durante
periodo da quimioterapia neoadjuvante (6 meses). As outras 40 pacientes receberam 2
comprimidos de placebo, via oral ao dia. Os invélucros foram idénticos, embalados e
numerados para ndo identificacdo do grupo pelas participantes do estudo. Para o controle
da suplementacao, as pacientes foram orientadas a trazer os frascos a cada retorno para
avaliar a medicac¢do usada e determinar a aderéncia. O tempo de seguimento foi de seis

meses com avaliacdes em dois momentos, inicial e final.

3.4. Andlise de Vitamina D

A avaliacdo sérica de 25(0OH)D foi mensurada em dois momentos, imediatamente
apos o diagnodstico do cancer de mama, antes do tratamento proposto, aproximadamente
20 dias pds-diagndstico e apds a realizacao da quimioterapia neoadjuvante, aos seis meses
(para avaliar a biodisponibilidade e aderéncia ao tratamento). Das pacientes randomizadas
foram obtidos 10 ml de sangue, no momento basal e aos seis meses, diretamente em tubo
seco com gel separador de soro, que foram centrifugadas por 10 min (3.000 rpm). O soro
obtido foi separado em amostras congeladas a -80°C até a leitura das dosagens de
25(OH)D. Para a dosagem sérica de 25(OH)D foi empregado um imunoensaio, 25(0OH)
Vitamin D ELISA kit (ab213966) (Abcam®, Cambridge, UK), pela técnica de ELISA (Enzime-
Linked Immuno Sorbent Assay), obedecendo as recomendacdes do fabricante. A
sensibilidade analitica é de 1.98 ng/mL e o coeficiente de variacdo intra ensaio é < 3% e

inter ensaio é < 11%, segundo descricao do Kit. Foram considerados suficientes valores >
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30ng/mL, insuficiéncia de 21 a 29ng/mL e deficiéncia < 20ng/mL (Holick et al., 2011). Todas
as dosagens foram realizadas em Unico momento para minimizar variagcdes interensaios,

pelo Laboratdrio de Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetricia.

3.5. Anatomopatoldgico e Imunohistoquimica

A partir dos relatérios dos prontudrios das pacientes com cancer de mama foram
obtidos: diagndstico histopatolégico, grau, estddio do tumor, e status de receptor
hormonal. O envolvimento linfonodal foi avaliado apds a cirurgia ou pela avaliacdo do
linfonodo sentinela. Foram graduados histologicamente em grau | (bem diferenciado), Il
(moderadamente diferenciado) e Ill (indiferenciado), de acordo com o método proposto
por Elston & Ellis (1993) que utiliza como critérios os aspectos arquiteturais, o grau de
diferenciacdo nuclear e o indice mitdtico. O estadiamento patoldgico do tumor foi definido
de acordo com a 82 edicdo do American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2017), sistema
TNM (tamanho do tumor, status linfonodal, metastase), sendo: estadio | (TINOMO), estadio
[IA (TON1IMO, TINIMO eT2NOMO), estadio [IB (T2N1IMO e T3NOMO), estadio IIIA
(TON2MO, TIN2MO, T2N2MO, T3N1MO e T3N2MO), estadio IIIB (TANOMO, TAN1IMO e
T4N2MO), estadio llIC (qualquer TN3MO) e estadio IV (qualquer T qualquer N M1).

O perfil do receptor hormonal e a atividade proliferativa epitelial foram avaliados
por métodos padrdo, utilizando imunohistoquimica para receptores de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (PR), e o receptor do fator de crescimento epidérmico humano
2 (HER2). A imunohistoquimica com anticorpospara RE, RP e HER?2 foi realizada de acordo
com os métodos complexos de estreptavidina-biotina-peroxidase (Dako Cytomation®,
Glostrup, Dinamarca). Apds avaliacdo imunohistoquimica, os tumores foram agrupados em
nenhuma, baixa, média oualta expressao de RE e RP, utilizando intervalos de 0-1%, 2-10%,

11-50% e 51-100% de nucleos positivos. Para os RE e RP foram considerados positivos
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quando houve marcagao nuclear em mais de 1% das células tumorais (Hammond et al,
2010). Para analise do HER2 foi utilizado critérios do ASCO, sendo 0 sem marcacdo de
membrana, 1+ marcacao parcial de membrana, 2+ marcacdo completa de membrana, fraca
ou moderada em mais de 10% das células tumorais e 3+ marcagdao completa e intensa de
membrana em mais de 10% das células tumorais (Wolff et al, 2014). A amplifica¢gdo do gene
HER2 foi testada por hibridacdo in situ fluorescente (FISH) quando a imunohistoquimica
resultou em escore 2+ (Dowsett et al, 2003). Os canceres de mama foram categorizados
em quatro subtipos com base em perfis de imuno histoquimica em: 1-Luminal HER2
negativo: RE positivo e/ou RP positivo, HER2 negativo; 2- Luminal HER2 positivo: RE positivo
e/ou RP positivo, HER2 positivo; 3- HER2 puro: RE e RP negativos e HER2 positivo; 4- Triplo-
negativo: RE, RP e HER2 negativos (Szymiczek etal, 2021).

Como marcador de resposta a quimioterapia, foi empregada a taxa de RPC avaliada
no anatomopatoldgico pds-quimioterapia. A RPC na mama neste estudo foi definida de
acordo com o College of American Pathologists (CAP) como auséncia de cancer invasivo
residual: ypTO ypNO (auséncia de cancer invasivo e carcinoma in situ na mama e linfonodos
axilares); ypTO/is ypNO (auséncia de cancer invasivo na mama e linfonodos axilares,
independentemente de carcinoma ductal in situ) (CAP, 2023). O anatomopatoldgico e o
perfil imunohistoquimico, de acordo com o que foi descrito anteriormente, foram
realizados pelo Servico de Patologia da FMB-Unesp.

3.6. Analise Estatistica

O método de analise estatistica utilizado foi per protocol. A partir dos dados foram
construidas tabelas das variaveis clinicas e dos parametros avaliados. As varidveis foram
analisadas quanto a normalidade de distribuicdo pelo Teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade pelo Teste de Levene. Para analise dos dados foi calculado média e desvio-

padrdo para varidveis quantitativas e, frequéncia e porcentagem para varidveis
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qualitativas. Foram analisadas variaveis: 1- clinicas (idade, menarca, paridade, tempo de
amamentacdo, tabagismo e IMC); 2- Dosagem sérica 25(0OH)D; 3-dados antomopatoldgicos
e de imunohistoquimica do cancer de mama (tipo egrau histopatoldgico, tamanho do
tumor, estadio do tumor, linfonodo axilar, RE, RP, HER2, Ki-67, subtipos moleculares); 4-
tratamentos quimioterdpicos; 5-resposta patolégica completa (sim ou ndo).

Para comparacdo entre os grupos (VD e PL) em relacdo as caracteristicas iniciais foi
empregado o Teste t-student (varidveis quantitativas), distribuicdo Gama (varidveis
guantitativas assimétricas) e o teste do Qui-quadrado ou o Exato de Fisher (varidveis
qualitativas). Na associa¢do entre os grupos quanto as caracteristicas anatomopatoldgicas,
da imuno-histoquimica, tratamentos quimioterdpicos, RPC e valores de 25(OH)D, todas
varidveis categorizadas, foram utilizados o teste do Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher
(para valor esperado menor ou igual a cinco). Na comparacao do IMC entre os momentos
(basale 6 meses) e entre os grupos, utilizou-se o delineamento em medidas repetidas no
tempo (ANOVA) seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey ajustado para
interacdoentre grupo x momento. E na comparacdo dos valores de 25(OH)D (variavel
assimétrica) entre os momentos (basale 6 meses) foi empregado o mesmo delineamento
em medidas repetidas através da distribuicio Gama seguido do teste de comparacao
multipla de Wald.

A medida de desfecho primdrio foi a RPC. Foi realizada analise multivariada por
regressao logistica bindria, considerando-se intervalo de confianga (IC) de 95%, com cdlculo
da respectiva odds ratio (OR), para examinar se valores de VD (> 20ng/mL) estavam
associados a chance de atingir a RPC, ajustado para as varidveis que poderiam influenciar
a RPC (tamanho do tumor, grau histolégico, estadio, RE, RP, HER2, subtipos moleculares e
tratamentos quimioterdpicos). Foram testadas todas as varidveis analisadas através do

ajuste do modelo de regressao logistica multipla utilizando procedimento “stepwise” para
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as variaveis que apresentaram diferenca significativa. Em todos os testes foi adotado o
nivel de significancia de 5% ou o P-valor correspondente. As anadlises foram realizadas
utilizando-se o programa Statistical Analyses System (SAS) for windows, versao 9.4, pelo
Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu que deu o

atendimento metodolégico e conduziu os procedimentos estatisticos.
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4. RESULTADOS

4.1. Artigo Original

Efeito da suplementag¢ao de vitamina D sobre a resposta patoldgica
completa em mulheres com cancer de mama submetidas a quimioterapia

neoadjuvante: ensaio clinico randomizado.

Effect of vitamin D supplementation on pathological complete response in women with

breast cancer undergoing neoadjuvant chemotherapy: a randomized clinical trial.

Omodei MS, Carvalho-Pessoa E, Nahas EAP
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Resumo
Objetivo: avaliar a taxa de resposta patoldgica completa (RPC) com a suplementacdo de
vitamina D (VD) em mulheres com cancer de mama, submetidas a quimioterapia (QT)
neoadjuvante.
Meétodos: Foi conduzido ensaio clinico randomizado envolvendo 80 mulheres com idade
245 anos e diagndstico histoldgico de cancer de mama, elegiveis para QT neoadjuvante. As
pacientes foram randomizadas em dois grupos: VD, com suplementacao didria de 2000UlI
de colecalciferol (n=40) e PL, usudrias de placebo (n=40), durante periodo da QT
neoadjuvante (6 meses). A medida de desfecho primario foi a RPC. Os valores séricos de
25-hidroxivitamina D [25(OH)D] foram mensurados em dois momentos, apds diagndstico
do cancer de mama e ao final da QT, por imunoensaio, 25(0H) Vitamin D ELISA kit
(ab213966). Foram coletados os dados clinicos, imuno-histoquimicos e quimioterapicos. A
analise estatistica foi per protocol, empregando-se Teste t-Student, Teste do Qui-
Quadrado, Distribuicdo Gama, ANOVA e regressao logistica (OR, odds ratio).
Resultados: Das 80 mulheres randomizadas, 75 completaram a QT e realizaram cirurgia. A
média de idade foi de 54.7+8.6 anos para VD e de 56.317.1 anos para PL (p>0.05). Os
valores médios iniciais de 25(0OH)D indicavam hipovitaminose D em ambos os grupos (VD
19.615.8 ng/mL e 21.0+7.9 ng/mL, p=0.331). Aos 6 meses de intervengdo foi demonstrado
aumento nos valores de 25(OH)D no grupo VD, com diferenca significativa para o grupo PL
(28.0 £ 8,7 ng/mL vs 20.2 + 6.1 ng/mL, respectivamente, p=0.032). As mulheres
suplementadas com VD apresentaram maior ocorréncia de RPC quando comparada as
mulheres do grupo PL (55.3% vs 32.4%, p=0.046). Na comparag¢do entre as mulheres com
RPC no grupo VD (n=21) e no placebo (n=12) ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos na maioria das varidveis anatomopatoldgicas, imunohistoquimicas e

tratamentos quimioterdpicos (p>0.05). Foi observado no grupo VD menor ocorréncia de
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tumores de alto grau histolégico quando comparado grupo PL (52.4% vs 75.0%,
respectivamente, p=0.040). Em modelo de regressao logistica, ajustado para variaveis que
interferem na RPC (anatomopatoldgicas, imunohistoquimicas e tratamentos
quimioterapicos), mulheres com valores de 25(0H)D >20ng/mL apresentaram maior
chance de obter RPC em relagao as mulheres com deficiéncia de VD (OR 0.10 IC 95% 0.02-
0.61, p=0.013).
Conclusbes: Mulheres com cancer de mama submetidas a QT neoadjuvante e a
suplementacdao de 2000Ul de VD apresentaram maior chance de obter taxa de RPC
guando comparada as mulheres do grupo placebo.
Palavras-chave: Cancer de mama; Vitamina D; Resposta Patolégica Completa;

Quimioterapia Neoadjuvante; Ensaio clinico randomizado.

Abstract

Objective: to evaluate the pathological complete response (PCR) rate with vitamin D (VD)
supplementation in women with breast cancer undergoing neoadjuvant chemotherapy
(CT).

Methods: A randomized clinical trial was conducted involving 80 women aged 2> 45 years
with histological diagnosis of breast cancer, eligible for neoadjuvant CT. Women were
randomized into two groups: VD, with daily supplementation of 2000UI of cholecalciferol
(n=40) and PL, users of placebo (n=40), during the CT period (6 months). The primary
outcome measure was PCR. Serum 25-hydroxyvitamin D [25(0OH)D] values were measured
at two moments, after diagnosis of breast cancer and at the end of CT, using immunoassay
25(0OH) Vitamin D ELISA kit (ab213966). Clinical, anatomopathological,

immunohistochemical, and CT data were collected. Statistical analysis was per protocol,
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using Student's t-test, Chi-square test, Gamma distribution, ANOVA and logistic regression
(OR, odds ratio).

Results: Of the 80 women randomized, 75 patients completed CT and underwent surgery.
The mean age was 54.718.6 years for the VD group and 56.317.1 years for the PL group
(p>0.05). Mean baseline 25(0OH)D values indicated hypovitaminosis D in both groups (VD,
19.6+5.8 ng/mL and PL, 21.0+7.9 ng/mL, p=0.331). At 6 months of intervention, an increase
in 25(0OH)D values was demonstrated in the VD group, with a significant difference for the
PLgroup (28.0+8.7 ng/mLvs 20.2+6.1 ng/mL, respectively, p=0.032) Women supplemented
with VD had a higher percentage of PCR when compared to women in the PL group (55.3%
vs 32.4%, p=0.046). Comparing the women who had PCR in the VD group (n=21) and in the
PL group (n=12), no significant differences were observed in the percentage distribution
between the groups in most anatomopathological and immunohistochemical variables and
CT treatments (p>0.05). A lower occurrence of high histological grade tumors was observed
in the VD group when compared to the PL group (52.4% vs 75.9%, respectively, p=0.040).
In a logistic regression model, adjusted for variables that interfere with PCR
(anatomopathological, immunohistochemical and CT treatments), women with 25(0OH)D
values >20ng/mL were more likely to achieve PCR than women with VD deficiency (OR 0.10
95% Cl 0.02-0.61, p=0.013).

Conclusions: Women with breast cancer undergoing neoadjuvant CT and supplementation
with 2000Ul of VD were more likely to achieve a PCR rate when compared to women in the
placebo group.

Keywords: Breast Cancer; Vitamin D; Pathological complete response; neoadjuvant

chemotherapy; Randomized clinical trial.



49
Introdugao

A vitamina D (VD) é um derivado do colesterol que atua via metabdlito ativo, a 1,25-
diidroxivitamina D [1,25(0OH)2D], como regulador direto do epigenoma e transcricdo de
grande variedade de tecidos humanos e tipos de células, incluindo células tumorais
malignas®. A VD parece desempenhar papel no desenvolvimento do cdncer de mama
através da ligacdo ao receptor nuclear de VD (VDR), que é expresso no tecido mamario?3.
O tecido mamadrio normal e o tumoral expressam a enzima 1-alfa-hidroxilase que hidroxila
a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], metabdlito inativo circulante da VD, em 1,25(0OH)2D ou
o calcitriol, forma biologicamente ativa e que interage com o VDR, modulando a expressao
de genes envolvidos em vérios aspectos da tumorogénese*. A VD altera os genes implicados
no crescimento celular, afetando a proliferacdo, a apoptose, a diferenciacdo, a
angiogénese, a invasdo e a metdstase®. Assim, pode exercer efeitos anticancerigenos e
antiangiogénicos através de vdarios mecanismos como antiproliferacdo, inducdo de
apoptose, inibicdo de invasdo/metéstase, e inibicdo da angiogénese®’, reforcando a
evidéncia cientifica que associa a deficiéncia de VD a incidéncia e mortalidade pelo cancer
de mama38°.

A deficiéncia de VD é frequente em pacientes com cancer de mama®!! e algumas
evidéncias sugerem que valores séricos reduzidos de 25(0OH)D, aumentam o risco de
desenvolvimento e progressdo da doenca, sendo considerada um fator progndstico em
pacientes com cincer de mama®!2. Aumentar os valores séricos de 25(OH)D pela
suplementacao de VD forneceria niveis aumentados do substrato em tecidos alvo como a
mama, para a producdo local de -calcitriol, que poderia entdo exercer acdes
autdcrinas/pardcrinas para inibir o crescimento do cancer de mama®3. Anidlise de
resultados de estudos populacionais norte-americanos demonstrou que a ingestao de

2.000 Ul/dia de VD levaria a reducdo de 25% na incidéncia de cincer de mama®*.
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Entre as modalidades de tratamento do cancer de mama, a quimioterapia
neoadjuvante é realizada com o objetivo de melhorar as condicdes de ressecc¢ao tumoral e
os resultados progndsticos, diminuindo o risco de recorréncial>. O tratamento
neoadjuvante aumenta a probabilidade de controle do tumor e o potencial de cura, e
permite rapida avaliacdo da eficicia do tratamento!>!®, Esta abordagem terapéutica
permite uma avaliacdo in vivo da sensibilidade tumoral a quimioterapia empregando os
dados de resposta patoldgica completa (RPC) pelo anatomopatoldgico®®. A associa¢do
entre o valor sérico de 25(0OH)D com a taxa RPC do tumor, importante fator progndstico no
cancer de mama, apds a quimioterapia neoadjuvante foi avaliada em estudos
observacionais. Alguns ndo observaram associacao entre os valores de VD e a taxa da RPC
apds quimioterapia neoadjuvante’-?°, Por outro lado, outros estudos demonstraram que
em mulheres com cancer de mama recebendo quimioterapia neoadjuvante, o valor sérico
de 25(OH)D esteve positivamente correlacionado com a porcentagem de RPC,
especialmente em tumores HER2 e no triplo-negativo21,22. E apenas um estudo clinico
ndo randomizado, a suplementacdo de VD resultou em melhora da RPC%..

A suplementacdo de VD poderia ter potencial como agente ndo téxico e barato para
melhorar a RPC em pacientes com cancer de mama submetidas a quimioterapia
neoadjuvante, apoiando assim a necessidade de mais estudos clinicos randomizados para
que suplementacdo de VD possa ser considerada no tratamento do cancer de mama?®.
Apesar do potencial efeito benéfico de valores adequados de VD no progndstico do cancer
de mama?®, dados sobre a associacdo entre os niveis de VD e a RPC a quimioterapia
neoadjuvante sdo escassos em pacientes com cancer de mama. Poucos estudos
observacionais avaliaram o efeito dos valores séricos de VD na RPC e com resultados
variaveis!’22 , com apenas um estudo prospectivo com suplementacdo de VD?3, o que

justifica o presente estudo. Nosso objetivo foi avaliar a taxa de resposta patoldgica
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completa (RPC) com a suplementacdo de vitamina D (VD) em mulheres com cancer de

mama, submetida a quimioterapia (QT) neoadjuvante.

Métodos
Desenho do estudo e Selegdo da Amostra

Neste ensaio clinico randomizado foram incluidas mulheres atendidas em Servico
de Mastologia, de outubro de 2019 a agosto de 2022, com idade 2 45 anos, diagndstico
recente histolégico de cancer de mama, e elegiveis para QT neoadjuvante: 1- Luminal
HER2 negativo (RE positivo e/ou RP positivo e HER2 negativo) com estadiamento tumoral
maior ou igual a IIB (T2N1MO, T3NOMO); 2- Luminal HER2 positivo (RE positivo e/ou RP
positivo, HER2 positivo) com estadiamento tumoral maior ou igual a 1IA (TON1MO,
TIN1MO, T2NOMO); 3- HER2 puro (RE e RP negativos e HER2 positivo) com estadiamento
tumoral maior ou igual a lIA (TON1IMO, TIN1MO, T2NOMO); 4- Triplo-negativo (RE, RP e
HER2 negativos) com estadiamento tumoral maior ou igual a IA (TINOMO); ou 5- Indicagdo
personalizada realizada pelo oncologista?®?’.

Foram excluidas mulheres com doenga renal cronica (creatinina >1.4 mg/dL),
doencas hepaticas, sindrome de ma absorcdo, obesidade grau Il (IMC>40kg/m2), usuarias
de VD (>100 Ul/dia), etilistas ou drogaditas. Foi solicitado, a todas participantes, a assinar
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, com a aprovacgdo pelo Comité de Etica e
Pesquisa da FMB-UNESP. Foi registrado e aprovado no Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos (ReBEC), com numero RBR-10k4gqdg. Este ensaio clinico foi realizado de acordo

com o Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) 201028,

Dados Clinicos e Quimioterapia
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Foram coletados por meio de entrevista os seguintes dados clinicos: idade, paridade,
tabagismo atual, amamentacao, histérico pessoal de doencas cronicas (hipertensdo arterial
e diabetes) e histérico familiar de cancer de mama. Foram definidas como tabagistas as
pacientes com o habito de fumar diariamente, ndo importando o ndmero decigarros
fumados. Foram obtidos os seguintes dados para avaliacdo antropomeétrica: peso, altura
e indice de massa corpérea (IMC= peso/ altura?). Foram empregados os critérios da World
Health Organization de 2002 para classificacdo das pacientes, conforme o IMC: £ 24,9
kg/m? normal, de 25 a 29,9 kg/m? sobrepeso, de 30 a 34,9 kg/m? obesidade grau |, de 35 a
39,9 kg/m? obesidade graull e maior ou igual a 40 kg/m? obesidade grau I11%°.

A partir dos relatérios das consultas com a oncologia clinica foram obtidos dados
referentes a QT neoadjuvante empregados nas pacientes. Foram realizados os seguintes
esquemas de tratamentos quimioterapicos: 1) doxorrubicina associada a ciclofosfamida
(AC) + taxanos (T); 2) doxorrubicina associada a ciclofosfamida dose-densa (ACdd) +
taxanos (T); 3) doxorrubicina associada a ciclofosfamida (AC) + taxanos (T) + trastuzumabe
(H); 4) doxorrubicina associada a ciclofosfamida dose-densa (ACdd) + taxanos (T) +
trastuzumabe (H); 5) doxorrubicina associada a ciclofosfamida (AC) + taxanos (T) +
carboplatina (C); 6) doxorrubicina associada a ciclofosfamida dose-densa (ACdd) + taxanos

(T) + carboplatina (C).

Protocolo de suplementagdo

Todas as participantes receberam uma numeracdo (1-80) de acordo com a ordem
de inclusdao no estudo. Um processo de randomizacao computadorizado centralizado foi
conduzido empregando software especifico para o protocolo do estudo (SAS for Windows,
v. 9.2 using Procedure Plan). As pacientes foram randomizadas, em sequéncia de

numeracdo pré-estabelecida, em dois grupos: VD, com suplementacdo de VD (n=40) e PL,
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usuarias de placebo (n=40) (Figura 1). O investigador principal (Omodei M) e as pacientes
ndao tinham conhecimento prévio dos referidos grupos e das diferentes numeracdes
rotuladas nos frascos. Assim, 40 pacientes receberam 2000Ul de colecalciferol, 2
comprimidos via oral ao dia (cada comprimido de 1000Ul), durante periodo da QT
neoadjuvante (6 meses). As outras 40 pacientes receberam 2 comprimidos de placebo, via
oral ao dia. Os invélucros foram idénticos, embalados e numerados para n3o identificacao
do grupo pelas participantes do estudo. Para o controle da suplementacdo, as pacientes
foram orientadas a trazer os frascos a cada retorno para avaliar a medica¢do usada e
determinar a aderéncia. O tempo de seguimento foi de seis meses com avaliagées em dois

momentos, inicial e final.

Andlise de Vitamina D

A avaliacdo sérica de 25(0OH)D foi mensurada em dois momentos, imediatamente
apos o diagndstico do cancer de mama, antes do tratamento proposto, aproximadamente
20 dias pds-diagndstico e apds a realizacdo da QT neoadjuvante, aos seis meses (para
avaliar a biodisponibilidade e aderéncia ao tratamento). Para a dosagem sérica de 25(0OH)D
foi empregado um imunoensaio, 25(0OH) Vitamin D ELISA kit (ab213966) (Abcam®,
Cambridge, UK), pela técnica de ELISA (Enzime-Linked Immuno Sorbent Assay), obedecendo
as recomendacdes do fabricante. A sensibilidade analitica é de 1.98 ng/mL e o coeficiente
de variacdo intra ensaio é < 3% e inter ensaio é < 11%, segundo descri¢cdo do Kit. Todas as
dosagens foram realizadas em Unico momento para minimizar variagdes interensaios.
Foram considerados suficientes valores > 30ng/mL, insuficiéncia de 21 a 29ng/mL e

deficiéncia < 20ng/mL3°,

Anatomopatoldgico e Imunohistoquimica
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A partir dos relatérios das pacientes com cancer de mama foram obtidos:
diagndstico histopatoldgico, grau, estddio do tumor e o status de receptorhormonal. O
envolvimento linfonodal foi avaliado apds a cirurgia ou pela avaliagdo do linfonodo
sentinela. Foram graduados histologicamente em grau | (bem diferenciado), |l
(moderadamente diferenciado) e Ill (indiferenciado), de acordo com o método proposto
por Elston & Ellis*' que utiliza como critérios os aspectos arquiteturais, o grau de
diferenciacdo nuclear e o indice mitdtico. O estadiamento patoldgico do tumor foi definido
de acordo com a 82 edicdo do American Joint Committee on Cancer?®, sistema TNM
(tamanho do tumor, status linfonodal, metastase), sendo: estadio | (TLNOMO), estadio IIA
(TON1IMO, TIN1MO eT2NOMO), estadio IIB (T2N1MO e T3NOMO), estadio IlIA (TON2MO,
TIN2MO, T2N2MO, T3N1IMO e T3N2MO), estadio IlIB (TANOMO, TANIMO e T4N2MO),
estadio llIC (qualquer TN3MO) e estadio IV (qualquer T qualquer N M1).

O perfil do receptor hormonal e a atividade proliferativa epitelial foram avaliados
por métodos padrdo, utilizando imunohistoquimica para receptores de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (PR), e receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2
(HER2). Para os RE e RP foram considerados positivos quando houve marcacgdo nuclear
em mais de 1% das células tumorais32. Para analise do HER2, se a imunohistoquimica
resultou em escore 2+, foi testada amplificagdo do gene HER2 por hibridacao in situ
fluorescente (FISH)**. Os canceres de mama foram categorizados em quatro subtipos com
base em perfis de imunohistoquimica em: 1-Luminal HER2 negativo: RE positivo e/ou RP
positivo, HER2 negativo; 2- Luminal HER2 positivo: RE positivo e/ou RP positivo, HER2
positivo; 3- HER2 puro: RE e RP negativos e HER2 positivo; 4- Triplo-negativo: RE, RP e
HER2 negativos?’.

Como marcador da resposta a QT, foi empregada a taxa de RPC avaliada no

anatomopatoldgico da peca cirurgica pds-quimioterapia. A RPC na mama neste estudo foi



55

definida de acordo com o College of American Pathologists (CAP) como auséncia de cancer
invasivo residual: ypTO ypNO (auséncia de cancer invasivo e carcinoma in situ na mama e
linfonodos axilares); ypTO/is ypNO (auséncia de cancer invasivo na mama e linfonodos

axilares, independentemente de carcinoma ductal in situ)®.

Andlise Estatistica

O célculo amostral foi embasado no estudo de Viala et al.??, que encontraram RPC
em 33,6% das mulheres com deficiéncia de VD (<20ng/mL) e em 66.4% naquelas com
valores adequado de VD (220ng/mL). Considerando a diferenca dos valores percentuais
apresentados e corrigindo a estimativa para os efeitos dos erros do tipo | (5%), com poder
de 80% e confiabilidade de 95%, estimou-se tamanho amostral de no minimo 36 mulheres
com cancer de mama por grupo (intervencdo x placebo). E considerando perda de
seguimento ao redor de 10%, o tamanho amostral adotado foi de 40 mulheres por grupo.

O método de andlise estatistica utilizado foi per protocol. As varidveis foram
analisadas quanto a normalidade de distribuicdo pelo Teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade pelo Teste de Levene. Para analise dos dados foi calculado média e desvio-
padrdo para varidveis quantitativas e, frequéncia e porcentagem para varidveis
qualitativas. Foram analisadas variaveis: 1- clinicas (idade, menarca, paridade, tempo de
amamentacdo, tabagismo e IMC); 2- Dosagem sérica 25(0OH)D; 3-dados antomopatoldgicos
e de imunohistoquimica do cancer de mama (tipo egrau histopatoldgico, tamanho do
tumor, estadio do tumor, linfonodo axilar, RE, RP, HER2, Ki-67, subtipos moleculares); 4-
tratamentos quimioterdpicos; 5-resposta patolégica completa (sim ou ndo).

Para comparacdo entre os grupos (VD e PL) em relacdo as caracteristicas iniciais foi
empregado o Teste t-student (varidveis quantitativas), distribuicdo Gama (varidveis

guantitativas assimétricas) e o teste do Qui-quadrado ou o Exato de Fisher (varidveis
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qualitativas). Na associa¢do entre os grupos quanto as caracteristicas anatomopatoldgicas,
da imuno-histoquimica, tratamentos quimioterdpicos, RPC e valores de 25(OH)D, todas
variaveis categorizadas, foram utilizados o teste do Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher
(para valor esperado menor ou igual a cinco). Na comparacao do IMC entre os momentos
(basale 6 meses) e entre os grupos, utilizou-se o delineamento em medidas repetidas no
tempo (ANOVA) seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey ajustado para
interacdoentre grupo x momento. E na comparacdo dos valores de 25(OH)D (variavel
assimétrica) entre os momentos (basale 6 meses) foi empregado o mesmo delineamento
em medidas repetidas através da distribuicio Gama seguido do teste de comparacao
multipla de Wald.

A medida de desfecho primdrio foi a RPC. Foi realizada analise multivariada por
regressao logistica bindria, considerando-se intervalo de confianga (IC) de 95%, com cdlculo
da respectiva odds ratio (OR), para examinar se valores de VD (> 20ng/mL) estava associado
a chance de atingir a RPC, ajustado para as varidveis que poderiam influenciar a RPC
(tamanho do tumor, grau histolégico, estadio, RE, RP, HER2, subtipos moleculares e
tratamentos quimioterdpicos). Foram testadas todas as varidveis analisadas através do
ajuste do modelo de regressao logistica multipla utilizando procedimento “stepwise” para
as variaveis que apresentaram diferenca significativa. Em todos os testes foi adotado o
nivel de significancia de 5% ou o P-valor correspondente. As anadlises foram realizadas
utilizando-se o programa Statistical Analyses System (SAS) for windows, versao 9.4.
Resultados

Das 80 mulheres randomizadas, cinco abandonaram o estudo antes dos seis meses,
sendo trés participantes do grupo placebo com uma por recusa em realizar a cirurgia na
mama e duas evoluiram com metastases e ndo foram submetidas a cirurgia, e duas no

grupo suplementado que também evoluiram com metastases nao realizando o
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procedimento cirurgico. Assim, 75 pacientes completaram a quimioterapia neoadjuvante
e realizaram a cirurgia (Figura 1). Ndo foram relatados eventos adversos com a intervengado
em ambos 0s grupos, suplementado e placebo. A taxa de adesao foi de 92% entre as
participantes que completaram o estudo, sem diferenca entre os grupos (VD ou PL).

A comparacdo das caracteristicas clinicas iniciais entre as mulheres submetidas a
suplementacdo de VD (n=40) ou placebo (n=40) estd demonstrada na Tabela 1. Observa-
se que os grupos foram homogéneos para todas as varidveis avaliadas (p>0,05). A média
de idade das pacientes incluidas foi de 54.7 £ 8.6 anos para o grupo VD e de 56.3 + 7.1 anos
para o grupo PL (p>0.05). Em ambos os grupos, as pacientes foram classificadas, em média,
como sobrepeso (IMC de 25 a 29,9 kg/m?). Os valores médios de 25(0OH)D indicavam
hipovitaminose D nos grupos VD e PL, 19.6 * 58 ng/mL e 21.0 + 7.9 ng/mL,
respectivamente (p=0.331) (Tabela 1).

A Tabela 2 demonstra a comparacdo das caracteristicas anatomopatoldgicas e
imunohistoquimicas do cancer de mama, os tratamentos quimioterdpicos e a resposta
patoldgica completa (RPC) entre as mulheres na pds-menopausa com cancer de mama,
submetidas a suplementacdo de vitamina D (n=40) ou placebo (n=40). Ndo foram
observadas diferencas significativas anatomopatoldgicas e imunohistoquimicas na
distribuicdo percentualds casos entre os grupos (p>0.05). Em relacdo aos tratamentos
guimioterdpicos ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos (p>0.05). Foi
observada diferenca significativa na taxa de RPC entre os grupos. As mulheres
suplementadas com VD apresentaram maior porcentagem de RPC quando comparada as
mulheres do grupo placebo (55.3% vs 32.4%, p=0.046) (Tabela 2). Na comparag¢do dos
valores de 25(OH)D foi observado diferenca significativa entre os grupos VD e PL no
momento final da intervencdo, pds-QT (28.0 + 8,7 ng/mL vs 20.2 + 6.1 ng/mL,

respectivamente) e entre o momento inicial e final no grupo suplementado (p=0.032). Na
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avaliacdo do IMCndo foram encontradas diferencas entre grupos e entre momentos
(p>0.05) (Tabela 3).

Conforme demonstrado na Tabela 4, entre as 75 mulheres que finalizaram a QT e
que realizaram a cirurgia, a taxa de RPC foi de 44% (33/75). Foi observado que quanto
maior o valor de 25(OH)D, maior a porcentagem de mulheres com RPC, demonstrando uma
associagao positiva. Entre as mulheres com RPC, 48,5% apresentavam valores suficientes
de VD (valores de 25(0OH)D = 30ng/mL) ao final de seis meses de suplementacdo, diferente
significativamente daquelas no grupo PL (9.5%, p<.001). Foi demonstrado que pacientes
com tumores HER2 positivos apresentaram significativamente maior taxa de RPC (30.2%
vs. 19.0%, p=0.049, respectivamente). Nas demais varidveis anatomopatoldgicas,
imunohistoquimicas e tratamentos quimioterapicos ndo foram encontradas diferengas na
distribuicdo percentual entre as mulheres com e sem RPC (p>0.05) (Tabela 4).

Na Tabela 5 foi apresentada a associacdo das varidveis clinicas e anatomopatdgicas
e imunohistoquimicas e dos tratamentos quimioterdpicos entre as mulheres que
apresentaram RPC suplementadas com VD (n=21) e no placebo (n=12). Ndo foram
observadas diferencas significativas na distribuicdo percentualentre os grupos na maioria
das varidveis clinicas, antomopatoldgicas e imunohistoquimicas, e tratamentos
guimioterapicos (p>0.05). Foi observada diferenca no grupo suplementado com menor
ocorréncia de tumores de alto grau histolégico quando comparadas a mulheres do grupo
placebo (52.4% vs 75.0%, respectivamente, p=0.040). E também, no grupo suplementado
foi encontrada maior porcentagem de mulheres com valores suficientes de VD (valores de
25(0OH)D = 30ng/mL) quando comparadas a mulheres do grupo placebo (61.9% vs 25.0%,
respectivamente, p=0.005) (Tabela 5).

Considerando o desfecho como a RPC versus a resposta patoldgica parcial e usando

um modelo de regressao logistica ajustado para idade e IMC, mulheres com valores de
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25(0OH)D >20ng/mL apresentaram maior chance de obter RPC em relagdo as mulheres com
deficiéncia de VD (OR 0.15, IC 95% 0.05-0.44, p=0.0006). Quando realizado um modelo de
regressao logistica, ajustado para variaveis que interferem na RPC (anatomopatoldgicas,
imunohistoquimicas e tratamentos quimioterdpicos), manteve-se maior chance de obter
RPC com valores de 25(0OH)D >20ng/mL (OR 0.10 IC 95% 0.02-0.61, p=0.013) (Dados nado

demonstrados).



316 pacientes elegiveis com
cancer de mama outubro/
2019 a junho/2022
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Elegiveis e

randomizadas n=80

236 pacientes excluidas:

- idade < 45 anos de idade (n=57)

- indicacdo cirurgia pré-quimioterapia (n=87)
- metastase no diagndstico (n=25)

- realizando apenas hormonioterapia (n= 35)
- perda de seguimento pds-diagndstico (n=12)
- cancer de mama prévio contralateral (n=10)
- recusa em participar do estudo (n=10)

continuaram a intervengao:
- Evoluiu com metastases (n=2)
- Recusou cirurgia (n=1)

Vitamina D Placebo
n=40 n=40
Descontinuaram a interveng3o: Des
- Evoluiu com metastases (n=2)
Analisadas Analisadas

Per protocol n=38

Intention to treat n=40

Intentio-to-treat n=40
=37

Per protocol n

Figura 1- Fluxograma do estudo.
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Tabela 1. Comparacgdo das caracteristicas iniciais entre as mulheres com cancer de mama

submetidas a suplementacdo de vitamina D (n=40) ou placebo (n=40).

Vitamina D Placebo Valor de
Variaveis
(n=40) (n=40) p*

Idade (anos) 54,7 + 8.6 56.3+7.1 0.435°2
Menarca (anos) 12.1+1.6 12.6+2.1 0.243°2
Idade primeira gestacdo (anos) 21.5+55 22.3+4.8 0.486°
Paridade (numero de filhos) 2315 2216 0.778°
Tempo amamentacdo (meses) 30.7£18.9 26.9+19.4 0.179°
IMC (kg/m?) 289146 27.4+5.0 0.128°
25(OH)D (ng/mL) 19.6+5.8 21.0+7.9 0.331°
Tabagismo (%) 8 (20.0) 10 (25.0) 0.597¢
Hipertensado (%) 10 (25.0) 14 (35.0) 0.292¢
Diabetes (%) 5(12.5) 8 (20.0) 0.336°
HF de Cancer de mama (%) 8 (20.0) 9(17.5) 0.634¢

Valores médios (+ desvio padrao) ou frequéncia (%).

IMC, indice de massa corporal; 25(0OH)D, 25-hidroxivitamina D; HF, historia familiar.

*Diferenca significativa se P<0,05 (*Testet-Student, "Teste de Distribuicio Gama ou ‘Teste do Qui-

Quadrado).
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Tabela 2. Comparagao das caracteristicas anatomopatoldgicas e imunohistoquimicas do
cancer de mama, os tratamentos quimioterdpicos e a resposta patoldgica completa entre

as mulheres submetidas a suplementacdo de vitamina D (n=40) ou placebo (n=40).

Variaveis Vitamina D Placebo P* value
(n=40) (n=40)
Tamanho do tumor (%) 0.684
<2cm 7 (17.5) 9 (22.5)
2-5cm 25(62.5) 22 (55.0)
>5cm 8 (20.0) 9 (22.5)
Tipo histolégico (%) 0.317
Ductal 37 (92.5) 38 (95.0)
Lobular 3(7.5) 2 (5.0)
Grau Histoldgico (%) 0.078
Baixo (grau 1) 2 (5.0) 1(2.5)
Intermediario (grau 2) 12 (30.0) 19 (47.5)
Alto (grau 3) 26 (65.0) 20 (50.0)
Estadio clinico- AJCC (%) 0.512
| 1(2.5) 1(2.5)
I 17 (42.5) 16 (40.0)
I 22 (52.5) 23 (57.5)
Linfonodos axilares (%) 0.098
Negativo 5(12.5) 8(20.0)
Positivo 35 (87.5) 32 (80.0)
Receptor Estrogénio (%) 0.934
Positivo 26 (65.0) 25 (62.5)
Negativo 14 (35.0) 15 (37.5)
Receptor Progesterona (%) 0.914
Positivo 21 (52.5) 20 (50.0)
Negativo 19 (47.5) 20 (50.0)

HER2 (%) 0.256



Positivo
Negativo
Ki-67 (%)
<20%
> 20%
Subtipo (%)
Luminal HER2-
Luminal HER2+
HER2 puro
Triplonegativo
Tipo de cirurgia#
Mastectomia
Quadrantectomia
Tipo Quimioterapia
AC+T
ACdd +T
AC + T+ herceptin
ACdd + T + herceptin
AC+TC
ACdd + TC

Taxa de Resposta Patoldgica#

Completa

Parcial

7 (17.5)
33 (82.5)

12 (30.0)
28 (70.0)

22 (55.0)
5(12.5)
2 (5.0)
11 (27.5)

13 (34.2)
25 (65.8)

14 (35.0)
11 (27.5)
3(7.5)
5(12.5)
1(2.5)

6 (15.0)

21 (55.3)
17 (44.7)
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11 (27.5)
29 (72.50
0.210
8 (20.0)
32(80.0)
0.697
19 (47.5)
7 (17.5)
4(10.0)
10 (25.0)
0.320
14 (37.8)
23 (62.2)
0.712
11 (27.5)
16 (40.0)
1(2.5)
4(10.0)
1(2.5)
7 (17.5)
0.046
12 (32.4)
25 (67.6)

Valores em frequéncia e porcentagem (%).

AJCC, American Joint Committee on Cancer; HER2, human epidermal growth factor receptor type

2; AC: doxorrubicina associado a ciclofosfamida, ACdd: doxorrubicina associado a ciclofosfamida

dose-densa, T: taxano, H: herceptin, TC: taxano associado a carboplatina

# 75 pacientes foram submetidas a cirurgia, 38 grupo vitamina D e 37 grupo placebo

* Diferenca significativa se P<0,05 (Teste do Qui-Quadrado ou Exato de Fisher).
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Tabela 3. Comparagdo das concentragdes de 25(0OH)D e a resposta patoldgica completa
(RPC) entre as mulheres submetidas a suplementacdo de vitamina D (n=37) ou ao placebo

(n=36) nos momentos basal e apds 6 meses de intervencao.

Variavel/Grupo Basal 6 meses Variagao (%)

25(0OH)D (ng/mL) Valor de P*
Placebo 21.0+7.9a 20.2+6.1a 0.312
Vitamina D 19.6 +5.8a 28.0+8.7b 0.032
IMC kg/m2 Valor de p**
Placebo 27.4+£5.0a 26.8 +4.6a 0.328
Vitamina D 28.9+4.6a 28.1+4.8a 0.211

Valores médios (desvio padrdo).

Variacdo Absoluta: valores finais subtraidos dos valores basais.

*p-valor mostra a diferenga significante entre momentos (p < 0.05) e (a,b) mostram diferengas
significante entre grupos e (a,a) sem diferenca (p>0,05) (Medidas repetidas por meio da distribuicdo
Gama seguido do teste de comparagdo multipla de Wald).

**p-valor mostra a diferenga significante entre momentos (p < 0.05) e (a,b) mostram diferengas
significante entre grupos e (a,a) sem diferenca (p>0,05) (ANOVA no desenho de medidas repetidas

seguido pelo teste de Tukey ajustado)
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Tabela 4- Associagdo entre a resposta patoldgica completa (RPC) e os parametros clinicos,
anatomopatdgicos e imunohistoquimicos, os tratamentos quimioterapicos e os valores

finais de 25(0OH)D em 75 mulheres com cancer de mama.

Variaveis RPC sim RPC ndo P* value
(n=33) (n=42)
Idade (anos) 0.419
<50 14 (42.4) 14 (33.3)
>50 19 (57.6) 28 (66.7)
IMC final (Kg/m?2) 0.853
<24.9 9 (27.3) 12 (28.6)
25-29.9 11(33.3) 16 (38.1)
> 30 13(39.4) 14 (33.3)
Tamanho do tumor 0.189
<2cm 4(12.1) 9 (21.4)
2-5cm 20 (60.6) 23 (54.8)
>5cm 9 (27.3) 10 (23.8)
Grau Histoldgico 0.814
Baixo (grau 1) 1(3.0) 1(2.4)
Intermediario (grau 2) 11 (33.3) 17 (40.5)
Alto (grau 3) 21 (63.6) 24 (57.1)
Estadio clinico AJCC 0.425
| 0 (0.0) 2 (4.7)
I 13 (39.4) 19 (45.2)
I 20 (60.6) 21 (50.1)
Linfonodos axilares (%) 0.290
Negativo 7 (21.2) 6 (14.3)
Positivo 26 (78.8) 36 (85.7)
Receptor Estrogenio (%) 0.051
Positivo 18 (54.5) 30 (71.4)

Negativo 15 (45.4) 12 (28.6)
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Receptor Progesterona (%) 0.314
Positivo 15 (45.5) 24 (57.1)
Negativo 18 (54.5) 18 (42.9)
HER2 (%) 0.048
Positivo 10 (30.3) 8 (19.0)
Negativo 23 (69.7) 34 (81.0)
Subtipo 0.087
Luminal HER2- 15 (45.5) 22 (52.4)
Luminal HER2+ 3(9.1) 6 (14.2)
HER2 puro 7 (21.1) 2 (4.8)
Triplo negativo 8(24.2) 12 (28.6)
Tipo Quimioterapia 0.246
AC+T 7(21.2) 15 (35.7)
ACdd + T 14 (42.4) 11 (26.2)
AC + T+ herceptin 1(3.0) 3(7.1)
ACdd + T + herceptin 5(15.2) 4 (9.5)
AC+TC 0(0.0) 2 (4.8)
ACdd + TC 6 (18.2) 7 (16.7)
Valor final de 25(0OH)D <0.0001
<20ng/mL 6 (18.2) 24 (57.1)
21-29ng/mL 11 (33.3) 14 (33.4)
>30ng/mL 16 (48.5) 4 (9.5)

Valores em frequéncia e porcentagem (%).

AJCC, American Joint Committee on Cancer; HER2, human epidermal growth factor receptor type
2; IMC, indice de massa corporea; RPC, resposta patoldgica complete, AC: doxorrubicina associado
a ciclofosfamida, ACdd: doxorrubicina associado a ciclofosfamida dose-densa, T: taxano, H:
herceptin, TC: taxano associado a carboplatina

* Diferenca significativa se P<0,05 (Teste do Qui-Quadrado ou Exato de Fisher).
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Tabela 5- Associagdo entre os parametros clinicos, anatomopatdégicos,
imunohistoquimicos, tratamentos quimioterapicos e os valores finais de 25(0OH)D nas
mulheres que apresentaram resposta patoldgica completa, submetidas a suplementacao

de vitamina D ou placebo.

Variaveis Vitamina D Placebo P* value
RPC (n=21) RPC (n=12)
Idade (anos) 0.424
<50 10 (47.6) 4(33.3)
> 50 11 (52.4) 8 (66.7)
IMC final (Kg/m?2) 0.807
<24.9 5 (23.8) 4 (33.3)
25-29.9 7 (33.3) 4 (33.3)
> 30 9 (42.9) 4 (33.3)
Tamanho do tumor 0.732
<2cm 3 (14.3) 1(8.3)
2-5cm 11 (52.4) 7 (58.3)
>5cm 6 (28.6) 2 (16.7)
Grau Histoldgico 0.040
Baixo (grau 1) 1(4.8) 1(8.3)
Intermediario (grau 2) 9(42.8) 2(16.7)
Alto (grau 3) 11 (52.4) 9 (75.0)
Estadio clinico AJCC 0.590
| 0 (0.0) 0 (0.0)
I 9 (42.9) 4 (33.3)
1l 12 (57.1) 8 (66.7)
Linfonodos axilares (%) 0.171
Negativo 6 (28.6) 2(18.2)
Positivo 15 (71.4) 10 (81.8)
Receptor Estrogenio (%) 0.261

Positivo 13 (61.9) 5(41.7)



Negativo
Receptor Progesterona(%)
Positivo
Negativo
HER2 (%)
Positivo
Negativo
Tipo Quimioterapia
AC+T
ACdd +T
AC + T+ herceptin
ACdd + T + herceptin
AC+TC
ACdd + TC
Subtipo
Luminal HER2-
Luminal HER2+
HER2 puro
Triplo negativo
Valor final de 25(0OH)D
<20ng/mL
21-29ng/mL
> 30ng/mL

8 (38.1)

10 (47.6)
11 (52.4)

6 (28.6)
15 (71.4)

3(14.3)
10 (47.6)
0(0.0)
4(19.0)
0(0.0)
4(19.0)

10 (47.6)
2 (9.5)
4(19.0)
5(23.9)

2(9.5)
6 (28.6)
13 (61.9)

7 (58.3)

5(41.7)
7 (58.3)

4(33.3)
8 (66.7)

3(25.0)
5 (41.7)
1(8.3)
1(8.3)
0(0.0)
2 (16.7)

5 (41.7)
1(8.3)

3(25.0)
3(25.0)

4(33.3)
5(41.6)
3(25.0)

68

0.741

0.687

0.576

0.566

0.005

Valores em frequéncia e porcentagem (%).

AJCC, American Joint CommitteeonCancer; HER2, humanepidermalgrowthfactor receptor type 2;

IMC, indice de massa corpdrea; RPC, resposta patoldgica complete; RPP, resposta patoldgica

parcial, AC: doxorrubicina associado a ciclofosfamida, ACdd: doxorrubicina associado a

ciclofosfamida dose-densa, T: taxano, H: herceptin, TC: taxano associado a carboplatina

* Diferenca significativa se P<0,05 (Teste do Qui-Quadrado ou Exato de Fisher).
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Discussao

No presente estudo, mulheres com cancer de mama suplementadas com VD por
seis meses durante a QT neoadjuvante apresentaram maior porcentagem de RPC quando
comparada as mulheres do grupo placebo. Mulheres com valores de 25(0OH)VD = 20ng/mL
ao final da intervencao tiveram maior chance de obter a RPC em relagdo as mulheres com
deficiéncia de VD. E quanto maior o valor de 25(0OH)D, maior a porcentagem de mulheres
com RPC, demonstrando uma associa¢do positiva entre VD e a RPC. Esta relacdo do valor
sérico de VD com a taxa de RPC do tumor, importante fator progndstico no cancer de
mama, estda em investigacdo atual pelos efeitos anticancerigenos da VD em
microambientes tumorais®?°. O impacto do presente resultado embasa e sustenta as
evidéncias cientificas que associam a deficiéncia de VD ao progndstico e mortalidade pelo
cancer de mama3®°, reforcando a importancia da avaliacdo e suplementacdo de VD
guando necessaria.

Entre as pacientes que realizaram a quimioterapia neoadjuvante, a taxa de RPC foi
de 44%, sendo que as mulheres suplementadas com VD apresentaram significativamente
maior porcentagem de RPC (55,3%) quando comparada as mulheres do grupo placebo
(32,4%). Corroborando com nosso resultado, estudo retrospectivo com 327 mulheres,
avaliando o impacto dos valores de VD apds QT neoadjuvante para cancer de mama,
encontrou RPC em 33,6% das mulheres com deficiéncia de VD (<20ng/mL) e em 66,4%
naquelas com valores adequados de VD (220ng/mL), com diferenca significativa entre os
grupos. A deficiéncia de VD associou-se a incapacidade de atingir RPC em pacientes com
cancer de mama submetidas & QT neoadjuvante?’. Em outro estudo clinico, ndo
randomizado, o efeito da suplementacdo VD sobre a RPC foi investigado em 117 pacientes
com cancer de mama submetidas a QT neoadjuvante, com dosagens séricas de VD antes e

apods a QT. Um grupo recebeu suplementacdo oral de 50.000 Ul de VD (n=64). A taxa de
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RPC em todas os pacientes que receberam QT neoadjuvante foi de 23,5%, e a adigao de VD
aumentou significativamente a taxa de RPC%.

Em nosso estudo, mulheres com valores de 25(0OH)VD > 20ng/mL ao final do estudo
apresentaram maior chance de obter a RPC (OR 0.10 IC 95% 0.02-0.61), em relagdo as
mulheres com deficiéncia de VD, mesmo quando ajustado para varidveis que
reconhecidamente impactam na RPC, como grau histoldgico, receptor de estrogénio
negativo e HER2 positivo. Em concordancia aos nossos resultados, estudo retrospectivo
avaliou 144 mulheres diagnosticadas com cancer de mama em estadio clinico | a lll, com
niveis de VD mensurados no diagndstico ou durante a QT, e concluiram que valores
reduzidos de VD foram associados a ndo obtencdo da RPC. Nos resultados da analise
multivariada, apds o ajuste para os efeitos do estadio clinico e status do receptor, a
deficiéncia de VD aumentou as chances de ndo atingir a RPC (OR 2.68, ICde 95%, 1,12-6,41,
p=0,03)%L.

A associacdo entre uma melhor RPC a QT neoadjuvante com mudangas positivas
nas concentra¢des sanguineas de VD pode ser resultado do efeito pleiotrépico da VD nas
células tumorais®3®, Nossos resultados reforcam a teoria que aumentar os valores séricos
de 25(0OH)D através da suplementacdo de VD forneceria niveis aumentados do substrato
em tecidos alvo como a mama, para a producdo local de 1,25(0H)2D*3. E considerando a
maior expressdo de VDR nas células neopldsicas mamarias quando comparadas com células
saudaveis®’, a ligacdo de 1,25(0H)2D ao seu receptor levaria potencialmente a expressdo
aumentada de genes com efeitos antiproliferativos e pro-apoptdticos, explicando
potencialmente por que niveis suficientes de VD podem estar associados a resposta
patolégica mais favoravel'838,

No presente estudo, quanto maior o valor de 25(0OH)D, maior a porcentagem de

mulheres com RPC, demonstrando uma associacdo positiva entre VD e a RPC. Quando
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associado a RPC aos valores de 25(0OH)D, encontramos que 48,5% das mulheres com RPC
atingiram valores finais suficientes de VD (230ng/mL), enquanto que 57,2% das mulheres
que ndo obtiveram RPC apresentaram niveis deficientes de VD (<20ng/mL). A relacdo dose-
resposta dos niveis séricos de 25(OH)D para beneficio sobre o cancer de mama parece
inversa e linear até 60 ng/mI3°. Essa correlacdo positiva poderia ser parcialmente explicada
pelo potencial efeito anticancerigeno da VD*. Além disso, a VD parece influenciar a resposta
aos agentes quimioterapicos. Nosso resultado é consistente com estudos experimentais
gue demonstram que a VD sensibiliza as células do cidncer de mama aos agentes
quimioterapicos®l. Resultados in vitro mostraram que a VD potencializa as atividades
antitumorais de antraciclinas e taxanos, dois compostos citotdxicos amplamente utilizados
na quimioterapia neoadjuvante®®*!, Além de potencializar a apoptose induzida por
adriamicina, paclitaxel e tamoxifeno*?43,

Uma caracteristica relevante identificada em ambos os grupos do nosso estudo foi
a hipovitaminose D em mulheres com cancer de mama no momento do diagndstico da
doenca. A deficiéncia de VD é altamente prevalente em mulheres com cancer de mamat®!?,
Recente revisao sistematica e metandlise, incluindo 25 estudos com mulheres de todos
continentes, encontrou que 67,4% das pacientes com cancer de mama apresentavam
valores basais abaixo de 30 ng/mL, enquanto esse percentual foi de 33,1% no grupo
controle!!. Recente estudo do nosso grupo de pesquisa avaliou a associacdo entre os
valores séricos de VD e a sobrevida em 192 mulheres tratadas do cancer de mama. Apds
cinco anos de seguimento foi observado que a deficiéncia de VD no momento do
diagndstico associou-se a menor sobrevida global, sobrevida livre de doenca e sobrevida
especifica do cancer em comparacdao as pacientes com valores suficientes de VD,

independentemente dos fatores progndsticos do cancer de mama como idade, estadio e
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tamanho do tumor, status linfonodal, receptores hormonais e subtipos moleculares do
cancer de mama®.

O periodo da QT neoadjuvante é potencial para investigar as interacdes entre os
niveis de VD e a capacidade de resposta do tumor a QT??, pois a hipovitaminose D pode ser
exacerbada durante o tratamento'®*. Vdarios mecanismos diferentes podem ser
responsaveis pelas reducdes nos niveis de 25(0H)D no cancer de mama, induzidas pela QT.
Em nivel molecular, formas ativas de VD podem ser convertidas em metabdlitos inativos
pela regulacdo positiva da enzima CYP3A4 no figado, um membro da superfamilia de
metabolizadores de drogas do citocromo P450, regulada positivamente como um
mecanismo de defesa contra a QT*®*°, Outra possivel explicacdo seria a orientacdo feita
aos pacientes com cancer de mama para evitar a luz solar durante o tratamento, para a
prevencido da foto sensibilidade induzida pela QT*®. Além desses fatos, devemos considerar
gue pacientes sobre quimioterapia costumam apresentar efeitos colaterais
gastrointestinais que podem influenciar a ingest3o e absorc¢do nutricional de VD',

No presente estudo a duracdo da intervencdo (6 meses) e a dose suplementada de
VD (2.000Ul/dia) foram suficientes para provocar aumentos mensuraveis nos valores
séricos de 25(0OH)D. No momento final, na comparacdo entre os grupos foi observado
aumento significativo na dosagem sérica de 25(0OH)D no grupo suplementado com VD
(19.6%5.8 ng/mL vs 28.0+8.7 ng/mlL, respectivamente), indicando aderéncia ao tratamento.
Por outro lado, as mulheres no grupo placebo apresentaram valores de 25(OH)D
compativeis com deficiéncia de VD, sem variagdes durante a QT. Em concordancia com
nossos resultados, recente estudo clinico avaliou a correcao de deficiéncia de VD em 44
pacientes com hipovitaminose D e cancer de mama submetida a QT neoadjuvante, com

doses elevadas de 100.000UI de VD, cada 4 semanas durante a quimioterapia



73
neoadjuvante. A porcentagem de pacientes com normalizacdo da concentracdo sérica de
25 (OH)D foi de 47,7%, com concentragdo sérica mediana de 29,2 ng/mL*.

Os fatores preditivos da RPC sdo de suma importancia quando se trata de mulheres
com cancer de mama, submetidas a QT neoadjuvante!®. Embasado nisso, em nosso estudo
foi realizada a comparacdo das caracteristicas anatomopatoldgicas e imunohistoquimicas
dos tumores e dos tratamentos quimioterdpicos realizados entre as mulheres com cancer
de mama, submetidos a suplementacdo de VD ou placebo. Foi observado que mulheres
com tumores HER2 positivos apresentaram significativamente maior taxa de RPC. Esse
resultado esta em concordancia com a literatura em que subtipos moleculares mais
agressivos apresentam melhor RPC®, O cincer de mama HER2 positivo é um subtipo
agressivo de tumor que superexpressa o HER2, promovendo o crescimento de células
cancerigenas. Na QT neoadjuvante, os anticorpos monoclonais direcionados ao receptor
HER2 melhoraram a taxa de RPC e a sobrevida®®. Estudo retrospectivo, avaliando as
mulheres com cancer de mama que realizaram QT associada ao trastuzumabe, identificou
aquelas que receberam suplementagdo de VD (60% dose <10.000 Ul/semana) durante a
QT (n=134) e aquelas que ndo receberam (n=112). A suplementacdo de VD associou-se com
maior intervalo livre de doenga (HR 0.36; IC 95%, 0.15-0.88) em pacientes com cancer de
mama HER2+ ndo metastdtico49.

A suplementacdo destina-se a elevar valores séricos de 25(0OH)D de modo a
aproveitar ao maximo os beneficios da VD. E a adequacdo da dosagem recomendada de
suplementac3o pode interferir nos resultados esperados®’. Estudo clinico avaliou o valor
preditivo dos niveis de VD sobre a RPC apds QT neoadjuvante em 250 pacientes com cancer
de mama participantes do NEOZOTAC phase-Ill trial, randomizadas para receber ou nao
acido zoledronico associado a 400Ul de VD e 500mg de célcio por dia, com avalia¢des de

25(OH)D no inicio e antes do ultimo ciclo de QT. Os valores medianos de VD basal e pds-



74
quimioterapia foram 23,5 ng/mL e 20,5 ng/mL, respectivamente, sem variagdes nos valores
no grupo tratado. Nao houve associacao significativa entre os valores de VD e a RPC. Os
autores concluem que niveis séricos de VD durante a quimioterapia neoadjuvante devem
ser monitorados e corrigidos se necessario®8.

O presente estudo tem pontos fortes, bem como limitagdes. Sua principal forca
reside no desenho de estudo, pois até onde sabemos na literatura, este é o primeiro estudo
clinico randomizado controlado com placebo que avaliou o efeito da suplementacao de VD
na RPC durante a QT neoadjuvante. A duracdo da intervencao e a dose administrada foram
suficientes para provocar aumentos mensuraveis nos valores séricos de 25(OH)D. Este
estudo também apresentou altas taxas de adesao (92% das participantes), sem diferengas
entre os grupos de intervencdo (VD ou placebo). Apesar de nosso estudo mostrar que a
adicdo de VD durante a QT neoadjuvante aumentou significativamente a taxa de RPC, este
estudo tem algumas limitacdes, pelo fato de ser um estudo de centro Unico com nimero
relativamente baixo de pacientes, especialmente nos subtipos moleculares, em que o
poder de deteccdo de alteracdes pode ter sido limitado. No entanto, apesar do pequeno
tamanho da amostra, este estudo foi adequadamente desenvolvido para detectar relagdes
estatisticamente significativas entre os niveis de VD as respostas a QT. E por tratar-se de
uma populacdo de estudo relativamente homogénea, nossos resultados ndo podem ser

generalizados para outros grupos raciais/étnicos.

Conclusao

No presente estudo, mulheres com cancer de mama submetidas a QT neoadjuvante
e a suplementacdo de 2000Ul de VD apresentaram maior taxa de RPC quando comparada
as mulheres do grupo placebo. Mulheres com valores de 25(0OH)D > 20ng/mL tiveram maior

chance de obter RPC em relagao as mulheres com deficiéncia de VD. Nossos resultados
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apoiam as evidéncias que niveis séricos de VD devem ser avaliados durante a QT
neoadjuvante e a suplementacdo pode ser benéfica para o desfecho da RPC em mulheres
com cancer de mama. Novos estudos sdo necessarios para validar esses resultados, pois a
confirmacdo desse achado tem importante relevancia clinica direta com possiveis

implicacdes terapéuticas.
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5. CONCLUSOES

No presente estudo, mulheres com cancer de mama submetidas a quimioterapia
neoadjuvante e a suplementacdo de 2000UI de vitamina D apresentaram maior taxa de
resposta patoldgica completa quando comparada as mulheres do grupo placebo. Mulheres
com valores de 25(0OH)D > 20ng/mL tiveram maior chance de obter taxa de resposta
patolégica completa em relagdo as mulheres com deficiéncia de vitamina D. E quanto maior
o valor de 25(OH)D, maior a porcentagem de mulheres com resposta patolégica completa,
demonstrando uma associag¢ado positiva entre vitamina D e a resposta patoldgica completa.
Tumores HER2 positivo associaram-se a maior taxa de resposta patolégica completa.

Esses resultados sugerem que o tratamento da deficiéncia de vitamina D em
mulheres com cancer de mama submetidas a quimioterapia neoadjuvante poderia
impactar positivamente sobre a reposta patoldgica completa. E apoiam as evidéncias que
niveis séricos de VD devem ser avaliados durante a quimioterapia neoadjuvante e a
suplementacdo pode ser benéfica para o desfecho da resposta patoldgica completa em
mulheres com cancer de mama. Novos estudos s3ao necessarios para validar esses
resultados, pois a confirmacdo desse achado tem importante relevancia clinica direta com

possiveis implicacdes terapéuticas.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo |- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUGAO 466/2012

CONVIDO, a senhora para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Suplementacdo de
vitamina D em mulheres com cancer de mama submetidas quimioterapia neoadjuvante:
ensaio clinico duplo cego, placebo-controlado e randomizado”, que sera desenvolvido por
mim Michelle Sako Omodei, médica mastologista e pela Professora Eliana Aguiar Petri
Nahas da Faculdade de Medicina de Botucatu —UNESP.

Nessa pesquisa estamos estudando o efeito da vitamina D sobre a resposta ao seu
tratamento para o cancer de mama. Como a senhora faz seguimento no Ambulatério de
Mastologia do Hospital das Clinicas de Botucatu e sera submetida a quimioterapia, estd
sendo convidada a participar desta pesquisa. Informamos que antes da quimioterapia e ao
final serdo colhidos 10 ml de sangue para dosar a vitamina D. O risco dessa coleta pode ser
ardéncia e dor no local que desaparecerd rapidamente. Esclarecemos que o seu sangue
serd armazenado apenas durante sua participacao para andlise das amostras ao final deste
estudo e que nenhum sangue ficard guardado para pesquisas futuras. Solicito seu
consentimento para consultar seu prontuario médico para coletar informacdes |a contidas
sobre a sua saude e resultados de exames que estdo no seu prontudrio sobre o cancer de
mama.

Informamos que neste estudo as participantes serdo divididas em dois grupos, realizado
por meio de sorteio onde apenas um grupo recebera a medicacao estudada, ou seja, um
grupo de mulheres usara a vitamina D na forma de 2 comprimidos ao dia e outro usard
apenas 2 comprimidos sem efeito algum, conhecido como placebo, que devera ser usado
durante os 6 meses da quimioterapia. Ndo sao descritos desconfortos apds a ingestdo da
vitamina D ou placebo. A senhora deverd retornar as consultas agendadas para o seu
tratamento.

Esclarecemos que os beneficios desse estudo serdo para futuras pacientes, quando
tivermos o conhecimento dos resultados da pesquisa. O pesquisador responsavel estara

disponivel para responder a quaisquer perguntas sobre sua participacao e que senhora tem
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o direito de receber informacdes adicionais sobre o estudo. Fique ciente de que sua
participacdo neste estudo é voluntdria e que mesmo apds ter dado seu consentimento para
participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a qualguer momento.

Informamos que a sua participacdo nesta pesquisa ndo trara qualquer prejuizo na
continuidade do seu tratamento para o cancer de mama e que a senhora continuara com
0 acompanhamento e assisténcia ao final do encerramento da sua participacdo nessa
pesquisa junto ao Servico de Mastologia do Hospital das Clinicas de Botucatu. Ndo haverd
custo ou gasto para participar desta pesquisa. E vocé terd direito de buscar indenizacao
diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor,
em que 01 via serd entregue a Senhora devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada
e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.
Qualquer duvida adicional vocé poderd entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira
das 8:00 as 11:30 horas e das 14:00 as 17:00 horas, na Chacara Butignolli s/n? em Rubido
Junior — Botucatu - S3o Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo

descritos.

Apds terem sido sanadas todas minhas dulvidas a respeito deste estudo,

............... CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntdaria, estando ciente que todos os
meus dados estardo resguardados através do sigilo que os pesquisadores se
comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderao ser publicados em

revistas cientificas, sem no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, / ]

Pesquisador Participante da Pesquisa

Michelle Sako Omodei e-mail: michelle omodei@hotmail.com

Rua Atilio Losi, 553- Jardim Paraiso - Botucatu — SP- Fone: 14-981790026

Eliana A. P. Nahas- e-mail:epetri@fmb.unesp.br
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Av Primavera s/n — Vale do Sol Il - Botucatu - SP — Fone: 14- 38801377

7.2. Anexo Il - Aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMB.

»  UNESP-FACULDADE DE £ Plaboformo
7%+  MEDICINA DE BOTUCATU %oﬂ

g Tl sin € CMET i 306 D8 TORLF

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Suplementac¢éo de vitamina D em mulheres com cancer de mama submetidas a
quimioterapia neoadjuvante: Ensaio clinico randomizado, duplo cego, placebo-
controlado

Pesquisador: Eliana Aguiar Petri Nahas

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 47632921.3.0000.5411

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.794 317

Apresentagao do Projeto:
As informacgdes descritas nos campos “Apresentacédo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliacéo dos

Riscos e Beneficios” foram retiradas dos documentos e arquivo - Informagdes Basicas da Pesquisa.

Varios estudos tém relatado elevada frequéncia de hipovitaminose D em pacientes com cancer de mama. A
relevante funcéo desempenhada pela vitamina D (VD) sobre a massa 6ssea esta bem definida, contudo
efeitos extra-6sseos da VD sobre cancer de mama estéo sob investigacéo atual. O estudo proposto procura
reconhecer o papel da suplementacéo da vitamina D (VD) sobre o cancer de mama. O objetivo principal
sera avaliar a taxa de resposta patologica completa com a suplementac¢&o de VD em mulheres na pos-
menopausa com cancer de mama, submetidas a quimioterapia neoadjuvante. Trata-se de ensaio clinico,
randomizado, duplo-cego e placebo-controlado para avaliar os efeitos da suplementac&o de VD. O grupo
populacional sera constituido de pacientes atendidas no Centro de Avaliagdo em Mastologia da Faculdade
de Medicina de Botucatu (FMB) — UNESP. Seréo incluidas mulheres com idade 45 anos e diagnostico
recente histologico de cancer de mama, elegiveis para quimioterapia necadjuvante.

Estimou-se tamanho amostral de no minimo 85 mulheres com cancer de mama e considerando 30% de
perda, um total de 110 mulheres. As pacientes serdo randomizadas, em sequéncia de

Enderego: Chacara Butignolli , sin

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Continuagdo do Parecer: 4.794.317

pesquisas, que sera apresentado novo TCLE. Ou informar que sera armazenado apenas para analise das
amostras neste estudo.
RESPOSTA: O TCLE foi corrigido e adequado de acordo com a solicitagdo do parecer e anexado

novamente na Plataforma Brasil.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagédo obrigatodria:
Foram apresentados os seguintes documentos:

1. Folha de rosto

2. Anuencia do HCFMB/FMB

3_projeto completo

4 TCLE aos participantes maiores de 18 anos

5. Anexado Regulamento de Biorrepositorio.

Recomendagobes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Apos analise em REUNIAO EXTRAORDINARIA, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa
apresentado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberacéo do Colegiado, em REUNIAO EXTRAORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UNESP, o Projeto de Pesquisa encontra-se APROVADO.

A coleta de dados devera ser iniciada apos data de aprovacgéao do CEP.

Apresentar relatorio final de atividades apds finalizac&o da pesquisa.

Adt.
CEP-FMB

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgéo
Declaragéo de biorrepositorio_el pdf 21/06/2021 |SILVANA ANDREA Aceito
Manuseio Material 10:33:35  |MOLINA LIMA
Biologico /

Biorepositorio /

Enderego: Chacara Butignolli, s/n
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UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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5‘ Lista de informag¢oes CONSORT 2010 para incluir no relatério de um estudo randomizado
Item Relatado na
Secgado/Topico No Itens da Lista pg No

Titulo e Resumo
1a I|dentificar no titulo como um estudo clinico randomizado
1b  Resumo estruturado de um desenho de estudo, metodos, resultados e conclusées para onentacdo especifica,
consulte CONSORT para resumos

Introdugdo
Fundamentacdo e 2a  Fundamentacéo cientifica e explicacdo do raciocinio
abjetivos 2b  Objetivos especificos ou hipoteses
Métodos
Desenho do 3a Descricdo do estudo clinico (como paralelo, factorial) incluindo a taxa de alocacdo
estudo 3b  Alteraces importantes nos métodos apds ter iniciado o estudo clinico (como critérios de elegibilidade), com as
razdes
Participantes 4a  Critérios de elegibilidade para participantes
4b  Informacdes e locais de onde foram coletados os dados
Intervencdes 5 As intervencdes de cada grupo com detalhes suficientes que permitam a replicac&o, incluindo como e quando
eles foram realmente administrados
Desfechos Ba Medidas completamente pre-especificadas definidas de desfechos primarios e secundarios, incluindo como e
quando elas foram avaliadas
6b  Quaisquer alteracdes nos desfechos apds o estudo clinico ter sido iniciado, com as razdes
Tamanho da 7a  Como foi determinado o tamanho da amostra
amostra 7b  Quando aplicavel, deve haver uma explicacdo de qualquer analise de interim e diretrizes de encerramento
Randomizacdo:

Sequéncia 8a  Meétodo utilizado para geracdo de sequéncia randomizada de alocacdo
geracao 8b  Tipos de randomizacdo, detalhes de qualquer restricdo (tais como randomizacdo por blocos e tamanho do

bloco)

Alocacdo 9 Mecanismo utilizado para implementer a seqiiéncia de alocacdo randomizada (como recipients numerados
mecanismo segéncialmente), descrevendo os passos seguidos para a ocultacdo da seqiiéncia até as intervencdes serem
de ocultacdo atribuidas

Implementacéo 10 Quem gerou a seqiéncia de alocacdo randomizada, quem inscreveu os participantes e quem atribuiu as

intervencdes aos participantes

Cegamento 11a Se realizado, quem fol cegado apos as intervenc¢des serem atribuidas (ex. Participantes, cuidadores,
assessores de resultado) e como

11b  Se relevante, descrever a semelhanca das intervencées

Métodos 12a Métodos estatisticos utilizados para comparar os grupos para desfechos primarios e secundarios

estatisticos 12b  Métodos para analises adicionais, como andlises de subgrupo e analises ajustadas

Resultados

Fluxo de 13a Para cada grupo, o numero de participantes gue foram randomicamente atribuidos, que receberam o

participantes ( & tratamento pretendido e que foram analisados para o desfecho primario

fortemente 13b  Para cada grupo, perdas e exclusdes apds a randomizacao, junto com as razdes

recomendado a
utilizacdo de um

diagrama)
Recrutamento 14a Definicdo das datas de recrutamento e periodos de acompanhamento
14b  Dizer os motivos de o estudo ter sido finalizado ou interrompido
Dados de Base 15  Tabela apresentando os dados de base demograficos e caracteristicas clinicas de cada grupo
Numeros 16  Para cada grupo, numero de participantes (denominador) incluidos em cada analise e se a analise foi
analisados realizada pela atribuicdo original dos grupos
Desfechos e 17a Para cada desfecho primario e secundario, resultados de cada grupo e o tamanho efetivo estimado e sua
estimativa precisao (como intervalo de confianca de 95%)
17b  Para desfechos binarios, & recomendada a apresentacdo de ambos os tamanhos de efeito, absolutos e
relativos

Analises auxiliares 18 Resultados de quaisquer analises realizadas, incluindo analises de subgrupos e analises ajustadas,
distinguindo-se as pré-especificadas das exploratérias

Danos 19  Todos os importantes danos ou efeitos indesejados em cada grupo (observar a orientagio especifica CONSORT para danos)

Discussido

Limitacdes 20 Limitacdes do estudo clinico, abordando as fontes dos potenciais vieses, imprecisdo, e, se relevante,
relevancia das analises

Generalizacdo 21 Generalizacdo (validade externa, aplicabilidade) dos achados do estudo clinico

Interpretacdo 22 Interpretacdo consistente dos resultados, balanco dos beneficios e danos, considerando outras evidéncias
relevantes

Qutras informagodes

Registro 23 Numero de inscricdo e nome do estudo clinico registrado
Protocolo 24  Onde o protocolo completo do estudo clinico pode ser acessado, se disponivel
Fomento 25  Fontes de financiamento e outros apoios (como abastecimento de drogas), papel dos financiadores

* Recomendamos fortemente a lettura desta norma em conjunto com o CONSORT 2010. Explicagio e Elaboracio de esclarecimentos importantes de todos os itens. Se relevante, também
recomendamos a lertura das extensdes do CONSORT para estudos cluster randomizados. estudos de ndo-inferioridade e de equivaléncia, tratamentos ndo-farmacologicos, intervengdes de
ervas e estudos pragmaticos. Extensdes adicionais estdo por vir: para aquelas e até dados de referéncias relevantes a esta lista de mformacgdes, ver www.consort-statement. org.



