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Resumo



Resumo em lingua portuguesa

Entre as mulheres brasileiras, a principal causa de mortalidade sdo as doencas
cardiovasculares, seguida em freqiiéncia pelo cancer, sendo o mais comum o de mama. E
bastante conhecida a associacdo de cancer com eventos tromboembdlicos, mas pouco
estabelecida sua relagdo com os demais eventos cardiovasculares. Para estudar estes eventos
desde suas altera¢des primordiais, como a lesdo e disfungao endotelial e a formacdo da placa
aterosclerdtica, varios métodos tém sido utilizados. E clara a associagdo entre cincer, em

especial o de mama, com lesdao endotelial e risco cardiovascular.

A terapia enddcrina para tumores de mama com receptores hormonais positivos é
amplamente usada tanto de forma paliativa no cancer de mama metastatico, quanto na
adjuvancia, para tumores iniciais. O tamoxifeno (TMX) tem sido usado como droga de escolha
com este propdsito ha cerca de 30 anos com boa eficacia e perfil razoavelmente seguro. O
desenvolvimento do os inibidores de aromatase (IAs) de terceira geracdo promoveu estudos
comparativos que tém demonstrado superioridade dos IAs em relacdo ao TMX na adjuvancia,
favorecendo seu uso tanto em substituicao, quanto de forma sequencial. Em geral, os |IAs sdao
tdo bem tolerados quanto o TMX, preocupando ainda questdes como aumento de risco

cardiovascular, de osteoporose e alteragdes no perfil lipidico.

Neste cendrio temos alguns estudos demonstrando um menor nimero de eventos
cardiovasculares em mulheres previamente tratadas de cancer de mama, o que indica um
possivel efeito protetor do tratamento com tamoxifeno. O efeito cardiovascular dos inibidores
da aromatase permanece controverso. O objetivo deste estudo foi comparar alguns

marcadores de risco cardiovascular entre mulheres sobreviventes do cadncer de mama apds



tratamento com tamoxifeno, letrozol ou sem tratamento enddcrino. Para isso, avaliamos o
total de 103 sobreviventes de cancer de mama: 35 em uso de tamoxifeno (TMXg), 34 em uso
de letrozol (LTZg) e 34 sem tratamento enddcrino (STEg). Os parametros estudados foram: a
dilatacdo da artéria braquial mediada por fluxo (DMF), a espessura da intima-média (EIM) e o

indice de rigidez (B) da artéria cardtida, colesterol total, HDL e triglicérides.

Observamos que os trés grupos apresentaram valores semelhantes de HDL e EIM. No
TMXg foi encontrado o menor valor de colesterol total (219,29+36,31mg/dL vs.
250,59+38,37mg/dL vs. 245,09+35,35mg/dL; TMXg vs. LTZg vs. STEg respectivamente; p<0,01 -
ANOVA), o maior valor de triglicérides (139,34+41,82mg/dL vs. 111,35+28,22mg/dL vs.
122,09+33,42mg/dL; p<0,01), o maior valor de DMF (6,32+2,33% vs. 4,10+2,06% vs.
4,66+2,52%; p<0,01) e o valor mais baixo do indice de rigidez (B) (5,08+1,68 vs. 6,28+1,75 vs.
5,99+1,86; p=0,01). O LTZg ndo diferiu significantemente do STEg em nenhum dos parametros

estudados.

NAs ndo observamos nenhuma diferenca entre o LTZg e o STEg em nenhum dos
parametros de risco cardiovascular avaliados. Desta forma, a diferenca observada nos valores
dos lipidios séricos, no indice de rigidez (B) e na DMF entre as mulheres em tratamento com
tamoxifeno e letrozol pode ser mais bem atribuida a um efeito benéfico do tamoxifeno do que

a um efeito prejudicial do letrozol.



Resumo em lingua inglesa

The main cause of death among Brazilian women is cardiovascular disease followed by
cancer; breast cancer is the most incident in this population. The relationship between cancer
and thrombosis is well known, although its association with other cardiovascular events is
poorly understood. In order to study these events since its primordial findings, as endothelial
injury and dysfunction and the evolving atherosclerotic plaque, many methods are currently
being used. There is a clear association between cancer, meanly breast cancer with endothelial

injury and cardiovascular risk.

Endocrine therapy for breast cancer with positive receptors has been widely applied
either for advanced metastatic cancer as for initial tumors. For more than 30 years tamoxifen
(TMX) has been the first choice for this purpose with an acceptable safety profile. The
emerging third generation aromatase inhibitors (IA) promoted comparative trials which have
proved the IA to be superior to TMX in the adjuvant setting - what supported its use both in
substitution and in a sequential manner. Broadly, the IA are as well tolerated as TMX, still

concerning issues as cardiovascular risk and osteoporosis increase and lipid profile changes.

In this scenario, studies have shown that women previously treated for breast cancer
present fewer cardiovascular events, indicating a possible protective effect of tamoxifen
treatment. The effects of the aromatase inhibitors on cardiovascular protection remain
controversial. The aim of this study was to compare some cardiovascular risk markers among
breast cancer survivors following treatment with tamoxifen, letrozole or no endocrine
treatment. So a total of 103 breast cancer survivors: 35 using tamoxifen (TMXg), 34 using

letrozole (LTZg) and 34 using no endocrine treatment (NETg) were evaluated. Ultrasonographic



evaluation of brachial artery flow-mediated dilation (FMD), carotid intima-media thickness

(IMT) and stiffness index (B); and blood total cholesterol, HDL and triglycerides were assessed.

All three groups presented similar values of HDL and IMT. TMXg showed the lowest total
cholesterol (219.29+36.31mg/dL vs. 250.59+38.37mg/dL vs. 245.09+35.35mg/dL; TMXg vs.
LTZg vs. NETg respectively; p<0.01 - ANOVA), the highest triglycerides (139.34+41.82mg/dL vs.
111.35+28.22mg/dL vs. 122.0933+42mg/dL; p<0.01), the highest FMD (6.32+2.33% vs.
4.10+2.06% vs. 4.6612.52%; p<0.01) and the lowest stiffness index (B) (5.08+1.68 vs. 6.28+1.75

vs. 5.99+1.86; p=0.01). LTZg did not differ significantly from NETg on any evaluated parameter.

We did not observe any difference of LTZg on the evaluated cardiovascular risk
parameters compared to NETg. As such, the observed difference on lipid values, stiffness index
(B) and FMD between women receiving tamoxifen and letrozole might be best attributed to

the beneficial effect of tamoxifen than to a detrimental effect of letrozole.
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1.1 O uso de tamoxifeno e inibidores da aromatase na terapia enddcrina para o cancer de

mama (Anexo A)

No Brasil, cancer representa a segunda maior causa de mortalidade, sendo o de mama o
mais incidente entre as mulheres brasileiras, excluindo os tumores de pele ndo melanoma
(INCA, 2006b). O cancer de mama apresenta incidéncia crescente mundialmente sendo, no
Brasil, o risco estimado em 71 casos novos por 100.000 mulheres, pelo INCA (INCA, 2006b).
Cerca de dois tercos dos tumores diagnosticados na pds-menopausa expressam receptores de
estrogénio (RE+) e/ou progesterona (RP+). Os efeitos do estrogénio ocorrem através da ligacdo
a proteinas receptoras especificas, localizadas no nucleo celular: os receptores a e . O
estradiol, o mais potente dos estrogénios enddgenos, é sintetizado pelo complexo enzimatico
aromatase localizado no citocromo p450 em diversos tecidos, como exemplo: ovarios, tecido

gorduroso e no tecido normal e tumoral da mama (BRUEGGEMEIER et al., 2005).

Em 1896 foi publicada no Lancet a observacdo de que a ooforectomia poderia trazer
beneficios para o tratamento de casos de cancer de mama considerados inoperdveis
(BEATSON, 1896). Em 1962 foi descrita a existéncia do receptor de estrogénio e pouco tempo
depois a sua presenca foi demonstrada em tumores mamarios (JORDAN; BRODIE, 2007). A
descoberta do papel do estrogénio nesta doenca promoveu grande avanco em sua
terapéutica, com a pesquisa de drogas anti-estrogénicas que pudessem agir na prevencao e
tratamento do cancer de mama (JORDAN; BRODIE, 2007). Motivadas por resultados positivos
em estudos com animais, as pesquisas utilizando tamoxifeno iniciaram-se na década de 70
mostrando alta efetividade do tratamento, mesmo por um ano, em tumores com receptores

positivos (TORMEY; JORDAN, 1984). Pouco tempo depois se iniciaram os estudos visando o
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bloqueio da enzima aromatase, tendo em vista minimizarem-se os efeitos adversos da terapia
com tamoxifeno (JORDAN; BRODIE, 2007). Uma droga chamada formestano foi a pioneira,
passando-se alguns anos até o desenvolvimento da terceira geracdo de inibidores da

aromatase, utilizada na prética clinica na atualidade.

Tamoxifeno (TMX) e o tratamento do cincer de mama

Desde a aprovacgao do uso de TMX para o tratamento do cancer de mama pelo Food and
Drud Administration (FDA) dos Estados Unidos em 1977, esta tem sido a droga de escolha para
o tratamento enddcrino do cancer de mama em mulheres com tumores que expressam
receptores hormonais. O TMX age ligando-se ao receptor de estrogénio e exercendo atividade
antagonista em alguns tecidos (como no préprio tumor) e agonista em outros, o que propicia
tanto beneficios como também efeitos colaterais sérios. A indica¢do de seu uso é baseada nos
resultados de alguns estudos como os do NSABP B-14, que mostrou melhora da sobrevida para
as pacientes que usaram TMX por 5 anos: sobrevida de 76% para 80% em 10 anos, p = 0,02
(FISHER et al., 1996). O uso prolongado (mais de 5 anos) é contra-indicado por ndo trazer

beneficios adicionais, enquanto que os efeitos colaterais se mantém (FISHER et al., 2001).

Inibidores de Aromatase

Esta classe engloba dois inibidores ndo esteroidais, o letrozol e o anastrozol, e um
esteroidal, o examestano (BRUEGGEMEIER et al., 2005). Grandes estudos controlados e
randomizados sugerem a superioridade dos IAs em relacdo ao TMX refletida no aumento do

tempo de sobrevida livre de doenca (CARPENTER, 2008).



Tratamento enddcrino adjuvante na atualidade

No documento de consenso publicado pela American Society of Clinical Oncology (ASCO)
em 2003 o TMX era considerado como o tratamento preferencial na adjuvancia para o cancer
de mama responsivo a terapia enddcrina. A indicacdo do uso dos IA se restringia aos casos de
contra-indicagdo ao uso do TMX (WINER et al., 2003). Desde entdo, publicacdes dos resultados
de grandes estudos randomizados e controlados levaram instituicdes como a prépria ASCO
(WINER et al., 2005), o National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (CARLSON et al.,
2006) e o Consenso Internacional de St. Gallen (St. Gallen) (THUERLIMANN et al., 2007) a
publicarem recomendacgdes sobre o uso dos IA no tratamento de mulheres pés-menopausadas

com cancer de mama inicial responsivo a terapia enddcrina.

IA apds o tratamento tradicional com TMX

O letrozol é atualmente o Unico dos IA indicados para uso posterior a terapia tradicional
com 5 anos de TMX. Tal indicacdo é baseada nos resultados do MA-17, estudo que incluiu
mulheres apds a menopausa logo apds completarem a terapia adjuvante com 5 anos de TMX.
Mais de 5.000 mulheres foram distribuidas para receberem letrozol (2,5mg ao dia) ou placebo
e, na andlise realizada apds 2,4 anos do inicio do estudo, foi optado pela sua abertura e
oferecimento do uso do letrozol para todas as mulheres em seguimento, em razdo da
significativa redugdo no numero de recidivas entre as usudrias desta droga (GOSS, 2007). O
seguimento foi mantido e os resultados apds 48 meses mostraram aumento da sobrevida livre
de doenga para todas pacientes que optaram pelo uso do letrozol e diminuicao em 60% na
mortalidade para as mulheres com linfonodos positivos (GOSS, 2006). Baseando-se nestes
resultados hd a recomendacdo de uso do letrozol por 5 anos apds a terapia tradicional com
TMX pelo Consenso de St Gallen (THUERLIMANN et al., 2007), pelo NCCN (CARLSON et al.,

2006) e pela ASCO (WINER et al., 2005).
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IA em substituicdo ao TMX

Os IA letrozol e anastrozol sdo indicados como sendo de uso preferencial em mulheres
com cancer de mama sensivel ao tratamento enddcrino, sendo o TMX opg¢do quando ha
contra-indicacdo ao uso dos IA ou quando é considerado o tratamento seqiiencial com TMX e
IA, segundo o consenso de St Gallen (THUERLIMANN et al., 2007), o NCCN (CARLSON et al.,
2006) e a ASCO (WINER et al., 2005). A recomendacdo do uso de letrozol como tratamento
enddcrino inicial é baseada nos resultados do BIG 1-98, estudo que comparou o uso de TMX e
letrozol (2,5mg ao dia) na adjuvancia incluindo 8028 mulheres na pés-menopausa. Apds 5 anos
de uso, observou-se reduc¢do do nimero de recorréncias em 18% , p=0,007, no grupo que usou
letrozol (COATES et al., 2007). J4 o estudo ATAC “Arimidex, Tamoxifen, Alone or in
Combination” justifica a recomendacdo de uso inicial de anastrozol (por ter demonstrado
reducdo de 13%, p=0,01, no numero de recorréncias com o uso de anastrozol (1mg ao dia) por

5 anos quando comparado ao uso de TMX no mesmo periodo (HOWELL et al., 2005).

Uso seqiiencial de TMX e IA

O tratamento com TMX por 2 a 3 anos seguido pelo uso de IA por mais 2 ou 3 anos
(completando 5 anos no total) é também uma opcdo para o tratamento pds cirdrgico de
mulheres na pds-menopausa, indicado pelo consenso de St Gallen (THUERLIMANN et al.,
2007), pelo NCCN (CARLSON et al., 2006) e pela ASCO (WINER et al.,, 2005). O estudo IES
“Intergroup Exemestane Study” observou reducdo de 24% no numero de recorréncias
(p=0,0001) e no grupo de pacientes que usou examestano (25mg ao dia) por 2 a 3 anos apods
TMX (5 anos no total) comparado com aquelas que usaram somente TMX por todo o periodo

(COOMBES et al., 2007). Em relacdo ao uso de anastrozol (1mg ao dia) de forma seqiencial
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apds o TMX por 5 anos no total também se mostrou superior ao uso exclusivo de TMX, com
reducdo de 41%, p<0,0001, no numero de recorréncias em meta-analise que incluiu os estudos
Austrian Breast and Colorectal Cancer Study Group — ABCSG 8, Arimidex-Nolvadex — ARNO 95,

e o Italian Tamoxifen Anastrozole — ITA (JONAT et al., 2006).

Efeitos indesejaveis da terapia enddcrina

Os estudos aqui apresentados comprovam a eficacia do tratamento enddcrino para as
mulheres menopausadas com diagndstico de cancer de mama. Entretanto é importante a
consideragao da relagdo entre risco e beneficio de forma global para a formulagdo da decisdo
terapéutica, especialmente sobre o tratamento adjuvante, situacdo em que as pacientes

receberdo o tratamento POor ao menos cinco anos.

Risco cardiovascular

O uso de TMX foi relacionado a reducdo dos niveis séricos de colesterol total e de LDL e
aumento da concentracdo de triglicérides, durante o periodo de tratamento (IMPERATO et al.,
2003), sendo que apdés 6 meses da interrupgao do uso ja pode ser notada alteragao desse
padrdo, com aumento do colesterol total e LDL e diminuicdo de triglicérides (MARKOPOULOS
et al., 2006). No entanto tal melhora no perfil lipidico parece ndo se traduzir em diminuicao do
risco cardiovascular. Uma publica¢cdo da anadlise de 4 estudos envolvendo o uso de TMX como
tratamento adjuvante do cancer de mama mostrou ndo haver diferenga no nimero de mortes
por doenga arterial coronariana, enquanto que verificou-se aumento em 90% do risco de
diagndstico de tromembolismo nessas pacientes, quando comparado com uso de placebo

(CUZICK, 2003).



Em relacdo aos efeitos dos IA sobre o perfil lipidico, estes parecem ndo influencia-lo
qguando comparados ao placebo. Em publicacdo de dados do MA.17 sobre esses parametros
foi demonstrado que com 36 meses de uso do letrozol na adjuvancia extendida (apds uso de 5
anos de TMX) ndo foi observada alteracdo significativa nas dosagens séricas de colesterol total,

LDL, HDL, triglicérides quando comparado ao uso de placebo (WASAN et al., 2005).

Osteoporose

Nos estudos que comparam diretamente o uso de TMX e IA nota-se significante
aumento do numero de fraturas ésseas no grupo de pacientes que usaram IA, aumento de
48% no risco associado ao uso de letrozol (COATES et al., 2007) e de 49% associado ao uso de
anastrozol (HOWELL et al., 2005). Essa diferenca no risco pode ser em parte justificada pelo
efeito de agonista estrogénico do TMX no tecido 6sseo, reduzindo o nimero de fraturas em
32% quando comparado com o uso de placebo no tratamento adjuvante do cancer de mama,
conforme observado no National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project P-1 study - NASBP
P1 (FISHER et al., 2005). Além disso, os IA podem também contribuir para a diferenca de risco
no sentido em que expdem todos os tecidos aos efeitos da privacdo estrogénica. O MA-17
mostrou aumento da incidéncia de osteoporose em 35% no grupo de pacientes que usou
letrozol em relagdo as que usaram placebo apds seguimento de 2,4 anos (apds uso prévio de
TMX por 5 anos), adicionalmente um aumento nao significativo no nimero de fraturas dsseas

também foi reportado (GOSS, 2006).

Outros efeitos colaterais
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O uso de TMX é associado a aumento de mais de trés vezes no risco de cancer de
endométrio e em 21% o risco de desenvolver catarata (FISHER et al., 2005), efeitos nao

observados na utilizacdo de IA em outros estudos.

O tratamento com IA associa-se com maior taxa de artralgia e de sintomas relacionados

ao hipoestrogenismo, como fogachos (HOWELL et al., 2005; GOSS, 2006; COATES et al., 2007).



1.2 Cancer de mama e disfun¢ao endotelial (Anexo B)

As doengas do sistema circulatério correspondem a principal causa de morte no Brasil,
tendo ocorrido 285.543 mortes por essa causa (total de 1.024.073) durante o ano de 2004,
segundo dados mais recentes do Ministério da Saude (Ministério da Saude). Em segundo lugar
aparecem as mortes por cincer, sendo o de mama o mais incidente entre as mulheres,
excluindo os tumores de pele ndo melanoma. O cidncer de mama apresenta incidéncia
crescente mundialmente sendo, no Brasil, o risco estimado em 2006 em 52 casos novos por

100.000 mulheres, pelo INCA (INCA, 2006a).

A associagdo de cancer e trombofilia foi descrita pela primeira vez em 1865, pelo clinico
francés Armand Trousseau (TROUSSEAU, 1865), porém somente nas trés ultimas décadas
maior atencdo foi dada a questdo da associagcdo molecular entre a ativacdo da coagulagdo e a

progressdo do cancer (RICKLES, 2006).

Doenga Cardiovascular e Aterosclerose

A maneira mais efetiva de prevenir a trombose arterial e, conseqlientemente, eventos
cardiovasculares, é a prevengao da aterosclerose (BLANN, 2003; CROWTHER, 2005). Em 1912
dois patologistas americanos da Universidade de Pittsburgh publicaram um resumo de seus
estudos sobre artérias humanas e concluiram: “E bastante inutil discutir questdes a respeito
do desenvolvimento da esclerose da intima se somente discutirmos sobre os estagios
avancados da doenca. Se pretendermos avancar na complexa questdo da aterosclerose deve-

se preocupar em entender a lesdo desde seus primdrdios” (KLOTZ; MANNING, 1912). Tais
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autores julgavam haver forte indicacdo de que a producdo de tecido pela intima dos vasos se
devia ao resultado da irritacdo direta deste tecido pela presenca de infeccdo ou toxinas, ou

ainda pela estimulagdo de produtos da degeneracgdo primaria desta camada.

A aterosclerose é um processo que acomete artérias de médio e grande calibre e se
inicia com o aumento da expressdao de moléculas de adesdo pelas células endoteliais como
resposta ao fluxo turbulento em um ambiente sérico desfavoravel do ponto de vista do perfil
lipidico. Nao é mais considerada simplesmente uma desordem secundaria a anormalidades no
metabolismo lipidico, atualmente é bem descrito o papel da inflamacdo desde os estagios
iniciais da formacdo da placa aterosclerdtica: na promogdo da mitogénese, proliferacdo da
matriz intracelular, angiogénese e desenvolvimento das células espumosas (LIBBY; THEROUX,
2005). A proteina C reativa (pCr) e o fibrinogénio sdo marcadores associados a patogenia da
aterosclerose em modelos animais e seus efeitos incluem diminuicdo do éxido nitrico (NO) e
prostaciclinas endoteliais (DANENBERG et al., 2003). A evolugdo da placa aterosclerética é
marcada pelo crescimento gradual, conseqliente a deposi¢cdo de células espumosas, com a
placa fibrosa definitiva sendo elaborada lentamente pela proliferacdo de células musculares
lisas e de matriz intracelular. Entretanto, o infarto miocardico muitas vezes ocorre em artérias
com pouca oclusdo prévia, sugerindo um crescimento abrupto destas placas. A oclusdo
trombdética aguda se da como conseqiiéncia da subita ruptura da placa aterosclerdtica através
de fissura espontanea, quando exposta ao estresse do turbilhonamento em locais de estenose
ou de ramificacdo arterial. Tal dano provoca a denudacao endotelial estimulando a formacao
de trombo local (DAVIES, 1990), este pode obstruir parcial ou totalmente a parede do vaso,

sendo responsavel pelo evento clinico.

A lesdo da parede do vaso caracteriza-se por perda de continuidade do endotélio e pode
ser causada em algumas situagdes: angioplastia, estresse hemodinamico, tabagismo,

hipercolesterolemia ou por enzimas liberadas por plaquetas e leucécitos (CROWTHER, 2005). A
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perda de células endoteliais expbe o subendotélio as plaquetas e aos fatores da coagulacdo. A
adesdo plaquetaria é mediada por diversas substancias, entre elas o fvW. O endotélio exposto
a endotoxinas, citocinas, trombina e hipdxia acaba promovendo a coagulagdo e regulando o
fluxo sanguineo através de substancias vasoconstrictoras, como endotelinas, e

vasodilatadoras, como prostaciclinas e NO (CROWTHER, 2005).

Fungao endotelial

A disfungdo endotelial é observada em estdgios iniciais da maioria das doencas
cardiovasculares e surge como um fator preditor independente para eventos clinicos na
doenga coronariana, hipertensdo e faléncia cardiaca. Neste contexto, a avaliagdao da fungao
endotelial passa de um intermedidrio na avaliagio do beneficio de tratamentos

cardiovasculares e emerge como um alvo farmacolégico direto (JOANNIDES et al., 2006).

Marcadores de fungao endotelial

Fator de von Willebrand

O fator de von Willebrand (fvW) é uma glicoproteina sintetizada pelo endotélio e é
responsavel pela media¢do entre a adesdo plaquetdria ao subendotélio durante o processo de
hemostasia primdria. O aumento dos niveis séricos de fvW é associado com maior risco de
eventos clinicos da doenca cardiovascular, principalmente tromboembolismo, infarto agudo
do miocardio e acidentes vasculares cerebrais (BLANN, 2006). Niveis elevados de fvW foram
também descritos em alguns tipos de canceres (cabeca e pescogo, préstata) e bem
correlacionados ao cancer de mama (ROHSIG et al., 2001). Em um estudo foi comparada a

dosagem de fvW em 128 pacientes com cancer de mama, em 47 pacientes com doenga
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mamaria benigna e em 27 controles. A média e desvio padrdo da dosagem de fvW no grupo
controle foi de 130,6 + 45 U/dI, nas pacientes com doencga benigna 148,4 + 59 U/dl e nas com
cancer 170,7 £ 78 U/dl, sendo significativa a diferenca encontrada entre as pacientes com
cancer e os outros dois grupos (ROHSIG et al., 2001). Durante a fase ativa da angiogénese
tumoral, sdo sintetizados fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e fator de
crescimento de fibroblasto (FGF-2), que contribuem para a proliferacdo e diferenciacdo do
endotélio vascular, o maior produtor de fvW, resultando em aumento dos niveis séricos de
fvW (GIL-BAZO et al., 2003). O fvW também contribui para a adesdo entre plaquetas e células
tumorais, através das integrinas, sendo este um passo importante na determinagao de como a
coagulacdo sanguinea e a agregacao plaquetdria podem ser mediadas pela célula tumoral.
Outro resultado importante da ligacdo entre plaquetas e células neoplasicas é a capacidade
que esta adquire de migrar, auxiliando no processo de metdastase. De fato, é demonstrada
taxas de fvW sérico mais altas em pacientes com cancer de estadios mais avancados do que

em estadios iniciais (ROHSIG et al., 2001).

O aumento dos niveis séricos do fvW tem sido descrito como fator de risco para
desfechos clinicos da doencga cardiovascular como tromboembolismo, infarto agudo do
miocardio e acidentes vasculares cerebrais (BLANN, 2006). Em uma meta-analise foi
confirmada a relacdo do fvW com doenca coronariana, sendo verificado que o grupo
constituido das pessoas com niveis séricos acima do percentil 67 apresentou 50% mais risco de
doenca cardiovascular quando comparado ao grupo das pessoas com niveis séricos abaixo do

percentil 33 (WHINCUP et al., 2002).

Selectinas

A familia das selectinas é composta por trés membros: L-selectina, P-selectina e E-

selectina, sendo esta Ultima a Unica encontrada apenas no endotélio. Esta especificidade
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proporciona uma oportunidade para o estudo de aspectos fisiopatoldgicos do endotélio na

doencga cardiovascular e inflamatdria (JOANNIDES et al., 2006).

Tanto a E-selectina como a P-selectina sdo moléculas expressas na superficie do
endotélio quando estimulado por algumas citocinas inflamatdrias (interleucinas 1 e 10, fator
de necrose tumoral-a); a P-selectina pode ser também encontrada na superficie de plaquetas
ativadas. Quando expressas, as selectinas promovem a adesao do leucécito ao endotélio. A
fracdo soluvel da E-selectina é proveniente da clivagem proteolitica da molécula expressa na
membrana celular (JOANNIDES et al., 2006). O papel destas moléculas na histéria natural do
cancer ndo é completamente esclarecido, mas acredita-se que desempenhe funcdo
fundamental no processo de disseminacdo por via hematogénica do tumor, promovendo a

adesdo da célula neopldsica ao endotélio (SHEEN-CHEN et al., 2004).

Niveis séricos aumentados de E-selectina sdo associados com estagios avangados de
cancer de mama e com a presenca de células tumorais circulantes (SILVA et al., 2006). Em
outra publicacdo, foi obtida média da dosagem sérica de E-selectina significantemente maior
em pacientes com cancer de mama quando comparado com mulheres saudaveis: 73,7 e
36,3ng/ml, respectivamente, além de significativa correlacdo positiva com o estadiamento
clinico (SHEEN-CHEN et al.,, 2004). Além disso, o aumento da concentracdo sérica de E-
selectina foi associado com tabagismo, hipertensdao, hipercolesterolemia, doenca arterial
coronariana, doenca cérebro-vascular e diabetes mellitus (ROLDAN et al., 2003). Acredita-se
que o aumento da concentracdo sérica observada na hipertensdo arterial deva refletir a
disfungao endotelial, mas ndo necessariamente, predizer o desenvolvimento de lesdo de 6rgao
alvo (GALEN, 2002), pois, diferentemente do fvW, a E-selectina estd mais relacionada com a
regeneracdo do endotélio apds o dano tissular provocado pela progressdo da doenga (BLANN,
2003). Apesar da capacidade da dosagem de E-selectina em predizer eventos adversos e suas

implicacGes clinicas serem bastante controversas, pode-se dizer que, em pacientes sofrendo
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de um evento cardiovascular agudo, a E-selectina freqlientemente se encontra aumentada,

quando comparado com controles pareados por sexo e idade (ROLDAN et al., 2003).

Outra selectina, a P-selectina, estd também presente em maior concentragdo sérica em
pacientes com cancer de mama (BLANN et al., 2001). Quanto ao seu papel na disseminagao
neopldsica, sabe-se que esta molécula expressa pelas células endoteliais estimuladas promove
a adesdo de células tumorais circulantes mediando a disseminagdo tumoral por via
hematogénica, enquanto a interagdo dessas células com a P-selectina expressa em plaquetas
ativadas supre o tumor com fatores de crescimento e substancias mitogénicas (CHEN; GENG,
2006). Além do cancer, esta molécula é encontrada em niveis elevados em situacGes como
diabetes, hipertensdo, tabagismo e hipercolesterolemia e parece ser capaz de predizer a

ocorréncia de um evento cardiovascular adverso (BLANN et al., 2003).

Dilata¢do mediada por fluxo dependente do endotélio (DMF)

O estudo da doenga vascular pré-clinica se tornou mais vidvel através da aplicacdo de
técnicas ultra-sonograficas ndo invasivas. A avaliacdo da dilatacdo da artéria braquial foi
originalmente descrita em 1992 e é realizada por ultra-sonografia apds oclusdo arterial
tempordria através de torniquete aplicado ao membro superior (CELERMAIJER et al., 1992;
CORRETTI et al., 2002). Retirado o torniquete, é entdo observada a dilatacdo do vaso em
resposta a tensdo de cisalhamento associada ao subito aumento de fluxo, resposta esta
dependente de NO e independente de prostaciclinas (CORRETTI et al.,, 2002). O NO é
produzido no endotélio via L-arginina por enzimas 6xido nitrico sintases, a ativacdo desta via se
da através de estimulos como hipdxia, acetilcolina, bradicinina e serotonina. O NO promove
vasodilatacdo direta; inibe a liberacdo de fatores vasoconstritores, proliferacdo de células

musculares lisas, adesdo leucocitaria e agregacdo plaquetaria (JOANNIDES et al., 1995).
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Uma porcentagem de dilatagdo menor que o normal é observada tanto em pacientes
com doenca aterosclerdtica como naqueles em risco para tal: mulheres pds-menopausadas,
hipertensos, diabéticos, obesos, sedentarios, tabagistas ativos e passivos e naqueles com
aumento dos niveis séricos de colesterol e homocisteina. O controle destes fatores de risco
melhora a funcdo endotelial ao aumentar a DMF, o que expressa um aumento na liberacao de
NO (ESPER et al., 2006). Em um estudo que seguiu por 5 anos 74 pacientes com dor tordcica
mostrou que aqueles com DMF normal, considerada como dilatacdo maior ou igual a 10%,
apresentaram menor nimero de eventos coronarianos e foram submetidos a angioplastia
e/ou revascularizacdo cardiaca menos freqiientemente. A analise destes dados mostrou
sensibilidade de 86%, especificidade de 51% e valor preditivo negativo de 85%, considerando
como positivo o exame que resultou em menos de 10% de dilatagdo na artéria braquial e o
desfecho positivo como infarto agudo do miocdardio, angioplastia ou revascularizacdo do

miocardio (NEUNTEUFL et al., 2000).

Esse padrdao de achados é semelhante aos identificados para fvW e além disso, ambos
s3o capazes de predizer o desenvolvimento de eventos cardiovasculares maiores. E
demonstrada inclusive correlagdo inversa entre os dois, ou seja, aqueles individuos com os
maiores niveis séricos de fvW apresentam também DMF alterada, enquanto que aqueles com

baixos niveis de fvW apresentam DMF normal (BLANN, 2003).

Células endoteliais circulantes

O achado de células endoteliais livres na circulacdo sanguinea é raro em individuos
sauddveis, e tem sido indicada como um estagio final do injurio endotelial. De fato, sua
presenca é fortemente correlacionada com doenga coronariana aguda; o aumento de seus
niveis nas primeiras 48 horas apds um evento coronariano é também considerado fator

preditivo de morte. Este promissor marcador de dano endotelial apresenta boa correlagao
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com outros marcadores de fun¢do endotelial, como fvW e DMF, em pacientes com sindrome
coronariana aguda. Tais achados sugerem que o dano endotelial agudo, como o manifestado
pelo aumento das CEC pode ser o principal determinante da alteracdao da vasodilatacao
mediada por fluxo, provavelmente devido a diminuicdo da biodisponibilaidade de NO. Na
doenca coronariana estavel, hd um menor grau de injuria endotelial, representada pela menor
quantidade de CEC, entretanto, a mantida disfungao endotelial e inflamacao, indicadas pelos
altos niveis de fvW e IL-6 em relagdo aos controles, pode ser refletida pela altera¢cdo da FMD

nesses pacientes (LEE et al., 2006).
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2. Justificativa da proposicao
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2 Justificativa da proposi¢ao

O tratamento do cadncer de mama positivo para receptores hormonais inclui o
tratamento enddcrino com tamoxifeno e, mais recentemente, com os inibidores de aromatase
de terceira geracdo (IA). No campo da adjuvancia, essas medica¢Oes sdo utilizadas por pelo
menos cinco anos sendo, portanto, a seguranga em longo prazo uma questdo de grande
importancia. Dados publicados (LAMONT et al.,, 2003) mostram que mulheres idosas com
histéria de cancer de mama tratado na pds-menopausa apresentam risco 34% menor de
hospitalizagao por infarto agudo do miocdrdio comparado aquelas sem histéria de cancer de
mama. Os autores atribuem esse fato ao possivel efeito protetor do tratamento com
tamoxifeno sobre a saude cardiovascular. De fato, uma meta-anadlise recentemente publicada
(CUPPONE et al., 2008) mostrou que pacientes recebendo IA apresentam um risco 31% maior
de eventos cardiovasculares graves que aqueles recebendo tamoxifeno. Além disso, foi
demonstrado que o tratamento com tamoxifeno por 6 meses melhorou a dilatacdo da artéria
braquial mediada por fluxo (DMF) e reduziu a espessura da intima-média da cardtida (EIM) em

mulheres tratadas de cancer de mama (STAMATELOPQOULOS et al., 2004).

Varios marcadores podem ser utilizados para estabelecer o risco de doenga
cardiovascular, incluindo o perfil lipidico e o estudo ultra-sonografico da fungao endotelial. O
tratamento com tamoxifeno mostrou exercer um efeito benéfico sobre o colesterol em
mulheres menopausadas (LEWIS, 2007), reduzindo os niveis séricos de colesterol total e LDL.
Entretanto, um efeito indesejavel de aumento nos triglicérides pode também ser verificado.
Por outro lado, o efeito dos IA sobre os lipidios séricos permanece ainda controverso, sendo

improvavel que haja um efeito significante (LEWIS, 2007). Um avanco recente na cardiologia é
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a avaliacdo da funcdo endotelial através da ultra-sonografia, através de marcadores como a
DMF e a EIM (KAPUKU et al., 2006). A DMF constitui um método robusto e reprodutivel para
quantificacdo da func¢do endotelial (DONALD et al., 2006) enquanto que a EIM é um marcador
da aterosclerose inicial capaz de predizer eventos cardiovasculares como acidentes vasculares
cerebrais e infarto agudo do miocardio (LORENZ et al., 2007). Adicionalmente, o indice de
rigidez (B) permite o estudo das propriedades funcionais das artérias (LAURENT; BOUTOUYRIE,

2007).
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3. Objetivos
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da terapia enddcrina sobre o risco cardiovascular em mulheres tratadas

por cancer de mama.

3.2 Objetivos especificos

Verificar se ha diferenca nos lipidios séricos em mulheres sobreviventes de cancer de
mama submetidas a nenhum tratamento enddcrino comparando-as com mulheres em uso de

tamoxifeno ou letrozol como terapia enddcrina adjuvante.

Verificar se ha diferenca na DMF em mulheres sobreviventes de cancer de mama
submetidas a nenhum tratamento enddcrino comparando-as com mulheres em uso de

tamoxifeno ou letrozol como terapia enddcrina adjuvante.

Verificar se ha diferenca na EIM em mulheres sobreviventes de cdncer de mama
submetidas a nenhum tratamento enddcrino comparando-as com mulheres em uso de

tamoxifeno ou letrozol como terapia endécrina adjuvante.

Verificar se ha diferenca no indice de rigidez (B) em mulheres sobreviventes de cancer
de mama submetidas a nenhum tratamento enddcrino comparando-as com mulheres em uso

de tamoxifeno ou letrozol como terapia enddcrina adjuvante.
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4. Métodos

35



4 Métodos

4.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo de série de casos.

4.2 Critérios de inclusdo

Os critérios de inclusdo adotados foram o diagndstico de cancer de mama entre dois a sete

anos apds a menopausa e ja termino da radioterapia e quimioterapia ha mais de seis meses.

4.3 Critérios de exclusdo

As pacientes foram excluidas por serem tabagistas, por apresentar antecedente de acidente
vascular cerebral, infarto agudo do miocardio ou diabetes ou por apresentar indice de massa

corporal (IMC) acima de 30Kg/m”.

4.4 Casuistica

Todas as 56 pacientes atendidas no Ambulatério de Mastologia do Hospital das Clinicas
de Ribeirdo Preto em uso corrente de letrozol foram convidadas a participar deste estudo.
Quarenta mulheres preencheram todos os critérios de inclusdo e foram recrutadas (grupo de
letrozol — LTZg). Pareando por idade, outras 40 pacientes com cdncer de mama em uso

corrente de tamoxifeno (grupo de tamoxifeno — TMXg), atendidas no mesmo ambulatério,
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foram recrutadas. A escolha pelo tipo de tratamento enddcrino empregado havia sido
previamente feita pelo médico assistente do caso, baseando-se na histéria prévia de eventos
cardiovasculares e tromboembdlicos, status endometrial, experiéncia pessoal e possibilidade
do paciente ter acesso a droga prescrita. Todas as pacientes estavam usando regularmente as
drogas por mais de seis meses como tratamento enddcrino adjuvante, para assegurarmos de
que o efeito do tamoxifeno sobre a DMF e a EIM havia ocorrido (STAMATELOPOULOS et al.,
2004). Por fim, outras 40 mulheres, também pareadas por idade, sobreviventes do cancer de
mama e sem qualquer forma de tratamento ha mais de seis meses foram recrutadas. Essas
mulheres tiveram tumores que ndo expressavam receptores hormonais e, conseqiientemente,
nao foram submetidas a nenhum tratamento enddcrino (grupo sem tratamento enddcrino —
STEg). No total 17 mulheres foram excluidas: seis do SETg, cinco do TMXg e seis do LTZg; as
causas de exclusdo de cada uma das pacientes encontram-se na Tabela 1. Todas as mulheres
recebendo tratamento enddcrino apresentaram tumores positivos para receptores hormonais.
Das 34 pacientes do LTZg, uma havia previamente usado tamoxifeno por um més e o trocou
por letrozol por apresentar reagdo alérgica; todas as outras mulheres estavam usando letrozol
como primeira escolha. Todas as caracteristicas estudadas das componentes dos trés grupos
encontram-se na Tabela 2. Todas as mulheres assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo C), o qual foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas de

Ribeirdo Preto (Anexo D).
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Tabela 1 Causas de exclusdo de cada paciente dos trés grupos estudados: Sem Tratamento

Enddcrino (STEg), tamoxifeno (TMXg) e letrozol (LTZg).

Grupo

Sujeito

Razdo da exclusdo

STEg

IMC > 30 (33,1)

Tabagista

IMC > 30 (39,1) + AVC prévio + DM
IMC>30 (32,2)

IMC>30 (35,6) + DM

IMC>30 (30,9) + Tabagismo

TMXg

IMC > 30 (31,6)

IMC > 30 (33,2) + DM

IAM prévio

DM

IMC > 30 (31,2) + IAM prévio

LTZg

o B~ W N RO B~ WN RO O P WLWN R

IMC > 30 (30,4)

AVC prévio

IMC > 30 (37,3) + DM

AVC prévio

IMC > 30(34,2) + DM

IMC > 30 (31,1) +AVC prévio

IMC = indice de massa corporal; IAM = infarto agudo do miocardio; AVC = acidente vascular

cerebral.
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Tabela 2 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos trés grupos: Sem Tratamento Enddcrino

(STEg), tamoxifeno (TMXg) e letrozol (LTZg).

STEg TMXg LTZg

N (%) N (%) N (%) p
Estadio clinico I* 14(41,2) 16(45,7) 20(58,8) 0,32*
Estadio clinico II* 16(47,1) 13(37,1) 12(35,3) 0,57*
Estadio clinico Il 4(11,8) 6(17,1) 2(5,9) 0,35*
Total 34 35 34

MédiazDP MédiazDP MédiazDP p
Idade (anos) 60,16+4,38 62,2415,56 61,4745,82 0,26**
Diagnéstico (anos) 4,27+1,07 4,13+1,07 4,30+0,78 0,74**
Tempo de tratamento (anos) 2,90+1,04 3,13+0,73 0,29***
Menopausa (anos) 13,08%3,16 14,53%4,25 14,3045,01 0,31**
Diametro braquial (mm) 3,24+0,13 3,27+0,11 3,26%0,10 0,46**
IMC (kg/m?) 25,57+1,68 24,95+1,96 25,44+1,84 0,34**
PAS (mmHg) 133,38+12,15 134,29+13,11 135,03+10,43 0,85**
PAD (mmHg) 80,44+9,10 81,77+9,45 82,06+9,81 0,75**

39

Glicose (mg/dL) 90,62+11,82 91,09+12,54 89,50+10,52 0,85**

Colesterol total (mg/dL) 245,09+35,35"  219,29436,31%°  250,59+38,37°  <0,01**

HDL (mg/dL) 50,15+7,55 50,49+7,66 49,18+6,40 0,74**

Triglicérides (mg/dL) 122,09+33,42 139,34+41,82° 111,35428,22°  <0,01**

*= valor de p obtido através do X% ** = valor de p obtido através de ANOVA; *** = valor de p
obtido através de teste t de Student ndo pareado.

A mesma letra em diferentes colunas mostra diferencas significantes utilizando-se pds teste de
Tukey: a=(p=0,01); b,c=(p<0,01).

* = De acordo com a 6 edigdo da Classificagdo TNM (SINGLETARY; GREENE, 2003).

IMC = indice de massa corporal; PAS = pressdao arterial sistélica; PAD = pressdo arterial

diastdlica.



4.5 Dosagens séricas

Todas as participantes possuiam dosagens séricas prévias de colesterol total, HDL,
triglicérides e glicemia com pelo menos 12 horas de jejum prévio, realizadas até seis meses

antes da data de entrada no estudo.
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4.6 Avaliagao ultra-sonografica e medida da pressao artérial

Todas as avaliagGes foram realizadas pela manh3, entre 7 e 9 horas, apds um periodo de
repouso de 15 minutos durante o qual a paciente permaneceu deitada em posi¢ao supina em
uma sala com temperatura controlada entre 20 e 23 graus Celsius na Escola de Ultra-
Sonografia e Reciclagem Médica de Ribeirdo Preto (EURP). Todas as pacientes fizeram um
jejum noturno de, no minimo 8 horas. A pressdo arterial sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD)
foram aferidas no braco superior esquerdo utilizando um esfigmomandémetro convencional.
Foi considerada a média de trés medidas consecutivas. Os exames ultra-sonograficos foram
entdo realizados utilizando-se um transdutor linear de 3 a 12MHz de um aparelho Philips HD11
(Philips Medical Systems, Bothell, WA, USA) com um eletrocardiograma acoplado. Todas as
medidas da pressdo arterial e os exames ultra-sonograficos foram realizados pelo mesmo

operador (WPM), que desconhecia a histdria da paciente.

Espessura da intima-média da carétida (EIM)

A medida da EIM foi realizada como previamente descrita na literatura (RAITAKARI et
al., 2003; MARTINS et al., 2008). A imagem da carétida comum esquerda, incluindo a imagem
do bulbo, foi obtida e entdo foi gravado um filme de cinco segundos incluindo o sinal continuo
do eletrocardiograma. O filme gravado era avaliado logo apés o término de toda a avaliacdo
ultra-sonografica pelo mesmo operador. Guiado pela onda do eletrocardiograma, o quadro
correspondente ao final da diastole (coincidente com a onda r) com a melhor qualidade
subjetiva era escolhido. Desta imagem, eram realizadas quatro medidas da espessura da

camada intima-média da parede distal da carétida comum esquerda, aproximadamente 10 a
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20mm proximal ao bulbo carotideo. A média de quatro medidas foi considerada como a EIM

de cada paciente.

indice de rigidez (B)

Para o célculo deste indice os didmetros sistélico (DSC) e diastdlico (DDC) da cardtida
foram obtidos usando o modo B durante as ondas R e T do eletrocardiograma,
respectivamente (TSIVGOULIS et al., 2006; MARTINS et al., 2008). Essas medidas foram deitas
quatro vezes, aproximadamente 10 a 20mm proximal ao bulbo da cardtida, medindo a partir
da intima da parede distal até a intima da parede proximal. A média destas quatro medidas era
considerada como o DSC e DDC de cada paciente. O indice de rigidez (B) da cardtida era entao
calculado conforme férmula descrita na literatura (MACKENZIE et al.,, 2002): (B) =

In(PAS/PAD)/((DSC-DDC)/DDC); onde In = logaritmo natural.

Dilatagdo mediada por fluxo da artéria braquial (DMF)

A artéria braquial direita era visualizada aproximadamente 5 a 10cm proximal a fossa
ante-cubital no plano longitudinal. Um segmento que apresentasse clara interface entre a o
[imen e a parede vascular era entdo selecionado e gravado um filme com 5 segundos de
duracdo incluindo o sinal continuo do eletrocardiograma. Este filme era também analisado
logo apds o término de toda a avaliagao ultra-sonografica. De forma subjetiva, era escolhido o
melhor quadro correspondendo ao final da didstole (coincidente com a onda R do
eletrocardiograma) e quatro medidas do didmetro arterial eram realizadas, da intima da
parede distal até a intima da parede proximal. A média destas quatro medidas era considerada
como o diametro basal da artéria braquial (DB). Com a finalidade de induzir a vasodilatagdo,

um manguito pneumatico de um esfigmomandmetro convencional era posicionado no



antebraco imediatamente abaixo do epicondilo medial e inflado até 50mmHg acima da PAS ou
200mmHg, qual fosse maior, e assim permanecia por cinco minutos. Decorridos cinco minutos
0 manguito era esvaziado rapidamente e, 60 segundos apds, um novo filme com cinco
segundos de duragdo era gravado. Novos valores do diametro da artéria braquial (DBs) eram
obtidos como ja descrito anteriormente e a DMF calculada através da féormula: DMF = ((DBs -
DByrs)/ DBye). O intervalo de 60 segundos entre a liberagdo do manguito e a realizagdo das
medidas foi escolhido porque diversos estudos mostram que o maximo aumento do diametro

ocorre neste periodo (CORRETTI et al., 2002; CRAIEM et al., 2008).
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4.7 Estatistica

O tamanho amostral foi calculado baseado na DMF, a varidvel principal deste estudo.
Conforme estimativa publicada, em um estudo de desenho transversal sdo necessarios 23
sujeitos por grupo para mostrar uma diferenga de 60% (bi-caudal) na DMF (por exemplo, de
5% para 8%, com poder de 90%). Da mesma forma, para demonstrar-se uma diferenca de 40%
(por exemplo, de 5% para 7%, com poder de 90%) sdo necessarios 46 sujeitos por grupo. Em
nosso servico havia 56 mulheres em uso de letrozol e um nimero ainda maior de usuarias de
tamoxifeno e de mulheres apds tratamento de cancer de mama nao submetidas a nenhum
tratamento enddcrino. Desta forma, se conviddassemos todas as pacientes usuarias de letrozol
e um numero semelhante para os outros dois grupos, o poder para demonstrar uma diferenca

clinicamente significante na DMF (>2%) seria alto o suficiente.

Os dados de cada varidvel foram testados pelo teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov. A média e desvio padrdo (DP) foram determinados e os dados submetidos a andlise
de variancias (ANOVA) com pés-teste de Tukey para detectar diferencas entre os grupos. Teste
t de Student ndo pareado foi utilizado para comparacdo do tempo desde o inicio do

tratamento entre TMXg e LTZg.

Considerando a natureza nao prospectiva da metodologia empregada, alguns fatores de
risco tradicionais foram considerados na andlise estatistica de forma que o acumulo de
pequenas diferencas no perfil de risco de cada grupo nao se somasse afetando as diferencas
encontradas nos parametros estudados. Desta forma, os dados foram submetidos a andlise de

covariancias (ANCOVA) utilizando como co-varidveis idade, IMC, tempo desde a menopausa,
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PAS e PAD. Todas as analises foram deitas utilizando o SPSS 16.0 para Windows (SPSS Inc.,

Chicago, lllinois, USA).

45



5. Resultados

46



6 Resultados

Todas as caracteristicas dos trés grupos incluindo o perfil lipidico encontram-se na
Tabela 2. Os grupos nao diferiram significantemente nos valores de HDL enquanto que o TMXg
apresentou o menor valor de colesterol total e o maior de triglicérides quando comparados

aos dois outros grupos.

Os valores dos parametros ultra-sonograficos estudados foram comparados através de
ANOVA, todos os valores obtidos estdo na Tabela 3. Nenhuma diferenca significante na EIM foi
observada entre os trés grupos. O TMXg apresentou o maior valor de DMF quando comparado
aos dois outros grupos além de um valor menor do indice de rigidez (B) em comparagdo ao
LTZg. Podemos ainda observar que nenhuma das medidas ultra-sonograficas diferiu

significantemente entre LTZg e STEg.

Apds ajuste para alguns possiveis fatores geradores de confusdo como idade, IMC,
tempo desde a menopausa, PAS e PAD através da aplicacdo de ANCOVA, estimamos novos
valores de média e erro padrdo para cada parametro ultra-sonografico (Tabela 4). Os

resultados obtidos desta forma foram similares aos encontrados através do ANOVA.

Finalmente, considerando o desvio padrao observado para a DMF nas nossas pacientes
(2,5%), o poder para encontrarmos uma diferenga maior que 2% foi mais alto que 90% (poder
de 90% para 33 sujeitos por grupo). Em relacdo a EIM, observamos um desvio padrdo de
0,11mm, o que corresponde em nosso estudo a um poder maior que 95% para a detecgdo de
uma diferenca maior que 0,1mm, valor considerado como variagdo minima para que seja

atribuido aumento de risco cardiovascular (LORENZ et al., 2007) (poder de 95% com 31
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sujeitos por grupo). Como o indice de rigidez carotideo (B) ndo é um parametro estudado

extensivamente na literatura, ndo encontramos o minimo valor com importancia clinica.
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Tabela 3 Comparagdo das medidas ultra-sonograficas dos trés grupos através de ANOVA:

grupos Sem Tratamento Enddcrino (STEg), tamoxifeno (TMXg) e letrozol (LTZg).

EIM (mm) DMF (%) Indice de rigidez (8)

STEg 0,72+0,11 4,66+2,52 5,99+1,86

TMXg 0,71+0,11 6,32+2,33 5,08+1,68

LTZg 0,72+0,11  4,10+2,06 6,28+1,75

p (ANOVA) 0,93 <0,01 0,01

Comparacdes pareadas (p)

STEg vs, TMXg 0,92 0,01 0,08

STEg vs, LTZg 0,97 0,57 0,78

TMXg vs, LTZg 0,99 <0,01 0,02

Dados expressos através de média + desvio padrdo da média.
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Tabela 4 Comparagdo das medidas ultra-sonograficas dos trés grupos ajustadas para alguns

possiveis fatores de confusdo (idade, indice de massa corporal, tempo desde a menopausa,

pressdo arterial sistélica e diastdlica) através de ANCOVA: grupos Sem Tratamento Enddcrino

(STEg), tamoxifeno (TMXg) e letrozol (LTZg).

EIM(mm)  DMF (%)  Indice de rigidez (8)
STEg 0,73+0,01  4,631#0,34 6,04+0,15
TMXg 0,71+0,01 6,33+0,34 5,03+0,15
LTZg 0,71+0,01  4,11+0,34 6,28%0,15
p (ANCOVA) 0,33 <0,01 <0,01
Comparacgdes pareadas (p)
STEg vs, TMXg 0,17 <0,01 <0,01
STEg vs, LTZg 0,24 0,29 0,26
TMXg vs, LTZg 0,84 <0,01 <0,01

Dados expressos através de média estimada * erro padrdo utilizando ANCOVA.
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7 Discussao

Assim como outros moduladores seletivos do receptor de estrogénio, o tamoxifeno
apresenta efeito estrogénico sobre alguns marcadores séricos de risco cardiovascular (LOVE et
al.,, 1994; CLARKE et al., 2001). No presente estudo, nds observamos os menores niveis de
colesterol total no TMXg em comparagdo aos dois outros grupos, enquanto que ndo
identificamos diferenca significativa entre o LTZg e o STEg. Nossos achados estdo de acordo
com relatos prévios no qual o uso de tamoxifeno no tratamento do cancer de mama mostrou
ser capaz de reduzir o nivel sérico de colesterol total e de ndo exercer efeito sobre o HDL
comparando com pacientes ndo submetidas a tratamento enddcrino (LOVE et al., 1994). Em
uma analise de seguranca do estudo BIG 1-98 (MOURIDSEN et al., 2007), tanto o tamoxifeno
quanto o letrozol causaram diminui¢dao na concentragdo sérica de colesterol total, entretanto a
diminuicdo foi mais precoce e mais pronunciada no grupo de usudrias de tamoxifeno. Quanto
aos triglicérides, o maior valor encontrado foi no grupo TMXg, apesar de esta diferenca ser
significativa somente quando comparado com o LTZg. O uso de tamoxifeno é associado ao
aumento da trigliceridemia sendo até mesmo descrita a ocorréncia de hipertrigliceridemia
acentuada (HOZUMI et al., 1998), enquanto que o efeito dos inibidores de aromatase sobre o
perfil lipidico permanece controverso (LEWIS, 2007). No presente estudo nenhuma diferenca
significativa foi encontrada no perfil lipidico (colesterol total, HDL ou triglicérides) entre o

TMXg e o LTZg.

EIM é um marcador estrutural da parede arterial Gtil na predicdo de eventos
cardiovasculares (IGLESIAS DEL SOL et al., 2002; LORENZ et al., 2007). O uso de tamoxifeno

para o tratamento do cancer de mama foi associado ao aumento da EIM (SIMON et al., 2002;
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STAMATELOPOULOS et al.,, 2004). Um destes estudos (STAMATELOPOULOS et al., 2004)
compara a diferenca na EIM inicial e apds seis meses entre mulheres usando tamoxifeno como
parte do tratamento do cadncer de mama e controles saudaveis. Os autores observaram uma
sutil reducdo na EIM combinada (média das medidas da carétida comum, do bulbo e da
carétida interna): -0,09+0,11mm versus 0,04+0,11mm; média+DP; p=0,018; grupos tamoxifeno
e controle respectivamente. Contudo, nenhuma diferenca significante foi encontrada na EIM
da cardétida comum entre os dois grupos (-0,07+0,14mm versus -0,01+0,04mm; p=0,10; grupos
tamoxifeno e controle, respectivamente). No presente estudo ndo conseguimos encontrar
diferenca significativa na EIM entre os grupos mesmo quando ajustando para outros fatores de
risco cardiovascular: idade, IMC, tempo desde a menopausa, PAS e PAD. Isso pode se dever ao
fato de que a alteragdo esperada na espessura da intima-média ao longo do tempo é bastante
pequena enquanto que o desvio padrdo observado é relativamente grande. Como tal, uma
diferenca poderia ser mais facilmente detectada avaliando-se as varia¢ées individuais ao longo
do tempo. Uma outra questdo importante com relagdo a medida da EIM é o segmento da
carétida que se investiga: ha considerdvel heterogeneidade nas definicdes do segmento
carotidio utilizado nos estudos (LORENZ et al., 2007). Uma revisdo a respeito da
reprodutibilidade da EIM mostrou ser a carétida comum o segmento mais confidvel para a
realizacdo desta medida (KANTERS et al., 1997). Sendo assim, optamos por avaliar a EIM na

carétida comum.

O termo rigidez arterial descreve o grau de elasticidade da parede de uma artéria, sendo
qgue o seu endurecimento faz parte do processo natural de envelhecimento (NAJJAR et al.,,
2005). A rigidez arterial pode ser estimada valendo-se de uma grande variedade de técnicas
tais como a avaliagdo da pressdo de pulso e da velocidade de onda do pulso, além de diversos
indices derivados da ultra-sonografia e da ressonancia magnética. Entretanto, a maioria dessas
técnicas ainda é mais usada em estudos experimentais e de fisiologia do que na pratica clinica

(MACKENZIE et al., 2002). Dentre os indices ultra-sonograficos, o indice de rigidez (B) pode ser
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considerado um dos mais Uteis para estimar-se a rigidez arterial, pois € o menos dependente
da pressdo arterial (MACKENZIE et al., 2002). No presente estudo, nés observamos o menor
valor do indice de rigidez (B) no TMXg, apesar da diferenca ser significante somente quando
comparada com o LTZg. Tanto o LTZg quanto o STEg apresentaram valores semelhantes deste
indice. Desta forma, atribuimos tais achados preferencialmente a um efeito benéfico do

tamoxifeno sobre a rigidez carotidea do que a um efeito prejudicial do letrozol.

A disfungdo endotelial pode ser observada em estdgios iniciais de doenga cardiovascular
e é considerada como sendo um fator preditor independente de eventos clinicos como infarto
agudo do miocardio e acidente vascular cerebral (JOANNIDES et al., 2006). Os moduladores
seletivos do receptor de estrogénio sdo conhecidos por apresentarem efeitos benéficos sobre
a parede vascular. Em coelhas submetidas a ooforectomia e uma dieta rica em colesterol, o
tamoxifeno mostrou-se capaz de reduzir a quantidade de placas aterosclerdticas na aorta
(KALLAS HUEB et al., 2005). Existem poucos estudos direcionados a avaliacdo do efeito
endotelial do tamoxifeno em mulheres na pés-menopausa. Em um deles (ONG et al., 2001) foi
demonstrado que o uso de quatro semanas de tamixifeno como tratamento do cancer de
mama ndo foi capaz de afetar a DMF. Adicionalmente, ndo foi notado nenhum efeito da
suspensdo do uso de tamoxifeno sobre a DMF. Em outro estudo (STAMATELOPOULOS et al.,
2004), foi demonstrado que o uso de seis meses de tamoxifeno como tratamento do cancer de
mama causou uma discreta melhora na DMF quando comparado com mulheres saudaveis
(2,22+43,46% versus 0,08+3,78%; p=0,012; médiatDP; grupo de tamoxifeno e controle,
respectivamente). Em nosso estudo, o TMXg apresentou a média mais alta de DMF,
significantemente mais alta que ambos os outros grupos. Entre o LTZg e o STEg ndo foi
encontrada diferenga significativa no valor da DMF, mesmo quando esses valores foram
ajustados para os fatores de risco cardiovasculares estudados. Mais uma vez, atribuimos tais
achados ao efeito benéfico do tamoxifeno sobre o endotélio e ndo a um efeito deletério do

letrozol.
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O presente estudo apresenta as limitacdes metodoldgicas inerentes a um estudo
transversal no que concerne a auséncia de conhecimento dos valores basais dos parametros
estudados. A metodologia empregada também ndo permitiu uma distribuicdo aleatdria dos
sujeitos e algum grau de heterogeneidade entre os grupos seria esperado. Outra questdo
importante quanto as limitacGes deste estudo é o numero relativamente pequeno de sujeitos
em cada grupo, o que pode causar alguma preocupag¢do quando consideramos que nao houve
diferenca significativa entre o LTZg e o STEg em nenhum dos parametros ultra-sonograficos

estudados.
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7 Conclusoes

1. Concluimos que as diferengas encontradas nos valores dos lipideos séricos, no indice
de rigidez (B) e na DMF entre as mulheres recebendo tamoxifeno e letrozol podem ser
preferencialmente atribuidas ao efeito benéfico do tamoxifeno do que a um possivel efeito

deletério do letrozol.

2. Verificamos que as pacientes que usam tamoxifeno apresentam concentracdo
significantemente maior de triglicérides comparado com as que usam letrozol e concentragdo
significantemente maior de colesterol total do que as que usam letrozol ou nenhum
tratamento enddcrino. Entre estes dois ultimos grupos ndo foi verificada nenhuma diferenca
significativa no colesterol total e triglicérides. Ndo foi encontrada diferenga significativa no

HDL entre os trés grupos.

3. Verificamos que as pacientes em uso de tamoxifeno apresentam valores mais
favoraveis de funcdo endotelial (DMF) do que as pacientes em uso de letrozol ou sem nenhum
tratamento enddcrino. Verificamos também ndo haver diferenca na DMF entre estes dois

ultimos grupos de pacientes.

4. Verificamos que as pacientes em uso de tamoxifeno apresentam valores mais
favoraveis de rigidez carotidea - indice de rigidez (B) - do que as pacientes em uso de letrozol
ou sem nenhum tratamento enddcrino. Verificamos também ndo haver diferenga no indice de

rigidez (B) entre estes dois Ultimos grupos de pacientes.

5. Quanto a EIM ndo foi encontrada diferenga significativa ente os trés grupos.
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O uso de tamoxifeno e inibidores da aromatase na
terapia endocrina para o cancer de mama

The use of famoxifen and aromatae inhibitors for breast cancer endocrine therapy

A terapia enddoring para tumores da mama com receptores hoemonais positivos & amplaments usada
tanto de forma paliativa no cincer de mama metastitico, quanto na adjuvdnciz, para tumores iniciais.
O tamoxifeno {TMX) tem sido usado como droga de escolha com este propdsito hd cerca de 30
ancs com boa eficicia e perfil razoavelmente segurc. O deservolvimento dos inibidores de aromatase
(lAs) de terceirz geragio promowveu estudos comparativos que tém demonstrado superionidade dos
lAs em relagio ac TMX na adjuvincia, favorecendo seu uso tanto em substituicgo, quanto de forma
seqiencial. Em geral, os 1Az 530 t20 bem tolerados quanto o TMX, preccupando ainda questSes como
aumento de risco cardiovascular, de osteoponose e alteragSes no perfil lipidico. Mos Ghtimos dois ancs,
importantes instituigSes coma a American Society of Clinical Oncology (ASCO), o National Comprehensive
Cancer Network (MCCM) e o Consenso Internacional de 5t. Gallen (Consenso de 5t. Gallen) passaram,
em vista das evidénoas emergentes, a indicar o uso dos |As em detrimento do TMX para as mulheres
apds @ menopausa com tumaores sensiveis ao tratamento enddcrino.

Endocrine therapy for breast cancer with positive receptors has been widely applied either for advanced
metastatic cancer as for initial turmors, For more than 30 years tamoedafen (TMX) has been the first
choice for this purpose with an accaptable zafety profile. The emerging third ganeration aromatase
nhibitors (1A) promoted comparative trials which have proved the A to be superior to TMX in the
adjuvant setting - what supported its use bath in substitution and in 2 sequential manner. Broadly, the
1A are as well tolerated as TMX, still concerning issues as cardiovascular risk and osteoporosis increase
and lipid profile changes. During the last couple of years, institutions 25 the American Sodety of Clinica!
Oncology (ASCQO), the National Comprehensive Cancer Network (NCCMN) and the Internaticnal 5t Gallen
Consansus have changed their recommendations advising the use of |A instead of TMX as a first choice
treztment for post-menopause women with sensitive breast cancer:
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0 uso de tomowifeno e inibidores da gromatase na ferapia enddering pare o cdncer de mama

Introducao

Mo Brasil, o cdncer representa a sepunda maior causa de
mortalidade, sendo o de mama o mais incidente entre as mulheres
brasileiras, excluindo-se os tumores de pele ndo-melanoma . O
cancer de mama apresenta incidéncia crescente mundialmente,
sendo, no Brasil, o risco estimado em 71 casos novos por 100,000
mulheres, pelo Instituto Macional do Cancer-INCA. Cerca de
dois tergos dos tumores diagnosticados na pos-menopausa ex-
pressam receptores de estrog#nio (RE+) efou progesterona (RP+).
Os efeitos do estrogénio ocorrem a partir da ligagao a proteinas
receptoras especificas, Iocalizadas no nocleo celular: os receptores
o e B. O estradiol, o mais potente dos estrogénics endogenos,
£ sintetizado pelo complexo enzimdtico aromatase localizado
no citocromo p4s0 em diversos tecidos como: ovdrios, tecido
gorduroso e tecidos normal e tumoral da mama.’

Em 1896, foi publicada no Lancet a observacdo de que a oofo-
rectomia poderia trazer beneficios para o tratamento de casos de
cancer de mama considerados inoperdveis.” Em 1962, foi descritaa
existéncia do receptor de estrogénio e pouco tempo depois a sua
presenca foi demonstrada em tumores mamdrios.* A descoberta do
papel do estrogénio nessa doenca promaoveu grande avango em sua
terapfutica, com a pesquisa de drogas antiestrogénicas que pudessem
agir na prevencao e tratamento do cincer de mama.* Motivadas
por resultados positivos em estudos com animais, as pesquisas
utilizando tamowxifeno iniciaram-se na década de 70, mostrando
alta efetividade do tratamento. mesmo por um ano, em tumores
com receptores positivos.” Pouco tempo depais, iniciaram-se os
estudos visando ao bloqueio da enzima aromatase, tendo em vista
minimizarem-se os efeitos adversos da terapia com tamoxifeno.®
Uma droga chamada formestano foi a pioneira, passando-se alguns
anos até o desenvolvimento da terceira peracao de inibidores da
aromatase, wtilizada na pratica clinica na atualidade.

Tamoxifeno (TMX) e o
tratamento do cancer de mama

Desde a aprovacao do uso de TMX para o tratamento do
cancer de mama pela Food and Drud Administration (FOA) dos
Estados Unidos, em 1977, esta tem sido a droga de escolha para
0 tratamento enddcrino do cncer de mama em mulheres com
tUmores que expressam receptores hormonais. O TMX age ligando-
se a0 receptor de estrogénio e exercendo atividade antaponista
em alguns tecidos (como no proprio tumor) e agonista em outros,
0 que propicia tanto beneficios como também efeitos colaterais

sérios. A indicacio de seu uso € baseada nos resultados de alguns
estudos como os do NSABP B-14, que mostrou melhora da so-
brevida das pacientes gue usaram TM¥ por cinco anos: sobrevida
de 76 para 80% em |0 anos, p=0,02°. O uso prolongado (mais de
cinco anos) € contra-indicado por ndo trazer beneficios adicionais.
enquanto que os efeitos colaterais se mantém.”

Inibidores de aromatase

Esta classe engloba dois inibidores nao-esteridais, o letrozol
e oanastrozol, e um esteroidal, 0 examestano.’ Grandes estudos
controlados e randomizados sugerem a superioridade dos 1As em
relacao ao TMX, refletida no aumento do tempo de sobrevida
livre de doenca.®

Tratamento enddcrino
adjuvante na atualidade

Mo documento de consenso publicado pela American Society
of Clinical Oneology (ASCO) em 2003, o TMX era considerado
o tratamento preferencial na adjuvancia para o cincer de mama
responsivo 3 terapia enddcrina. A indicacao do uso dos 1As se
restringia aos casos de contra-indicacao ao uso do TMXC. Desde
entdo, os resultados de grandes estudos randomizados e contro-
lados levaram instituigdes como a propria A5C0O", o National
Comprehensive Cancer Network (NCCM)' e o Consenso Inter-
nacional de 5t. Gallen (5t. Gallen)” a recomendarem o uso dos
1As no tratamento de mulheres pos-menopausadas com cancer
de mama inicial responsivo 3 terapia endacrina.

IA apds o tratamento tradicional com TMX

O letrozol € atuzlmente o dnico dos 1As indicados para uso
posterior & terapia tradicional com cinco anos de TMX. Tal in-
dicagdo é baseada nos resultados do MA-17, estudo que incluiu
mulheres aps a menopausa logo 2pds completarem a terapia
adjuvante com cinco anos de TMX. Mais de 5.000 mulheres foram
distribuidas para receberem letrozol (2,5 mg a0 dia) ou placebo e,
na andlise realizada apds 2.4 anos do inicio do estudo, optou-se
pela sua abertura e oferecimento do uso do letrozol para todas as
mulheres em seguimento, em razao da significativa reducdo no
nimero de recidivas entre as usudrias dessa droga {Goss, 2007
#26}. O seguimento foi mantido e os resultados apés 48 meses
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Tamoxifeno (TMX) e o
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Desde a aprovacao do uso de TMX para o tratamento do
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estudos como os do NSABP B-14, que mostrou melhora da so-
brevida das pacientes gue usaram TM¥ por cinco anos: sobrevida
de 76 para 80% em |0 anos, p=0,02°. O uso prolongado (mais de
cinco anos) € contra-indicado por ndo trazer beneficios adicionais.
enquanto que os efeitos colaterais se mantém.”

Inibidores de aromatase

Esta classe engloba dois inibidores nao-esteridais, o letrozol
e oanastrozol, e um esteroidal, 0 examestano.’ Grandes estudos
controlados e randomizados sugerem a superioridade dos 1As em
relacao ao TMX, refletida no aumento do tempo de sobrevida
livre de doenca.®

Tratamento enddcrino
adjuvante na atualidade

Mo documento de consenso publicado pela American Society
of Clinical Oneology (ASCO) em 2003, o TMX era considerado
o tratamento preferencial na adjuvancia para o cincer de mama
responsivo 3 terapia enddcrina. A indicacao do uso dos 1As se
restringia aos casos de contra-indicacao ao uso do TMXC. Desde
entdo, os resultados de grandes estudos randomizados e contro-
lados levaram instituigdes como a propria A5C0O", o National
Comprehensive Cancer Network (NCCM)' e o Consenso Inter-
nacional de 5t. Gallen (5t. Gallen)” a recomendarem o uso dos
1As no tratamento de mulheres pos-menopausadas com cancer
de mama inicial responsivo 3 terapia endacrina.

IA apds o tratamento tradicional com TMX

O letrozol € atuzlmente o dnico dos 1As indicados para uso
posterior & terapia tradicional com cinco anos de TMX. Tal in-
dicagdo é baseada nos resultados do MA-17, estudo que incluiu
mulheres aps a menopausa logo 2pds completarem a terapia
adjuvante com cinco anos de TMX. Mais de 5.000 mulheres foram
distribuidas para receberem letrozol (2,5 mg a0 dia) ou placebo e,
na andlise realizada apds 2.4 anos do inicio do estudo, optou-se
pela sua abertura e oferecimento do uso do letrozol para todas as
mulheres em seguimento, em razao da significativa reducdo no
nimero de recidivas entre as usudrias dessa droga {Goss, 2007
#26}. O seguimento foi mantido e os resultados apés 48 meses
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mostraram aumento da sobrevida livre de doenca para todas
as que optaram pelo uso do letrozol ¢ diminuicao em 60% na
mortalidade para aguelas com linfonodos positivos”. Baseando-
se nesses resultados, o Consenso de 5t Gallen®, o NCCN" e a
ASCO" recomendam o uso do letrozaol por cinco anos apds a
terapia tradicional com TMX.

IA em substituicdo ao TMX

Os 1A8s letrozol e anastrozol sao indicados como drogas de
escolha em mulheres com cancer de mama sensivel ao tratamento
enddcring, sendo o TMX opgao quando hi contra-indicagdo ao
uso dos 1As ou quando € considerado o tratamento seqOencial
com TMX e |A, segundo o consenso de St Gallen®, o NCCN' e
3 ASCO". A recomendacio do uso de letrozol como tratamento
enddcrino inicial ¢ baseada nos resultados do BIC 1-98, estudo
que comparou o uso de TMX e letrozol (2,5 mg ao dia) na adju-
vancia, incluindo 8.028 mulheres na pos-menopausa. Apds cinco
anos de uso, verificou-se reducdo do ndmero de recorréncias em
18%, p=0,007, no grupo que usou letrozol.” J4 o estudo ATAC,
Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination”, justifica a re-
comendagdo de uso inicial de anastrozol (por ter demonstrado
reducdo de 13%, p=0,01, no nimero de recornéncias com o uso
de anastrozol — | mg ao dia - por cinco anos quando comparado
30 uso de TMX no mesmo periodo).”

Uso sequencial de TMX e 1A

O tratamento com TMX por dois a trés anos seguido pelo
uso de |2 por mais dois ou trés anos (completando cinco anos
no total) € também uma opgao para o tratamento pas-cirdrgico
de mulheres na pos-menopausa, indicado pelo consenso de St
Gallen”. pelo NCCN" e pela ASCO™. O IES. infergroup Exemes-
tane Study, informou reducio de 24% no ndmero de recorréncias
{(p=0,0001) & no grupo de pacientes que usaram examestano (25
mg a0 dia) por dois a trés anos apas TMX (cinco anos no total)
comparado com aquelas que usaram somente TMX por todo o
periodo®. Em relzcao ao uso de anastrozol (1 mg ao dia) de forma
seqlencial apos o TMX por cinco anos no total, esse tamhém
s mostrou superior ao uso exclusivo de TMX, com reducao de
41%, p<0.0001. no nimero de recorréncias, em metandlise que
incluiu os estudos Austrian Breast and Colorectal Cancer Study
Group — ABCSG 8, Arimidex-Nolvadex — ARNO 95 e o Halian
Tamoxifen Anastrozole - ITA."

Efeitos indesejaveis da terapia enddcrina

Os estudos agui apresentados comprovam a eficicia do
tratamento enddcrino para as mulheres menopausadas com
diagnastico de cincer de mama. Todavia, € importante considerar
a relacao entre risco e beneficio de forma global para a formu-
lacdo da decisdo terapéutica, especialmente sobre o tratamento
adjuvante, situacao em que as pacientes receberao o tratamento
por pelo menos cinco anos.

Risco cardiovascular

0 uso de TMX foi relacionado a reducao dos niveis séricos de
colesterol total e de LDL & aumento da concentracan de triglicérides,
durante o periodo de tratamenta”, sendo que apds seis meses da
interrupcao do uso ji pode ser notada alteracdo desse padrio, com
aumento do colesterol total e LOL e diminuicao de triglicérides.”
No entanto, tal melhora no perfil lipidico parece nao se traduzir
em diminuigdo do risco cardiovascular. Uma publicacao da andlise
de quatro estudos envolvendo o uso de TMX como tratamento
adjuvante do cincer de mama mostrou nao haver diferenca no
nimero de mortes por doenca arterial coronariana, verificando-se
aumento em 90% do risco de diagndstico de tromboembaolismo
nessas pacientes, quando comparado com uso de placebo.™ Em
relagdo aos efeitos dos |As sobre o perfil lipidico, parece nao haver
essa influéncia, quando comparados ao placebo. Em publicacao
de dados do MA-17 sobre esses pardmetros foi demonstrado
nue com 36 meses de uso do letrozol na adjuvancia estendida
(apds uso de cinco anos de TMX) ndo foi observada alteracao
significativa nas dosagens séricas de colesterol total, LDL, HODL,
triglicérides quando comparado ao uso de placebo.”

Osteoporose

Mos estudos que compararam diretamente o uso de TMX e
1A nota-se significante aumento do nimero de fraturas Gsseas
no grupo de pacientes que usaram 1A, aumento de 48% no
risco associado a0 uso de letrozol” e de 49% associado ao uso
de anastrozol®. Essa diferenca pode ser em parte justificada pelo
efeito de agonista estrogénico do TMX no tecido dsseo, redu-
zindo o namero de fraturas em 32% quando comparado com o
uso de placebo no tratamento adjuvante do cancer de mama,
conforme observado no National Surgical Adjuvant Breast and
Bowel Project P-1 study - NASBP PI”. Além disso, os 1As podem
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também contribuir para a diferenga de risco no sentido em que
expoem todos os tecidos aos efeitos da privagao estrogénica.
O MA-17 mostrou aumento da incidéncia de osteoporose em
35% no grupo de pacientes que usou letrozol em relagao s que
usaram placebo apds seguimento de 2.4 anos (apos uso prévio
de TMX por cinco anos). Adicionalmente, reportou-se aumento
ndo significativo no nimero de fraturas dsseas.”

Outros efeitos colaterais

O uso de TMX € associado ao aumento de mais de trés
vezes no risco de cancer de endométrio e em 21% no risco de
desenvolver catarata®, efeitos nao observados na utilizacao de
1A em outros estudos.

O tratamento com |A associa-se a mais alta taxa de artralgia e de
sintomas relacionados ao hipoestrogenismo, como fogachos.™

Leituras suplementares

Consideracoes finais

O mais respeitados consensos sobre o assunto consideram
atualmente os |1As de terceira geragao superiores ao TMX para o
tratamento adjuvante do cancer de mama sensivel ao tratamento
endacring, recomendando seu uso em substituicao ou apos o Uso
de TMX. MNa adjuvancia, as decistes terapéuticas nao devem ser
baseadas exclusivamente na prevencao da recoméncia local ou 3
distincia, mas devemn ser avaliadas com rigor informacgdes sobre
0 beneficio desses novos tratamentos sobre a sobrevida global e
a satide de forma geral. A aceitacao dos 1As como o tratamento
hormaonal de escolha para esse grupo de pacientes depende do
balango entre eficicia terapéutica, custo, seguranca e tolerabilidade.
O relativo curto periodo de seguimento das pacientes que foram
submetidas ao tratamento com 1As nao permite ainda estabelecer
de forma clara sua seguranca em longo prazo, especialmente em
relacdo a densidade dssea e ao risco cardiovascular,
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RESUMO
Entre s muheres brasdeiras a principal causa de mortalidade 5o & doencas cardiovasculares, sepuida em freqiénca pelo
cénger, sende o de mama ¢ mals comum. £ bastant= conhecda a assooagao de cincer com eventos tromboembélioes, mas
pouco estabelecids sua relacae com os demais eventos cardovasoulares. Para estudar estes eventes desde suas ateragges
primordiais, como a lesdo e disuncao endetelial € a formagae da placa aterosdenttica, virios métodos t8m sido utiizades.
Dentre eles, a dosagem sérica de P e E-selecting e do fator de ven Willsbrand sio relevantes devida & associacao tanta com
o rce cardiovasoular quanto com o processo de progressao e formacao de metéstase do cincer de mama. Outro método
;\C.oztsmlnféhr:i;éu de avakiagao da funcac endotelial & a medida da dilatagao da arténa braquial mediada per fhow, que @da vez mas ganha
S e populiridade devido d sua natureza ndo-invasive € a comprovagio de sua assodiagio com a disfunglo endotelial & risco de
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INTRODUCAD

As doencas do sistema ciroulaténo comespondem & prinapal causa
de maorte no Brasil, tendo ocorido 285.543 mortes por essa causa
(total de |.024.073) durante o anc de 2004, sepundo dados mais
recentes do Ministéno da Salde’. Em sepundo lugar aparecem as
mortes por cincer, sende o de mama o mais inddente entre as
mulheres, excluindo o5 tumoares de pele ndo melanoma. O cancer de
mama apresenta incidéncia crescents mundualments sendo, no Brasil,
em 2006, o rsco estimado pelo INCA* em 52 cases noves por
100000 mulheres.

A asociacio de cincer e trombofilia foi descrita pela primeira vez
em |.863, pelo clinkco francés Armand Trowsseaw®, porém somente
nas trés dHimas décadas mator atencao fol dada a questac da associacao
molecular entre a ativagio da coagulacio e a progressao do cincer”.

Doenca cardiovascular e aterosclerose

A maneira mais efetva de prevenar a trombose arenal e
consequentemente, eventos cardiovasculares, € a prevencio da
aterosderose™. Em |912, dois patologisias americanos da Universidade
de Piitsburgh publicaram um resumo de seus estudos sobre arténias
hurnanas & conghiiram: *E bestante indtil discutic questes a respsito do
desenvohimento da esclerose da infima se somente discutirmos sobre os
estagios avangados da doenca. Se pretendermos avangar na complexa
questao da aterosderces, deve-se preocupar em enterder 2 lesao desde
seus primardios™ . Tais autores julgavam haver forte indicacao de que a
produgao de tecido pela intima dos vasos se devia ao resultado da imitacéo
direta deste tecido pela presenca de infecgao ou torinas, ou ainda pela
edimulacac de produtes da degeneracac pimana desta camada.

Rev Assoc Med Bras 2008; 54{5): 467-70

sobre a associaggo de cincer, em especial o de mama, com lesao endotelidl e risco cardiovascular.

Unmemos: Neoplasias mamidrnias. Doencas cardiovasculares. Endotélio.

A aterosderose € um processo que acomete arténias de médio e
grande calibre, e se inicia com o aumento da expressao de moléoulas
de adesao pelas células endotelias como resposta ao fuxo turbulento
em um ambiente sénco desfaverivel do ponto de vista do perfil lipidico.
Mao & mais considerada simplesmente uma desordem secundéria a
anormalidades no metabolsmo lipidico, atualmente & bem desarto o
papel da inflamagao desde os estigios midas da formacao da placa
aterosclerdtica: na promogio da mitopénese, proliferacio da matriz
intracelular, angiogénese e dessnvolvimento das céhulas espumosas® A
proteina C reativa (pCr) & o flbrinogénic sao marcadores associados a
patogenia da aterosclerose em modelos animais e seus efertos incheermn
diminuicio do éxide nitrice (NO) e prostaciclinas endoteliais”. A
evolugao da placa aterosderdtica & marcada pelo crescimento gradual,
conseqlente & deposicie de células espumosas, com a placa fibrosa
definitiva sendo elaborada lentamente pela profferacio de células
musculares lisas e de matrz intracelular. Entretanto, o infarto
miccardion muitas vezes ocome em artérias com pouca oclusio prévia,
sugerindo um aresamento abrupto destas placas. A oclusao trombdotica
apuda se did como conseqiéncia da sObita ruptura da placa
aterosderdtica através de fissura espontinea, quando exposta ao
esresse do turbilhonamento em locais de estenose ou de ramificacac
arterial. Tal dano provoca a denudacae endotelial estimulando a for-
magio de trombo local”, este pode obstruir pardial ou totalmente 2
parede do vaso, serdo responsavel pedo evento clinko.

A lesao da parede do vaso caracteriza-se por perda de conti-
nuidade do endotélio e pode ser causada em alpumas situagSes:
angioplastia, estresse hemodindmico, tabagisme, hipercolesterolemia
ou por enzimas lberadas por plaquetas & leucdettos®. A perda de células
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endoteliais expoe o subendotélic as plaquetas e aos fatores da coagu-
lacio. A adesdo plaquetiria é mediada por diversas substincias, entre
elas o fvW. O endotélio exposto a endotoninas, ctocinas, trombina e
hipdnia acaba promovendo a coapulacas e regulande o fluse sanplinec
através de substincias vasoconstrictoras, como endotelinas e
vasodilatadoras, prostaciclinas & NCF.

Funcio endotelial

A disfuncas endotelial € observada em estigios inicais na maioria
das doencas cardiovasculares e surge como um fator preditor indepen-
dente para eventos clinicos na doenca coronanana, hipertensao e
faléncia cardiaca. Neste contexto, a avaliagio da fungao endotelial passa
de um intermedidrio na awaliagao do beneficio de tratamentos
cardiovasaulares e emerge como um avo famacologico direte'!.

MARCADORES DE FUNCAO ENDOTELIAL

Fator de von Willebrand
O fator de von Willebrand (W) € uma gcoproteina sintetizada
pele endotélic & & responsivel pela mediacac entre a adesac
plaquetaria ac subendotélio durante o processo de hemostasia primé-
ria. O aumento dos niveis séricos de flW & associado com maior risco
de eventos clinicos da doenca cardiovasoular, prindpalmente
tromboembolsme, infarto agude do miccirdio e acdentes vasculares
cerebrais'. Niveis elevados de fAW foram também descritos em alguns
tipos de cinceres {cabeca e pescogo, prostata) e bem correlaconados
&0 cincer de mama'. Em um estudo fol comparada a dosagem de fW
em |28 pacientes com cincer de mama, em 47 padentes com doenca
mamania benigna & em 27 controles. A média e desvio padrao da
dosagem de S no grupo confrole for de 1306 = 45 UM, nas
pacientes com doenca benigna 148,4 + 59 U/l & nas com cancer
70,7 = 78 UM\, sendo significativa a diferenca encontrada entre as
pacientes com cncer e of outros dots grupos”. Durante a fase ativa da
angicpénese tumoral, sao sintetzados fator de cresomento do
endotélio vascular (WVEGF) e fator de crescimento de fibroblasto
(FGF-2), que contribuem parz a proliferacao e dferenciagao do
endotélio vascular, o mator produtor de WY, resultando em aumento
dos niveis séricos de fW'®. O AW também contribui para a adesao
entre plaquetas e células tumorais, afravés das integrinas, sendo este
umn passo impertante na determinacac de come a coagulagao sanguinea
€ & agregacao plaquetiria podem ser mediadas pela célula tumoral.
Outro resultado importante da ligacgo entre plaguetas e células
neoplisicas € a capacidade que esta adquire de migrar, awdliando no
processo de metastase. De fato, sdo demonstradaa taxas de W sénico
mais altas em pacientes com cincer de estadios mais avancados do que
O aumento dos niveis séncos do fW tem sido deserite como fator
de risco para desfechos dlinicos da doenca cardiovascular como
tromboembolsme, infarto agudo do miodirdio e acdentes vasculares
cerebrais”. Em uma metanlise foi confirmada a relagao do fW com
dosnca coronariana, sendo verficado que o grupo constituido das
PESS0as 0Om nivels sEncos acima do percentll 67 apresentou 3096 mais
rsco de doenca cardiovascular quande comparado a0 grupo das
pessoas Com nivels séncos abamo do percentil 3375
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Selectinas

A familia das selectinas € composta per trés membros: L-selecting,
P-selecting e E-selecfing, sendo esta (ftima 2 dnica encontrada apenas
no endotélio. Esta espedfidade proporaona uma cportunidade para
o estudo de aspectos feiopatologicos do endotélio ma doenca
cardiovascular € inflamatara'.

Tartto a E-selectina como a P-seledtina sao moléculas expressas na
superficie do endotélio quando estimulado por algumas ctocinas infla-
matona (interleudnas 1 e 10, fator de necrose tumorala); a P-
selecting pode ser também encontrada na superficie de plaguetas
agtivadas. Quando expressas, as selectinas promovem a adesao do
leucdeito a0 endotélio. A fraggo solivel da E-selectina & proveniente da
divagem protecliica da molécula expressa na membrana celular''. ©
papel destas moléculas na histéna natural do cincer nao & completa-
mente esclarecido, mas acredita-se que desempenhe fungao funda-
mental no processo de disseminagdo por via hematognica do tumor,
promovendo a adesao da célula necplisica ao endotélio’®.

Niveis séricos aumertados de E-selectina sao associados com
estigios avancados de cincer de mama e com a presenca de células
tumorais circulantes'”. Em outra publicacdo, foi obtida média da dosa-
gem sénca de E-selecting significantemente mator em pacentes com
cincer de mama quando comparado com mulheres saudivers: 73,7 e
36,3ng/mil, respectivaments, além de signficativa correlacao positiva
com o estadiamento clinico™. Além disso, o aumento da concentragio
sérica de E-selectina foi associado com tabagsme, hipertensac,
hipercolesterclemia, dosnca artenial coronanana, doenca cérebro-
vascular e Diabstes mellitus"®. Acredita-se que o aumento dz concen-
tragao sérica observada na hipertensao arterial deva refletir a difuncao
endotelial, mas nao necessariamente, predizer ¢ desenvolvimento de
lesao de orgao ahvo', pois, diferentemente do fAW, a E-seleding esta
mais relacienada com a repeneracao do endotélio apés o dano tissular
provocade pela progressac da doenga’. Apesar da capaodade da
dosagem de E-selecting em predizer eventos adversos & suas implica-
goes dinicas serem bastante controversas, pode-se dizer que, em
pacientes sofrendo de um evento cardiovascular agudo, a E-seledina
freqlentemente se encontra aumentada, quando comparado com
controles pareados por sexo e idade®.

Outra selecting, a P-selecting, também estd presente em maior
concentragao sérica em pacdentes com cincer de mama™. CQuanto ao
seu papel na deseminacac neoplasica, sabese que esta moléoula,
expressa pelas células endoteliais estimuladas, promove a adesao de
células tumorais circulantes mediands 2 disseminagio tumaoral por via
hematopénica, enquanto a interagao dessas células com a P-seledina
expressa em plaquetas atvadas, supre o tumor com fatores de cresci-
mente & substEndas mitogénicas’’. Além do cincer, esta molécula &
encontrada em niveis elevados em situagdes como diabetes, hiperten-
530, tabagismo e hipercolesterclemia e parece ser capaz de predizera
ocomrénda de um evento cardiovascular adversa™.

Dilatacio mediada por fluxe dependente do endotélio (DMF)

O estudo da doenca vascular pré-clinica se tomou mais vidvel
agtravés da aplicacao de téonicas ultra-sonogrificas nac-invasivas. A
gvaliacao da dilatacao da artéria braquial foi onginalmente descrita em
1992 & & realizada por ultra-sonografia apés odusac artenal temporana
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através de tomniquste aplicado ao membro supenior™ ™. Retfirado o
tormiquete, & entao observada a dilatagio do vaso em resposta a tensao
de dsalhamento asociada ao sibito aumento de fiee, resposta esta
dependente de MO e independente de prostacklines™. O NO &
produzido no endotéio via L-arginina por enzimas dwide nifrico
sintases, a ativacac desta via se da através de estimules como hipdia,
acetiloofing, bradicinina e serotoning. O NO promove vasodilatacao
direta, inibe a lberacgo de fatores vasoconstritores, proliferagac de
células musculares lisas, adesdo leucocitinia e agregacac plaquetiria®.

Uma porcentagem de dilatagao menor que o normal € observada
tante em pacientes com doenga aterosderdtica como naqueles em
risco para tal mulheres pés-mencpausadas, hipertensos, diabéticos,
obesos, sedentinios, tabagistas ativos e passivos e nagueles com au-
mente dos niveis sénicos de colesterol & homecisteina. O controle
destes fatores de rsoo melhora a funcao endotedial ac aumentar a DMF,
0 que expressa um aumento nz liberagio de MO™. Em um estudo que
seguill por cnco anos 74 pacentes com dor tordoca mostrou que
aqueles com DMF normal, considerada como dilatagao maior ou igual
a 10%, apresentaram menor ndmero de eventos coronarianos & foram
submetidos a anpoplastia efou revasculanzacao cardiaca menos
frequentemente. A analise destes dados mostrou sensibiidade de 86%,
especificidade de 51% e valor preditivo negative de B5%, conside-
rande como positivo o exame que resultou em mencs de 10% de
dilatacao na arténia braquial & o desfecho positive come infarto agudo
do miocirdio, angioplastia ou revascularizacio do miocardio™.

Esse padrao de achados & semelhante aos identificados para fiW e,
além disso, ambos sao capazes de predizer o desenvolvimento de
eventos cardiovasculares maiores. E demonstrada, inclusve, corre-
lacio inversa entre os dos, ou seja, aqueles individuos com os maiores
niveis séncos de W apresentam também DMF alterada, enquanto
que aqueles com baixaos niveis de f/\W apresentam DMF normal®.

Células endoteliais circulantes

O achado de células endoteliais Ivres na circulagao sanglinea é raro
em individuos saudaveis, & tem sido indicada como um estagio final do
injirio endotelial. De fato, sua presenca € fortemente correlaconada
com doenca coronaniana apuda; o aumento de seus niveis nas primeiras
48 horas apds um evento coronariano & também considerado fator
preditivo de morte. Este promissor marcador de dano endotelial
apresenta boa comelacao com outros marcadores de fungao endotelial,
como fl & DMF, em padentes com sindrome coronariana aguda. Tais
achados superem que o dane endotelial apude, como o manifestado
pelo aumento das CEC, pode ser o principal determinante da atteragio
da vasodilatacgo mediada por fuxe, provavelmente devido 3 dimi-
nuicae da biodisponibilaidade de NO. Na doenca coronaniana estével,
ha um menor grau de njlria endotelial, representada pela menor
quantidade de CEC, entrefants, a2 mantida disfungio endotelial e
inflamagao, indicadas pelos altos nivers de fW e IL-6 em relagao aos
conroles, pode ser refletida pela atteraggo da FMD nesses pacientes™.

Consideragbes finais

Pacentes com cincer que deservolvern tombose venosa apre-
sentam expectatva de vida redumda; indnidues que apresentam um
evento trombético tém risco de morte relacionada ao evento quatro a
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oito vezes maior se possuirem também diagnastico de cincer. Estes
individuos apresentam sobrevida reduzida quando comparados aos
pagentes oncologicos cula doenga ndo curse com tais episodios. Este
aumento na mortafidade reflete, provavelmente, nao apenas mertes
relacienadas ac tromboembolisme, mas também um curse mais agres-
sivo destes tumores™.

Sao atualmente conheados diversos marcadores séncos de risco
cardiovascular que se apresentam comprovadamente aumentados em
mulheres portadoras de cincer de mama, como E e P-selectina e fator
devon Willebrand. Ma lteratura ha extensa correlagao entre neoplasias
malignas e trombose venosa, perém pouca informagio sobre os efeitos
dos produtos tumoras scbre o endetélio e sua influgnda quanto ac
risce cardiovascular.

Conflito de interesse: nzo hi

SUMMARY

BREAST CAMCER AND ENDOTHELIAL DYSFUNCTION

The main cause of death among Brazilian women is cardiovascular
disease followed by cancer with breast cancer as the most incident. The
relstionship between cancer and thrombosis is well known, although its
assocition with other candiovascular events i poorly understood. inorder
to study these events from the eariest findings such as endothelal inury
and dysfunction and the evolving atharosclerofic plaque, many mathods
ane currently being used. Among these methods, E- and P-selectinand the
von Willsbrandifacior have been assogated, aitherwith cardiovascular nisk
ar with breast cancer growth and metastasis. Brachial artery flow-
mediated dilstation is a tool avaiable that emerged in the last decade due
to its noninvasive nature and its clear association with endothalial
dysfinction and cardiovascular nsk. The aim of this revision is o bring the
newestand mostrefevantupdates about the assodation of breast cancer,
endothelial injury and candiovascular nisk. [Rev Assoc Med Bras 2008;
54(5): 467-70]

Ker wioans: Breast neoplasms. Cardiovascular diseases. Endothelium.

RereRENCIAS

|. Ministério_de_Sedde. Freqiéncia de &bitoz por doengaz do eparshhe
dirculntérin  foindo 2008 jun 3).  Disponies] sm:  hitpeff
porial saude. gov. br/portal svsfvisualizar_texto cfmidbd=2442 1.

INCA (Instituto Macional do Céncer). Estimativa 2006: inddancia
do cincor no Beasil [ctads 2008 jun 3] Disponival om:
http:/fwww. inca.gov.briastimativa /2006 index.azp?link=
comteudo_view.asplkIiD=3.

. Trousseau & Chniqus Médicale de "Hotel-Dieu de Paris. Paris: |B Bellidre
wt Fils; 1865

Rickles FR. Machanisms of cancer-indwced thrombosis in cancer.
Pathophysicl Haemost Thromb. 2006;35:103-10.

Blann AD. Asseszment of cndothelial dysfunction: focuz on
etherothrombotic  diseese. Pathophysiol Hesmost  Thromb.
2003;33:236-61.

. Crowther MA. Prthopenesis of rthernsclarasis. Hematology Am Soc
Hematol Educ Program_ 2005-436-41 .

Kloz O, Manning M. Fatty straaks in intima of arterie:. | Pathol Bacterial.
1912:16:21 1-20.

Lisbky P. Thercux P. Pathophysiclogy of coronery artery dizeaze.
Corculation. 2005:111:34B1-B

=]

]

e

wn

o

1

[

469

75



MesTrr CO ET AL

i

. Denenberg HD, Szalai A, Swaminathen RY, Pang L, Chen Z, SeifortP, ot

al. Increazed thrombeosiz sfter arterial injury in hurnan C-reactve protein-
transpenic mice. Circulation. 2003;108:512-5.

. Devies M]. A macre and micro visw of coronary vazcular insult in ischemic

heart dzease. Circulabon. [ 990 B2:1138-46.

. Joannides R, Ballien |, Thullez C. Clnical motheds for the evalustion of

endothelial function: & focus on resistance arteries. Fundam Clin
Pharmacol. 2006;20:3 1 1-20.

. Blann AD. Plasma ven Willebrand factor, thrombosiz, and the

endothelium: the first 30 years. Thromb Hasmost 2006;95:49-53

. Rohsig LM, Damin DC, Stefani S0, Castro CG |r, Roizenbaerg I,

Schwarksmann G, von Willebrand factor antipen levels in plasme of
patisnts with malignant breast dizeese. Braz | Med Bicl Res
2001:341123-2

. Gil-Bazo |, Catalan V', Paramo |, Quers T, Escriva de Romani 5, Perez-

Ochoa A ot al. Von Willsbrand factor as an intermadiate between
hemostaskz and angiopenesis of tumor origin. Rev Med Univ Mavarma
2003:47:12-B.

Whineup PH, Danash |, Walksr M, Lannan L, Thamsen A, Asslsby 7 st

al. vor Willabrand factor and aaranary heart dissase: prospective shdy
and mata-anabysis. Eur Heart . 2002;23: | 764-70

. Sheen-Chen SM, Eng HL, Huang CC, Chen W]. Serum levels of soluble

E-selectin in women with breast cancer. Br | Surg. 2004:91:1578-E1.

7. S#wa HC, Garcao F, Coutinho EC, CF DED, Regatsiro F]. Sohuble VCAM-

I and E-selactin in hreast cancer- relutionship with singing and with the
detaction of crculeting cancer calls. Mooplesma. 2006;53:518-43.

. Roldan V', Marin F, Lig G, Blann AD. Soluble E-selectin in cardicvascular

dizsaze and its risk factors. A review of the litersturs. Thremb Hasmest
200390 1007-20

. Galen FX. Coll adhesion molecules in hypertension: sndothalal markers

of wescuiler ingory and. prodicions of farget organ demaga? | Hypeetoos
1002;20-B13-6.

Blann AD, Gumey D, Wadley M, Barcford D, Stonelake P, Lip GY
Increased soluble P-selectn in patents with haematological and breast
carcie wenparoetsithi g, s ircsp ol At i

von Willebrand factor, Blood Coeagul Fibrinohysis. 2001;12:43-50.

470

Chan M, Gung |G. P-soloctin modists adhesion of leukocytes,
pletelets, and cancer cellz in inflammetion, thrombaosiz, and cancer
growth and metastecis. Arch lmmunol Ther Exp (Warss).
2006:54:73-84.

Blann AD:, Madar 5K, Lip GY. The adhesion molecule P-selectn and
cardiovesoular diseese. Eur Hoart | 2003;24:2166-79

Celermajer DI, Sorensen EE, Goodh WM, Spiegelhaker O], Miler O,
Sullfvan ID, ot al. Mon-invesive detection of endothalial dysfuncton
n children and adults et risk of athercscs
1'992:340:1 1 1 1-5.

Lancst.

 Comett MC, Andsrson T], Banjamin &), Calermajer O, CharbannesuF,

Croager MA, ot al. Guidelines for the ultresound assessment of
sndothelial-dependant fow-mediated vascdiletion of the brachial artery:
& report of the International Brachial Artery Reactivity Tazk Force. | Am
Coll Cardiol. 2002;39:257-65

. Joannides R, Hacfali WE, Lindar L. Richard 'V, Bakkal EH, Thuillez C, otal.

Mitric oxide & responsible for flow-dependent distation of human
peripheral condutt arteries in vivo. Circulation. 1995;91:1314-9.

Esper R]. Nordaby Ré. Viarino |0, Paraganc A, Cacharron |L, Machado
RA. Endothefal dysfunction: a comprehensive appraisal. Cardiowasc
Disbetol. 2006;5-4.

7. Meunteull T, Heher 5, Eatzenschlager B, Woll G, Kostner K, Mawer G,

wtal Late propnostic vakse of low-mediated dilation in the brachial artery
of patients with chest pain. Am | Cardicl. 2000:86:207-10.

Lea KMV, Blann AD, Lip GY. Inter-relationships of indices of endothekial
darnage/dyshunction [droulating endothelisl cols, ven Willsbrand factar
and flow-mediated diatstion] to tissue factor and intereukin-é in acute
coronery syndromaes. Int | Cardicl. 200&; [ | 1:302-8.

Lea AY. Levine MM. Venous thromboembofism and cancer: risks and
outcomas. Circulation. 2003; 107:017-21.

Artigo recebido: 021007
Arceito para pubicacio: 19/0308

Rew Assoc Med Bras 2008; 54(5): 467-70

76



Anexo C Artigo publicado: Sonographic evaluation of endothelial function in letrozole and

tamoxifen users

77



Provided for non-commercial research and education use.
Not for reproduction, distribution or commercial use.

olume: B1, Baue 4 #0 December S008 1550 Q7R 5122

& MATURITAS

ause Journal

ANHIVERSARY
B WA

A

This article appeared in a journal published by Elsevier. The attached

copy Is furnished to the author for internal non-commercial research

and education use, including for instruction at the authors institution
and sharing with colleagues.

Other uses, including reproduction and distribution, or selling or
licensing coples, or posting to personal, institutional or third party
websites are prohibited.

In most cases authors are permitted to post their version of the
article (e.g. in Word or Tex form) to their personal website or
institutional repository. Authors requiring further information

regarding Elsevier's archiving and manuscript policies are
encouraged to visit:

http://www elsevier.com/copyright



Maturitas G1 [2008) 340-344

FI SEVIFR

journal homepage: www.elsevier.com/locate/maturitas

Contents lists evailable at ScienceDirect

Maturitas

Sonographic evaluation of endothelial function in letrozole and tamoxifen users

Carolina Oliveira Nastri®b-* Wellington Paula Martins 2", Rui Alberto Ferriani?,
Francisco Mauad Filho3¥, Francisco Jose Candido dos Reis?

*Foruidads de Madicing o= RIberae Preto - Universidode de 500 Poulo, Brazll
" Espoia de Llire-sonognoia e Recclagem Médica de Ribeindo Preio - EURF, Bieil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Articie history:

Received 13 Aagust 2008
Received in revised form

14 September 200
Accepted 17 September 2008

Keywords:

Selertive estrogen receptor modulatars
Aromatase inhibitors

Breast cancer

Vasodilation

DObjectives: Studies have shown that women previously treated for breast cancer present fewer cardiovas-
cular events, indicating a possible protective effect of tamoxifen treatment. The effects of these aromatase
inhibitors on cardiovasoular protection remain controversial. The aim of this study was to compare some
cardiovascular risk markers among breast cancer survivors following treatment with tamoxifen group
(TMXg), letrazale group (LTZg) or no endocrine treatment group (NETgL
Methods: A total of 103 breast cancer survivors: 35 using TMXg, 34 using letrozole group (1TZg) and 34
using no endocrine treatment group( NETg) were evaluated. Ulirasonographic evaluation of brachial artery
flow-mediated dilation (FMD), carotid intima-media thickness (IMT) and stiffness index ( 8]: blood total
cholesterol, HDL and triglycerides were assessed.
Resuits: All three groups presented similar values of HDL and IMT. TMXg showed the lowest total choles-
terod (21929 + 36 31 mg/dL vs. 250,59 + 38 37 mg/dL ws. 245,00+ 35 35 mg/dL; TMXg vs. ITZg vs. NETE.
respectively; p< 0.01—ANOVA), the highest triglycerides (139.34 + 4182 mg/dL ve. 111.35+28 22 mgidL
vs. 12209 + 33.42 mgjidL: p<0.01), the highest FMD{6.32 + 2 33% vs_4.10 + 2 06X vs. 4,66 + 252 ; p< 0.01)
and the lowest stiffness index (8] (5.08 £ 168 ws. 628 £ 1.75 vs. 50092 186; p=0.01). [TZg did not differ
significantly from METg on any evaluated parameter.
Conclustons; We did not observe any effect of LTZg on the evaluated cardiovascular risk parameters com-
pared to NETg. As such, the observed difference on lipid values, stiffness index (2) and PMD between
women receiving tamoxifen and letrazole might be best attributed to the beneficial effect of tamoxifen
than to a detrimental effect of letrazale.

0 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

vascular health, Indeed, a recently published meta-analysis [2]
shows that patients receiving Al have a 31% higher risk of grades

Hormone receptor-positive breast cancer treatment includes
endocrine therapy with tamoxifen and, more recently, with third
generation aromatase inhibitars (Al In the adjuvant setting, these
medications are used for at least 5 years, and their long-term
safety is, therefore, of great importance. Published data [1] show
that elderly women with a history of treated postmenopausal
breast cancer hawve a 34% lower hazard of hospitalization for acute
myocardial infarction relative to patients without a history of
breast carcinoma. The authors partizlly attribute these findings
to @ possible protective effect of tamaoxifen treatment on cardio-

# (Carresponding suthor at: Departamento de Ginecologia = Obseetricia da Fac-
uldade de Medicina de Ribeirda Preto da Universidade de 530 Paslo, Avenida dos
Bandeirantes 1200, & andar, Ribeirao Preta, CEF 14049500, 530 Paulo, Brazil.
Tel: £55 16 IB022331; fax- +55 16 36330946,

E-mail adddress: canzstri@hotmail.com (OO0, Nastril

0I78-512Y'5 - see fromt mateer © 2008 Elsewier Ireland Ltd. All rights ressrved.
i 10.100Gfj maturitzs 200809019

3 and 4 cardiovascular events than those receiving tamoxifen,
Moreover, it was demonstrated that tamoxifen treatment for &
months improved brachial artery flow-mediated dilation (FMD)
and reduced intima-media thickness {IMT) in women treated for
breast cancer 3],

Seweral markers are used to establish risk for cardiovascu-
lar disease, including lipid profile and ultrasound assessment of
vascular function. The lipid profile of an individual is one such
well-established risk marker. Tamoxifen treatment resulted in a
favarable effect on cholesterol in postmenopausal women [4],
reducing total cholesterol and LDL-C levels, However, it was also
accompanied by an unfavorzble increase in triglyceride levels, Con-
versely, the effects of Al on the blood lipids are controversial and
unlikely to be significant [4]. Other risk markers include FMD and
IMT as determined through ultrasound assessment of vascular
function, a recent major advance in cardiology [5]. FMD is a robust
and reproducible method to quantify endothelial function [8]. IMT
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Tabie 1
Subjects’ characteristics of the three groups: no endocrine treatment group (NETE L tamaxifen growp [TMXz) and letrezole group (LTZz]
N{X) P-Valu=
NETg THXz LTZg
Clinical stags I* 14{412) 16457} 20(5E.8) oIz
Clinical stage I1* 16{4.1) 1371} 12(35.3) osr
Clinical stage I1F A[11LE) B{17.1) 2(53) 0as
Total 4 35 34
Mean 5.0 P-Valus
RETg TMXg g
Age [years) E016+4.38 6224 £ 556 6147 £582 026"
Dagnasis [years) 4.3 + LT 413+ LW 430+078 o
Treatment's length (years) 2580+ L4 113:073 o0z~
Menopause (years) 11084316 1453 £ 425 W30 L5010 o031
Brachial diameter {mm) 124+013 3x 0 326+0.10 046
BMI [kg/m?) 1557+ LG8 2405+ 196 2544+ 1LB4 034=
SBP {mmHg) 13338 £12.15 134251301 13503+ 1043 oas™
DBP (mmHg) BO0.4439]0 BLTT 20,45 E206+ 981 o075
Glucose (mgfdL} 0063+ 11.82 91091254 B9.50+ 10.52 oas=
Total chalesteral {mgfdiL} 24509 + 3535 21839 4 363128 25050 £ 387 =001
HIDL { mgdiL] S015+755 5048 + 766 4918 + G40 o
Trighprerides (mgfdl) 1220943342 130,34 & 41.E3¢ 1135+382% <0

Mata given as mean + 510,

The same letters (3-c) in different columns refer to significant difference wsing Tukey post hocz 2p=0.01; bep= 001

BMI: body mass index; SBP: systolic biood pressure; D8P: diassolic biood pressare.
2 |m accordance with the Gth edition of the TNM Classification 27
* p-Value ohtained by x%.
" p-Value ohtained by one-way ANOVA
™" pWalue chtained by unpaired Student’s {-test.

is a marker of early atherosclerosis and a predictor of cardiovascu-
lar events such as stroke and myocardial infarction [7], Additionally,
the carotid arterial stiffness index { #) allows the study of functional
properties of arteries [8].

Here, we evaluated the above cardiovascular risk markers - total
cholesterol, HDL, FMD, triglyceride, IMT, stiffness index (#) - in
breast cancer survivors not subjected to any adjuvant endocrine
treatment as compared to women using tamoxifen or letrozole (2
third generation aromatase inhibitor) as adjuvant endocrine ther-
apy.

2. Methods

21, Subjects

All 56 breast cancer patients attended in the mastology clinic
of the Hospital das Clinlcgs de Ribetrdo Frefo who were on letro-
zol therapy were invited to participate in this study, Forty women
fulfilled all eligibility criteria and were enrolled (letrozale group,
LTZg). Pairing by age, another 40 breast cancer patients on tamax-
ifen therapy were enrolled in the same clinic (tamoxifen group,
TMXg). The choice among endocrine treatments had been previ-
ously performed by the attending physician based on history of
previous cardiovascular events, endometrial status, personal expe-
rience and the patient’s financial possibility to buy the prescribed
drug. All subjects were taking the drugs for at least 8 months asan
adjuvant endocrine trearment to ensure that the effect of tameox-
ifen on FMD and IMT had taken place [3]. Anocther 40 women,
also paired by age, which had previously finished treatment and
were not receiving any further therapy for at least & months; all
these women had tumors with no estrogen receptor expression
and, hence, no endocrine therapy {no endocrine therapy group,
METz)was included in their treatment. Patients were eligible if their
breast cancer diagnosis was within 2-7 years post-menopause and
they had finished chemotherapy and radiotherapy. Fatients were

excluded if they had history of previous stroke or acute myocardial
infarction, diabetes and body mass index (BMI)> 30 kg/m? or were
smokers, In total, 17 subjects were excluded—6 from the NETg, 5
from the TMXg and 6 from LTZg, All women receiving endocrine
treatment had tumors positive for hormonal receptor. Of the 34
women in the LTZg, one had previously used tamoxifen for 1 month
but had switched to letrozole because of allergic reactions, All other
subjects in the LTZg were receiving the drug as a first choice. Sub-
jects” characteristics from the three groups are shown in Table 1.
All women gave written informed consent to the study, which was
approved by the local institutional review board.

2.2, Blood pressure and ultrasonographic evaluation

All examinations were performed in the morning (7-9am.,)
following a 15-min rest, during which patients lay in a supine posi-
tion in a terperature controlled room (20-23=C) at the Escola de
Ultrassonografia de Ribeirdo Preto (EURP), All patients had fasted
for a minimum of eight hours overnight. The systolic (5BP) and
diastolic blood pressures (DBFP) were examined in the left upper
arm using a standard mercury sphygmomanometer. The mean of
three consecutive measurements was considered. Ultrasound scans
were performed following blood pressure measurements using a
3-12 MHz linear probe from a Philips HD'11 machine {Philips Med-
ical Systermns, Bothell, Wa, USA) with an electrocardiogram attached.
All blood pressure measurements and ultrasound scans were per-
formed by the same operator (WPM) who was blinded to the
patients’ history.

2.3. Common carotid artery intimo-media thickness IMT)

IMT measurement was performed as previously described
[9.10]. The left common artery, including the carotid bulb image,
was scanned, and a 5-s magnified moving scan was recorded.
The recorded scans were analyzed shortly following the complete
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sonographic examination by the same operator, The best quality
end-diastolic frame was subjectively selected (incident with the
R wave on a continuously recorded electrocardiogram). From this
image, four measurements of the left common carotid artery far
wall intima-media thickness were taken, approximately 10-20mm
praximal to the carotid bulb, The mean of these four measurements
was considered as the subject's IMT.

24. Caroiid stiffness index { £)

For this assessment, the left carotid systolic (CSD) and diastolic
(CDD) diameters were obtained using the B-mode during electro-
cardiogram R and T wave, respectively | 10,11 |, These measurements
were made four times, approximately 10-20 mm proximal to the
carotid bulb, from the intima of the far wall to the intima of the
near wall. The mean of these four measurements was considered
as the subject’s CSD and CDD. The carotid stiffness index (8) was
then calculated as (5)=InlSBP/DBEPY ([ CSD — CODY CDD), where In
is the natural logarithm [12].

2.5, Brachial artery flow-mediated dilation (AMD)

The right brachial artery was imaged approximately 5-10cm
proximal to the antecubitzal fossa in the longitudinal plane, A seg-
ment with clear near and far intimal interfzces between the lumen
and vessel wall was selected, and a 5-s moving scan was recorded.
The recorded scan was analyzed shortly following the sonographic
examination, The best quality end-diastolic frame was subjectively
selected {incident with the R wave on a continuously recorded elec-
trocardiogram), From this image, four measurements were taken
of the brachial artery diameter from the intima of the far wall to
the intima of the near wall. The mean of these four measurements
was considered as the subject’s brachial artery baszal diameter
{BDpre ). To induce vasodilation, a 5-min inflation of a pneumatic
cuff (50mmHg > SBP or 200 mmHg, whichever was higher) placed
around the forearm immediately below the medial epicondyle fol-
lowed by a rapid deflation using a standard sphygmomanometer
was performed. Sixty seconds following cuff deflation, another 5-5
moving scan from the brachial artery was recorded. New values
for brachial artery diameter (BDpost) were assessed as before to
calculate FMD ({BDpysy — BOpra ¥ BDppe ). We chose to evaluate the
vasodilation 60s after release of the occlusive cuff because sev-
eral studies have suggested that the maximal increase in diameter
occurs at this time [13,14].

26 Blood dosages

All subjects had had 12 h fasting blood cholesterol, HDL, triglyc-
erides and glucose dosages evaluated within a 6-month window
priar to ultrasound evaluation.

27 Statistics

The sample size was estimated based on FMD, the mean vari-
able of this study. Welsch et al. [15] calculated that in a study with
a cross-sectional design 23 subjects would be required to detect an
FMD difference of 60% {bwo-tailed) (2.8, 5% vs, 8%, at 905 power).
To achieve an FMD difference of 40% (e.g., 5% vs, 7%, at 90% power),
46 subjects have to be included. In our hospital 56 women were
using letrozole as endocrine treatment and a higher number were
using tamoxifen orwere not submitted to endocrine treatment. So,
if we invited all users of letrozole and a similar number of patients
for the two other groups, the power to evaluate a clinically sig-
nificant change on FMD (>2%) would be sufficiently high. Data for

Tabie 2
Comparison of ultrasonographic messurements wsing ANOVA: no endocrine treas-
ment group (NET ), tamoxifien growp [TMXg) and letroecle proup (LTEg)

IMT (mmem) FMD (%]} Stiffmess index ()

NETg 072011 A66+252 5.59+ LBG
T™Xg om0 6324233 5.08 + 1.68

LTZg 072001 410+206 LI +175
p-Valus (ANOVA) 053 =001 ool

Pairwise comparison (f-values)

METg vs. TMXg osz o i)

NETg vs. L g Lty s 078

TMXgvs LTIg asg =001 noz2

Data given 2x mean + S0

Talble 3

Comparison of witrasonographic measuremenis comected by some possible con-
founding Exctors (age, body mass index, 2nd time since menopause, systolic and
diastolic blood pressure}—using ANCOWA: no endocrine treatment group (NETg),
tamowifen groep (TMXg) and letrorole growup (LTZg)L

IMT [mm) FMID (%) Stiffness index [F)

METz L7300 463034 ED4 005
TMXg 071 +001 E33+034 503015
g 071 + 001 4114034 GRZE+015
P-Valus (ANCOVA) 033 <{.01 <001
Pairwise comparison (povalues)

NETg vs. TMXg o7 <{.01 <001

NETg vs. LT7g 024 0 026

TMEg vs. LTZg 084 <001 <0

Data given as estimabed mean+ 5.E using ANCOWA.

each variable were tested using the Kolmogorov-Smirnov normal-
ity test, The mean and standard deviation (S.D,) were determined,
and one-way ANOVA with Tukey's post hoc multiple comparisons
was performed to detect differences among the groups. Unpaired
Student's t-test was performed to compare the time from treat-
ment’s beginning between TMXg and LTZg.

Considering the non-prospective nature of the methodology
applied, some rraditional risk factors were weighed inorder to con-
firm that accumulation of slight differences in the risk profile of
each subgroup were not affecting differences between the vascu-
lar markers and that the effect of treatment remained significant,
5o, some confounding factors as age, BMI, time since menopause,
SBP, and DBP were assessed using ANCOVA analysis, All analyses
were performed using SPSS 16.0 for Windows (SPSS Inc,, Chicago,
IL, USA),

3. Results

All subjects’ characteristics of the three groups including the
lipid profile are shown in Table 1. Mo significant difference was
found among the three groups for HOL while TMXg had the lowest
total cholesterol and the highest triglycerides levels compared to
the two other groups.

The mean of the ultrasonographic measurements of the three
groups were compared by ANOVA and all results are shown in
Table 2, Mo significant difference was found among the three groups
for IMT, TMXg had the highest FMD mean as compared to the two
other groups, and significantly lower stiffness index ( #) mean than
LTZg Furthermore, we observed that the ultrasonographic mea-
surements did not differ significantly between LTZg and NETz,

After adjusting the results for some possible confounding factors
as age, BMI, time since menopause, SBP, and DBP by using ANCOWA,
we ohtained new estimated mean and standard error for 2ach sono-
graphic measurement {Table 3). The results thereof obtained were
similar to that found using ANOVA_
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Furthermore, considering the standard dewviation for FMD
observed in our subjects= 2 5%, the power to find a difference =2%
was > 90% (power=90% with 13 subjects per groups). Considering
the standard deviation for IMT observed in our subjects=- 0,11 mm,
the power to find a difference =0.1 mm was >95% (0,1 mm is the
minimum wvariation used to attribute an increase in cardiovascular
risk[7]; power= 95% with 31 subjects per group). Since carotid stiff-
niess index was not extensively study, we did not find the minimum
value with clinical significance,

4. Discussion

Simnilar to other selective estrogen receptor modulators, tamox-
ifen shiows estrogen-like effects on some plasma cardiovascular risk
factors [16,17]. In the present study, we observed the lowest total
blood cholesterol dosages in the TMXg in comparison o the two
other treatment groups, while no significant difference could be
observed berween LTZg and NETg, Our findings agree with previ-
ous reports wherein the use of tamoxifen was shown to decrease
total cholesterol and to have no effect on HOL levels as compared
to no endocrine treatment for breast cancer [ 17]. In the safety anal-
ysis of BIG 1-98 trial | 18], both tamoxifen and letrozole decreased
total blood cholesterol, although the decrease was more precocious
and pronounced for women receiving tamoxifen. Furthermore, we
observed the highest triglyceride levels in TMXg, although this dif-
ference was significant only when compared to LTZg. Tamaoxifen has
been associated with an increase in triglycerides levels, and it may
even be responsible for marked hypertriglyceridemia [19], while
the effect of aromatase inhibitors on lipid profile remains contro-
versial [4]. In the present study, no difference was found in any lipid
parameters | totzl cholesterol, HDL and triglycerides) between NETg
and LTZg.

IMT is a blood vessel wall structural marker that is useful for
predicting cardiovascular events [7,20]. The use of tamoxifen for
breast cancer patients has been assodiated with a decrease in IMT
[3,21]. One of these studies [3] compared the IMT before and after 6
months between women undergoing tamoxifen therapy for breast
cancer and healthy non-medicated women, The authors observed
a slight reduction in the combined IMT (the average from common
carotid artery, carotid bulb, and internal carotid artery measure-
ments); —0.00 + 011 mmwvs. 0,04+ 011 mm; mean+5.D; p=0.018;
tamoxifen and control groups, respectively. However, no differ-
ence could be detected in the IMT of the common carotid artery
between the two groups (—0.07 £ 0.14mm vs. —0.01 £0.04 mm;
P=0.10; tamaxifen and control groups, respectively). In the present
study, we could not find any significant difference in IMT among the
groups even when adjusting for the well-known cardiovascular risk
factors age, BMI, time since menopause, SBP, and DBP. This may be
because the expected change in the intima-media thickness over
time is very small, while the observed standard deviation is rel-
atively high, As such, a difference would be more easily detected
by evaluating individual changes through time. Another impor-
tant issue regarding the IMT's measurement is the carotid segment
investigated: there exists some heterogeneity on the carotid seg-
ment definitions used in the clinical trials [7]. A review about IMT's
reproducibility observed that the commeon carotid artery is most
reliable segment for its measurement [22], In this way, we decided
to measure the IMT on the common carotid artery.

Arterial stiffness describes the rigidity of the arterial walls and
is associared with the aging process [23], Arterial stiffness may
be estimated using a variety of different technigues, such as pulse
pressure, pulse wave velocity and ultrasonographic and magnetic
resonance derived indices, although at present the majority of mea-
surements are made for experimental and physiclogical studies

rather than in clinical practice [12]. Among the wltrasonographic
indices, the stiffness index ( §) could be considered one of the most
useful to estimate arterial stiffness because it is less dependent on
blood pressure [12]. In the present study, we observed the low-
est stiffness index (#) value in the TMXg. although the difference
was significant only when compared to the LTZg, Both NETg and
LTZg presented similar values, and we attribute these findings to
the beneficial effect of tamoxifen on carotid stiffness rather than a
detrimental effect of letrozole.

Endothelial dysfunction is chserved in the initial stages of car-
diovascular disease and is considered an independent predictor of
clinical events such as acute myocardial infarction and stroke [24].
Selective estrogen receptor modulators are thought to have ben-
eficial effects on the vascular wall. In female rabbits subjected to
ovariectomy and a hyper-cholesterol diet, tamoxifen was shown to
reduce aortic atherosclerotic plagues [25)], There are few studies
addressing the endothelial effect of tamoxifen in post-menopausal
women, One study [26] demonsirated that 4 weeks of tamoxifen
therapy for breast cancer did not affect FMD. Additicnally, no sig-
nificant change in FMD on withdrawal from tamoxifen was noticed.
Another study [3] evaluated the effect of 6 months of tamox-
ifer therapy for breast cancer and observed an improvement in
FMD compared to healthy women (2.22 + 3.46% vs. 0.08 £ 378%;
p=0.012; mean+5D0; tamoxifen and non-treated control groups,
respectively ). In our study, TMXg presented the highest FMD mean,
a significant difference when compared to both LTZg and NETz.
Moreover, no difference was detected in FMD between LTZg and
NETz even when adjusting for the studied cardiovascular risk fac-
tars. Once again, we attribute these findings to the beneficial effect
of amoxifen on endothelial function,

The present study has the methodological limitations of a cross-
sectional study in respect to our lack of knowledge of the baseline
values of the studied parameters. This study design also does not
permit randomiz ation and some heterogeneity among the groups
was expected. Another issue is the relatively small number of sub-
jects in each group, what may arouse concern-when considering the
lack of significant difference between LTZz and NETg on the studied
sonographic parameters,

Hence, the ohserved difference in lipid values, stiffness index
(F) and FMD between women receiving tamaxifen and letrazole
might best be attributed to the beneficial effect of tamaoxifen on
these parameters rather than to a detrimental effect of letrozole.
However, these observations are limited by the methodological
approach of the present study and clearer conclusions would be
provided only by conducting a randomized controlled trial,
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Anexo D Comentarios e respostas aos comentarios dos revisores do artigo “Sonographic

evaluation of endothelial function in letrozole and tamoxifen users”
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Response to Reviewer’s comments:

Reviewer #1:

Major comments:

R#1 1.The design of this study is cross-sectional which does not allow firm
conclusions especially when different treatment modalities are being compared. There
is no knowledge of the baseline state of the end-points before treatment and therefore
change cannot be assessed. This should be clearly stated as major limitation.

Authors: We agree with such limitations and it is now clearly stated in the

“Discussion” section.

R#1 Further to that, the authors do not provide vital information on the methods of
recruitment. Were these patients consecutively recruited? Were the different groups
matched for confounding factors or was it a random finding that risk factor profiles did
not differ among groups? Was there any kind of randomization in the selection of
therapy for each participant even if vascular markers were not measured at baseline?

Authors: All 56 breast cancer patients attended in the mastology clinic of the Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto were invited to participate in this study. Forty women
fulfilled all eligibility criteria and were enrolled. Pairing by age, another 40 breast
cancer patients on tamoxifen therapy were enrolled in the same clinic. We attribute the
homogeneity observed among the groups to be the result of the inclusion and exclusion
criteria used. This information is now better explained in the “Methods” section, thank

you.



R#1 Which was the range of the treatment duration in the 2 groups? Why was the
minimum of 6 months of treatment selected as an inclusion criterion? Was this an
arbitrary figure or was it based on literature?

Authors: The treatment with letrozole ranged from 1.0 to 4.6 years and with tamoxifen
ranged from 0.8 to 4.9 years — the mean and standard deviation may be found in Table
1. All subjects were taking the drugs for at least six months as an adjuvant endocrine
treatment to ensure that the effect of tamoxifen on FMD and IMT had taken place, as
previously demonstrated by Stamatelopoulos et al [1]; it is now better explained in the

manuscript, thank you.

R#1 2. Again for a cross-sectional study a number of 35 in each group is
relatively low. My main concern is in the comparisons between NET and LTZ where a
small but significant difference may have been missed due to a low number of patients.
Was there any sample size or power calculation for a main end-point of this study such
as FMD, IMT or stiffness index?

Authors: We do agree that a number of 35 subjects in each group seems to be a
relatively small sample size. However, considering studies that evaluated FMD, our
sample was relatively large. The great majority of the studies that evaluated FMD
observed less than 30 subjects per group (Figure 1) [2]. The reviewer may observe in
Figure 1 that the means for FMD observed in our study (4.1% to 6.3%) as well as the
standard deviations (2.1% to 2.5%) are usual values.

Regarding the sample size to be used when studying FMD, Moens et al. wrote in a
review addressing FMD [3]: “Sorensen et al [4] calculated that in clinical trials a mean
improvement in FMD of > 2% is necessary to detect a treatment benefit and that for any

individual a difference of 4 to 8% is necessary to account for natural variability. Welsch
y y
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et al [5] studied the clinical trial design and calculated that in a study with a cross-
sectional design (ie, smokers vs nonsmokers) 23 subjects would be required to detect an
FMD difference of 60% (two-tailed) (eg, 5% vs 8%, at 90% power). To achieve an
FMD difference of 40% (eg, 5% vs 7%, at 90% power), 46 subjects have to be
included.”

Considering the standard deviation for FMD observed in our subjects = 2.5%, the power
to find a difference > 2% was > 90%, (Power = 95% with 41 subjects per group; Power
=90% with 33 subjects per group and Power of 80% with 24 subjects). Considering the
standard deviation for IMT observed in our subjects = 0.11mm, the power to find a
difference > 0.Imm (minimum variation used to attribute an increase in cardiovascular
risk [6]) was > 95% (Power = 95% with 31 subjects per group, 90% with 25 and 80%
with 19). Since carotid stiffness index was not extensively study, we did not find the

minimum value with clinical significance.

R#1 3.In the statistical methods, traditional risk factors should be considered by
ANCOVA in a multivariate model, in order to confirm that accumulation of slight
differences in the risk profile between the subgroups are not affecting differences
between the vascular markers and the effect of treatment remains significant. This is
very important particularly in non-prospective studies assessing treatment.

Authors: We agree with the reviewers and we performed the ANCOVA analysis
adjusting for age, BMI, time since menopause, SBP, and DBP. We did not adjust for
serum lipids because the drugs used, meanly tamoxifen, may have altered them. The
results obtained were similar to that obtained using ANOVA. We added a table with

such results and included them in the “Results” and “Discussion” sections.
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R#1 4.Also smoking habits of the population are not mentioned anywhere in the
manuscript. These should be reported in table 1 and compared among the 3 groups.
Smoking should also be included in the multivariate model.

Authors: Smokers were excluded from the study, it is now written in a more clear way

in the “Methods-Subjects” section.

Minor comments:
R#1 1.SD should be added in the abstract results section.

Authors: It is now added.

R#1  2.Since how long did the participants have finished chemotherapy and
radiotherapy?
Authors: The patients had finished chemotherapy and radiotherapy at least 6 months

before the recruitment. This is stated in the “Method-Subject” section.

R#1 3.The method selected to assess stiffness is one measuring only local stiffness and
this may differ from currently available gold standard methods such as PWV assessing
stiffness in the aorta which is more clinically relevant. Accordingly, this should be made
clear in the methods section and the sentence in the discussion "The stiffness..on blood
pressure [11]" should be changed to refer only on markers concerning local stiffness.

Authors: We agree that the PWV would have been the best option to evaluate the
arterial stiffness. However we do not have the possibility to perform such

measurements. We decided to evaluate the Stiffness Index because it is a simple method



to perform since we were already evaluating the carotid artery by ultrasound

examinations. We rewrote this paragraph.

R#1 4.Was the operator, performing hemodynamic and vascular measurements,
blinded to the history of the patients?
Authors: The operator was blind to the patient’s history; it is now stated in the

manuscript, thank you.

R#1 5.In table 1 the number of participants in each group should be reported. Also
please define clinical stages I,ILIII.
Authors: The total number of participants was added in table 1. It was also added the

reference of the 6™ TNM Classification of breast tumors.

R#1 6.In table 2 concerning Tukey Post Hoc multiple comparisons it is not clear to
which pairwise comparisons each p value is referring.
Authors: We simplified the tables and better explained the comparisons; we hope it

will help to improve the understanding of the table.

Reviewer #2: Manuscript Number:MAT-D-08-00156

R#2 Tamoxifen does show a lower total cholesterol and higher triglycerides compared
to

LTZ. The authors have titled their paper "sonographic evaluation of endothelial
function". The inclusion of the lipid data suggests a change of title perhaps to just

"Measuring cardiovascular risk factors, etc."



Authors: The serum lipid measurements were obtained only as secondary variables in
order to characterize the groups and assess some well-known cardiovascular risk
parameters. The objectives of these measurements were to compare the values among
the groups and, if any difference was found, to have it considered in the statistical
analysis. To make it clearer to the reader we placed the lipid values in table 1
(“Subjects’ characteristics of the three groups”) instead of placing it in table 2
(“Ultrasonographic measurements obtained from women of the three groups”). We hope

this change will help the understanding of the manuscript.

Methodologic Concerns:

R#2 1. Non-randomization. Although Table 1 shows the similarity between the
groups, it is not comparable to a prospective study of women with breast cancer who
have baseline cardiovascular risk parameters measured and then are randomized to one
of the 3 treatment groups. The absence of pre-treatment lipids and measures of
endothelial function is a major short-coming.

Authors: We recognize this is a major limitation of our study and this issue is now

more extensively expressed in the “Discussion” section.

R#2 2. Selection of subjects: Women "excluded" included higher-risk women. Wouldn't
it have been advantageous to have included them as they might have helped clarify
factors affected by treatment or failure to show beneficial effects.

Authors: Considering the study design and the relatively small sample size, we
excluded these women because these risk factors, such as obesity and coronary disease,

could be additional confounding factors. We exclude these women to make the samples
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less heterogeneous. A bigger, prospective study would be necessary to address this

important issue.

R#2 All the women are more than a decade past menopause. Based on the Women's
Health Initiative findings, they all fall into the group of women least likely to show an

endothelial effect of endocrine treatment.

R#2 Finally, women with "tabagism" (defined by the Merck Manual as "tobacco
poisoning") are excluded. Do they simply mean "smokers" were excluded ? If so, then
just say "smokers excluded". If they mean something else then they should indicate if
any smokers were in the study as smoking can have profound effects on FMD.

Authors: We are sorry about the equivocal term used; it was changed for “smokers”.

R#2 3. We do not know when the women ingested their medication relative to the
timing of the sonographic studies. The medications could have acute FMD effects or, if
they have been withheld, there could be withdrawal effects. If the authors know "time
from last administration of active drug", that would be useful to include in the data.

Authors: We did not record the timing of the last dose of the studied drugs because of
its long half-life period (tamoxiefen: 5-7 days; letrozole: about 2 days). After 2 to 6
weeks of letrozole administration it reaches a steady-state plasma concentration that is
maintained over extended periods. For tamoxifen, a steady-state concentration is
achieved in about 4 weeks and steady-state concentration for N-desmethyl tamoxifen —
its major metabolite - is achieved in about 8 weeks after initiation of therapy. The

subjects’ preparation included an 8 hour overnight fast, abstinence of exercise, caffeine-
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containing food and medications and withheld of vasoactive medications for four half-

lives. We followed the recommendations made by Corretti et al {Corretti, 2002 #39}.

R#2 4. Flow-mediated dilation (FMD) issues: The baseline diameters are not shown.
Because the percent changes are small compared to other studies, the baseline diameter
is important for me to visualize how much of a change is being seen.

Authors: The brachial diameter baseline values of the ware added in Table 1.

R#2 The FMD is measured at one minute. Peak velocity is typically seen at 10-15
seconds after cuff release. Were any measurements made at that time period? Since a
stimulus response is being measured and we have no pre-treatment comparison data,
FMD data at the optimal moment would be a better comparison. The changes found
show only a 2% difference in % FMD between TMX and LTZ/NET.

Authors: The measurements were made 60s after cuff deflation because it is the
moment of maximum vasodilation as stated by Corretti et al in the ”Guidelines for the
Ultrasound Assessment of Endothelial-Dependent Flow-Mediated Vasodilation of the
Brachial Artery” [7]: “Several studies have suggested that the maximal increase in
diameter occurs approximately 60 s after release of the occlusive cuff, or 45 to 60 s after
peak reactive hyperemic blood flow.” Recently, Craiem et al [8] demonstrated through
the use of an electronic device capable of making continuous measurements of the
brachial diameter that the maximum dilation after reactive hyperemia occurs at 60s

(figure 2).
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R#2 5. Failure to include an endothelium-independent vasodilator stimulus such as
nitroglycerin. Drawing conclusions regarding endothelium-dependent mechanisms is of
questionable reliability without an adequate control for endothelial-independent
vasodilator function.

Authors: Since we have excluded patients with coronary disease and previous stroke,
the measurement of endothelium-independent vasodilation with nitroglycerin becomes
less relevant, since we were aiming to study only the endothelial effect of letrozole and
tamoxifen. Above a paragraph extracted from Moens et al {Moens, 2005 #35}.

“An exogenous NO donor (eg, a single high dose of nitroglycerin [0.4 mg]) is used to
determine the maximum obtainable vasodilator response, and to serve as a measure of
endothelium-independent vasodilation, reflecting vascular smooth muscle function. As
cardiovascular risk factors increase in number, smooth muscle dysfunction becomes
apparent, and thus the nitroglycerin response is progressively impaired independently of
endothelial dysfunction. This should be taken into account when studying patients with

either coronary or systemic atherosclerosis.”

R#2 The rationale for this study is the reports of reduced cardiovascular events in breast
cancer patients using TMX and the possibility of an increase in women using aromatase
inhibitors. Given the increasing use of Al's, it is important to identify women at higher
risk for CVD events and adjust treatment accordingly. The lipid differences may or may
not explain the difference in CVD events. Effects on arterial structure (IMT) and
function (stiffness and FMD) are relevant and needed. A prospective, randomized trial
would appear to be called for.

Authors: The need of a randomized controlled trial to better evaluate our findings is

stated at the end of the manuscript, following the conclusion.
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Reviewer #3:

R#3 A key aspect of power calculations is the magnitude of the expected relation. The
magnitude of relation used in power calculations should be clarified. Please, include
your statistical power to detect various effects, and how you determined the appropriate
sample size.

Authors: As answered to reviewer 2:

We do agree that a number of 35 subjects in each group seems to be a relatively small
sample size. However, considering studies that evaluated FMD, our sample was
relatively large. The great majority of the studies that evaluated FMD observed less than
30 subjects per group (Figure 1) [2]. The reviewer may observe in Figure 1 that the
means for FMD observed in our study (4.1% to 6.3%) as well as the standard deviations
(2.1% to 2.5%) are usual values.

Regarding the sample size to be used when studying FMD, Moens et al. write in a
review addressing FMD [3]: “Sorensen et al [4] calculated that in clinical trials a mean
improvement in FMD of > 2% is necessary to detect a treatment benefit and that for any
individual a difference of 4 to 8% is necessary to account for natural variability. Welsch
et al [5] studied the clinical trial design and calculated that in a study with a cross-
sectional design (ie, smokers vs nonsmokers) 23 subjects would be required to detect an
FMD difference of 60% (two-tailed) (eg, 5% vs 8%, respectively, at 90% power). To
achieve an FMD difference of 40% (eg, 5% vs 7%, respectively, at 90% power), 46

subjects have to be included.”
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Considering the standard deviation for FMD observed in our subjects = 2.5%, the power
to find a difference > 2% was > 90%, (Power = 95% with 41 subjects per group; Power
=90% with 33 subjects per group and Power of 80% with 24 subjects). Considering the
standard deviation for IMT observed in our subjects = 0.11mm, the power to find a
difference > 0.Imm (minimum variation used to attribute an increase in cardiovascular
risk [6]) was > 95% (Power = 95% with 31 subjects per group, 90% with 25 and 80%
with 19). Since carotid stiffness index was not extensively study, we did not find the
minimum value with clinical significance.

These considerations are now discussed in the “Methods-Statistics” and in the “Results”

sections.

R#3 Due to the small sample size of the examined population and to the study design,
multivariate logistic regression model should be performed as the results do not seem
(i.e. age, time since menopause, BMI, etc.).

Authors: We agree with the reviewers and we performed the ANCOVA analysis
adjusting for age, BMI, time since menopause, SBP, and DBP. We did not adjust for
serum lipids because the drugs used, meanly tamoxifen, may have altered them. The
results obtained were similar to that obtained using ANOVA. We added a table with

such results and included them in the “Results” and “Discussion” sections.

R#3 Study limitations should be carefully discussed. This was a small study and its
findings should be interpreted with caution. In addition, the small sample size of the
study population resulted in possible confounding and this needs to be discussed as

well.
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Authors: We agree with the reviewer and we emphasized this matter in the end of the

Discussion.
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Figure 1 The relation of mean FMD (top) and standard deviation of the FMD
distribution by number of subjects in the study group (n = 405 study groups) — extracted
from Bots et al. [2]. The reviewers may observe in this figure that the vast majority of

studies evaluating FMD observed less than 30 subjects per group (red line).
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Figure 2 This figure shows the brachial artery diameter measured continuously by an
electronic device — extracted from Craiem et al [8]. The reviewers may observe that the
maximum brachial artery diameter measured by reactive hyperemia (A) occurs after 60s

of the stimulus.
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Anexo E Termo de consentimento livre e esclarecido assinado por todas as participantes da

pesquisa.




Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Avaliacdo da func¢do endotelial em pacientes com cancer de mama em uso de tamoxifeno e
inibidores de aromatase como terapia adjuvante.

Pesquisador responsavel: Carolina Oliveira Nastri - CRM-SP 104808

Nome: RG:

Instituicao: Reg.: Tel contato:

O objetivo deste estudo é o estudo da fungdo endotelial em mulheres com cancer de
mama sem tratamento enddcrino e que estdo em uso de terapia enddcrina com tamoxifeno e
inibidores da aromatase. A funcdo endotelial, quando alterada, mostra um risco aumentado
para a ocorréncia de eventos como infarto do coracdo e derrame.

Serd marcado um dia, pela manh3, no qual a participante devera comparecer em jejum
neste hospital. Neste dia, dois exames de ultra-sonografia serdo realizados; um no pescoco e
outro no brago com duragdo total aproximada de 20 minutos. Depois serd medida a pressao
arterial, o peso e a altura.

Durante o exame de ultra-sonografia do braco é usado um aparelho de medida de
pressdo arterial que sera inflado por 5 minutos. Durante esse periodo pode ocorrer sensagao
de formigamento no braco, igual ao observado quando se dorme sobre o mesmo. A coleta de
sangue serd feita em veia do brago da maneira comum, com os mesmos desconfortos de
qualguer exame de sangue.

Esta pesquisa ndo trara beneficios diretos para o participante, mas ajudara a entender
melhor alguns aspectos do cancer de mama podendo, no futuro, contribuir para o tratamento
de outras pessoas.

E direito do participante:
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- Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador
¢é a Dra. Carolina Oliveira Nastri, que pode ser encontrado no Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto, telefone 3602 1000.

- E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo.

- Direito de anonimato: as informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente.

- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas.

- Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo haverd compensacdo financeira
relacionada a sua participacdo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdao da funcdo endotelial em pacientes
com cancer de mama em uso de tamoxifeno e inibidores de aromatase como terapia
adjuvante”.

Eu discuti com a Dra. Carolina Oliveira Nastri sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servicgo.

Participante Testemunha
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Carolina O. Nastri — Pesquisadora Responsavel

FORMAS DE RESSARCIMENTO E INDENIZACAO:

N3o haverd recompensa financeira para os voluntarios controles e pacientes que
participarem do estudo.

Quanto a indenizagdo, esclarecemos que se trata de um projeto sem financiamento externo e
que sera desenvolvido com recursos proprios da Instituicdo. Assim sendo, ndo ha uma previsao
de seguro para cobertura de indenizagdo. Neste sentido, este projeto ndo se diferencia dos
outros que ndo contam com financiamento externo, e que ainda assim, sdo regularmente
desenvolvidos sob responsabilidade do pesquisador e da Instituicdo correspondente.
Entretanto, em nenhum momento desconsidera-se o direito da paciente obter indeniza¢do por
eventual dano que julgar pertinente.
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Anexo F Carta de aprovacdo do Comité de Etica do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto —

USP.
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HOSPITAL DAS CUINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAD PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO . J-'

USP - RIBEIRAO
et

Isténcia - ensino - pesquisa

Ribeirdo Preto, 01 de agosto de 2007

Oficio n°® 2598/2007
CEP/MGV

Prezada Senhora,

O trabalho intitulado “AVALIACAO DA FUNCAO
ENDOTELIAL EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA EM USO DE
TAMOXIFENO E INIBIDORES DE AROMATASE COMO TERAPIA
ADJUVANTE”, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua
251% Reunido Ordinaria realizada em 30/07/2007, e enquadrado na
categoria: APROVADO, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP n° 5452/2007.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o

Relatorio Parcial e o Relatorio Final da pesquisa.

Atenciosamente,

a CIA GUIMARAES VILLANOVA

Vice-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

[lustrissima Senhora

CAROLINA OLIVEIRA NASTRI

PROF. DR. FRANCISCO CANDIDO DOS REIS (Orientador)
Depto. de Ginecologia ¢ Obstetricia

Comité de Etica em Pesquisa HC e FMRP-USP - Campus Universitario
FWA - 0000 2733; IRB — 0000 2186
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@hcrp.fmrp.usp.br
Monte Aleare 14048-900 Ribeirdo Preto  SP
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