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“It is to the nucleus of the cell, however, that the
investigator of the cancer problem eventually
turns. Here one enters an area that is mysterious,
perhaps even a little mystical, and quickly meets
the problem of the two nucleic acids”

Taylor, 1959
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RESUMO

Introducdo: A investigacdo de padrfes de expressdo genética deu origem a uma
classificagdo molecular dos tumores mamarios em varios subtipos com prognéstico
distinto: tumores que expressam receptores de estrogénios e/ou progesterona (o0 subtipo
luminal) e tumores que ndo expressam estes receptores (associados a pior progndstico);
0 subtipo com sobrexpressdo de HER2 (HER2 positivo) e o subtipo triplo-negativo
(TN), que, como o0 nome indica, ndo tem expressao dos trés marcadores. A deficiéncia
de vitamina D tem sido implicada no aparecimento de muitos tipos de cancro; actua
localmente em numerosos tecidos e 6rgdos, com efeitos de anti-proliferacdo, pro-
diferenciacdo e pro-apoptose. Verificou-se que, no cancro da mama, 0s niveis de
vitamina D sdo geralmente mais baixos na doenca avancada e associam-se a menor
sobrevivéncia. Neste trabalho, pretendeu-se estudar o status de vitamina D nas doentes
com cancro da mama para verificar se existe alguma relacdo entre a deficiéncia de
vitamina D e os subtipos moleculares de cancro da mama. Material e Métodos: A
populagéo consistiu em 87 doentes admitidas na Unidade de Senologia do Hospital de
Sdo Marcos com o diagnéstico de cancro da mama, durante o periodo de um ano, num
total de 88 cancros. Foi realizada a determinacdo quantitativa da 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D] no soro, pelo método de imunoensaio de electroquimioluminescéncia. A
avaliacdo do subtipo de tumor mamério foi efectuada pela analise da expressdo de
receptores hormonais e de HER2, realizada por IHQ ou FISH. Foram também avaliados
o0 grau histoldgico, a expressao de Ki67, o tamanho do tumor e o estado dos ganglios.
As associacdes estatisticas foram avaliadas usando os testes One-Way ANOVA, Fisher
e Mann-Whitney, realizados utilizando o programa SPSS, versdo 17. Resultados: Do
total de tumores, 63 (72%) foram classificados como tumores do subtipo luminal, 18
(20%) como tumores HER2 e 7 (8%) como tumores do subtipo TN. Em relacdo as
caracteristicas patoldgicas do tumor, foi encontrada associacdo entre o grau histologico
3 e os subtipos TN e HER2 e entre expressédo alta de Ki67 e os subtipos TN e HER2.
N&o se encontrou associacdo entre o tamanho do tumor ou o estado ganglionar em
nenhum dos subtipos tumorais. Verificou-se que 23,8% do grupo luminal, 28,6% do
grupo TN e 5,6% do grupo HER?2 apresentaram niveis séricos deficientes de 25(OH)D e
que 80,9%, 71,4% e 50% dos tumores luminais, TN e HER2, respectivamente,
apresentaram niveis de insuficiéncia relativa de 25(OH)D. Em relacdo a diferenca entre
0S grupos nos niveis séricos de 25(OH)D, foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa no subtipo HER2 em relagdo ao luminal; o subtipo HER2 apresentou
niveis séricos mais altos. E ndo se verificou diferenca entre os grupos luminal e TN.
Conclusoes: Verificou-se uma elevada prevaléncia de niveis insuficientes ou deficientes
de vitamina D, particularmente nos subtipos luminal e TN. Os tumores do subtipo
HER2 apresentaram niveis séricos de 25(0OH)D mais altos em relagdo aos outros
subtipos. SO 5,6% dos tumores do subtipo HER2 apresentaram niveis deficientes de
vitamina D. Estes dados sugerem que podera existir neste subtipo de cancro da mama
algum mecanismo de resisténcia as acgdes locais da vitamina D nas células tumorais;
alteracOes na sua bioactivacdo local ou alteracbes a nivel da expressdo das proteinas-
chave envolvidas nas suas acc¢des anti-neoplasicas, apresentando o tumor HER2 um
fenotipo molecular de resisténcia a vitamina D.

Palavras-chave: 25-hidroxivitamina D, luminal, triplo-negativo, HER2, cancro da
mama.
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ABSTRACT

Introduction: Gene expression analysis has identified several breast cancer subtypes
with distinct clinical outcomes and marked differences in prognosis: tumors that express
estrogen (ER) and/or progesterone receptors (PR) (luminal subtype) and tumors that do
not express these receptors, the HER2 overexpressing subtype (HER2 positive) and the
triple-negative subtype (TN). The latter two are associated to a worse prognosis.
Vitamin D deficiency has been implicated in the development of many types of cancer.
There is evidence that vitamin D acts in numerous tissues and organs, mediating anti-
proliferative, pro-differentiating and pro-apoptosis effects. In breast cancer, vitamin D
serum levels are lower in late stages of the disease and are associated to poorer survival.
The goal of the present analysis was to estimate the serum levels of 25-hydroxyvitamin
D in breast cancer patients and to examine correlations with the breast cancer subtypes.
Methodology: Eighty seven patients diagnosed with breast cancer at Senology Unit of
S. Marcos Hospital within a year, performing a total number of 88 cancers, were
assessed for serum levels of 25-hydroxyvitamin D by electrochemiluminescence
immunoassay. Tumors were classified based on the expression of ER, PR and HERZ2,
determined by immunohistochemistry or FISH, and were also assessed for histological
grade, Ki67 expression, tumor size and lymph node status. Statistical analyses were
made using One Way ANOVA test, Fisher exact test and Mann-Whitney test on SPSS
program,version 17. Results: Of the 88 tumors, 63 (72%) were classified as luminal
subtype, 18 (20%) as HER2 positive subtype and 7 (8%) as TN subtype. We observed
that, compared with luminal tumors, the other subtypes were associated with
unfavorable pathological features, such as histological grade 3 and high expression of
Ki67. No association was found between tumor size and lymph node status and tumor
subtypes. We found that 23.8% of the luminal tumors, 28.6% of the TN tumors and
5.6% of the HER2 positive tumors were vitamin D deficient and that 80.9%, 71.4% and
50% of the luminal, TN and HER2 positive tumors, respectively, had vitamin D levels
in the insufficiency range. The serum levels of 25(OH)D from HER2 positive subtype
were found to be statistically different (higher) than those from the luminal type. There
were no significant differences in 25(OH)D serum levels between luminal and TN
subtypes. Conclusions: There was a high prevalence of vitamin D deficiency or
insufficiency in the study population, especially in the luminal and TN subtypes of
breast cancer. HER2 positive subtype presented with the highest 25(OH)D serum levels
when compared with the other subtypes. Only 5.6% of the HER2 positive tumors were
vitamin D deficient. Our data suggest that there might be some kind of resistance
mechanism to vitamin D local actions in cancer cells in this breast cancer subtype;
alterations in vitamin D local bioactivation or in the expression of key-proteins involved
in vitamin D anti-neoplasic actions, presenting HER2 positive subtype a molecular
phenotype of vitamin D resistance.

Key words: 25-hydroxyvitamin D, 1,25 dihydroxyvitamin D, luminal, triple-negative,
HER?2, breast cancer
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

A deficiéncia de vitamina D é muito comum, especialmente nos paises de latitudes mais
altas e nos idosos [1-5]. Também a deficiéncia de estrogénios se associa a status
corporal baixo de vitamina D, o que, associado a idade, coloca a mulher pos-
menopausica, populacdo-alvo do cancro da mama, em maior risco de apresentar niveis
deficientes de vitamina D [6,7]. Numerosos estudos epidemiol6gicos demonstraram
uma associacao entre baixos niveis de vitamina D , ou baixo nivel de exposi¢édo solar ou
ingestdo dietética de vitamina D, e o risco de cancro da mama, e estudos animais
confirmaram essa relacédo [8-18].

A existéncia, a nivel do tecido mamario normal e transformado, do receptor da vitamina
D [19-21]e da maquinaria enziméatica necessaria para a bioactivacdo da vitamina D [22-
24], sugerindo uma actuacdo autdcrina/paracrina da vitamina, com as suas accoes
comprovadas de anti-proliferacdo, pro-diferenciacdo e pro-apoptose, e a existéncia de
expressao alterada de alguns destes elementos do metabolismo da vitamina D no tecido
neoplésico, reforca o papel desta vitamina na patogénese do cancro da mama [24-27]. A
vitamina D induz um programa de expressao génica que contribui para a manutencéo do
fendtipo diferenciado, quiescente [25]. De acordo com estes conceitos, sera de esperar
niveis mais baixos de vitamina D nos cancros da mama que apresentem caracteristicas
de pior prognostico. Parece também que o sistema da vitamina D pode ter relevancia
tanto na prevencdo como no tratamento do cancro. Estudos usando sistemas-modelo de
cancros mostraram que a administracdo de vitamina D ou de analogos de vitamina D
apresentava efeitos anti-tumorais significativos [28-33]; o mesmo se verificou em
estudos com animais [34].

No que diz respeito a relagdo entre o status de vitamina D e o progndstico do cancro da
mama, alguns estudos demonstraram que 0s nhiveis da vitamina sdo mais baixos na
doenca avancada e em tumores com alto grau histolégico e que baixos niveis se
associam a maior taxa de metastases a distancia e pior sobrevivéncia [10-12,17,18,35].

O cancro da mama consiste numa variedade de subtipos biolégicos distintos, assim
classificados de acordo com padrfes de expressdo genética, tendo sido os tumores
agrupados em clusters, dependendo dos genes expressos; cada cluster constituindo uma
subclasse de tumor com caracteristicas proprias e comportamento biologico diferente
[36-38]. Dentro desta classificacdo, o subtipo basal-like e o subtipo com sobrexpresséao
de HER2 (human epidermal growth factor receptor-2) sdo 0s que Se associam a
comportamento biolégico mais agressivo [39-42].

O proposito deste estudo foi verificar se existe alguma associacao entre os niveis séricos
de vitamina D e os diferentes subtipos moleculares de cancro da mama. Até a data,
ainda ndo se tinha estudado se os niveis séricos de vitamina D estariam relacionados aos
diferentes subtipos bioldgicos de cancro da mama, ou seja, se, por alguma razdo, a
deficiéncia de vitamina D esta associada a um ou outro subtipo. Dentro dos diversos
subtipos, verificou-se também se existe alguma correlacédo entre os niveis de vitamina D
e as caracteristicas patoldgicas do cancro da mama, como o indice de proliferacéo,
através da expressdo de Ki67, o grau histologico, o tamanho do tumor e o estado dos
ganglios linfaticos axilares.
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Para estabelecer essa possivel correlacdo, 87 doentes com cancro da mama, uma delas
com cancro bilateral sincrono, perfazendo um total de 88 cancros, foram analisadas de
uma forma prospectiva, em relacdo ao seu status de vitamina D na ocasido do
diagnéstico. Foi efectuada colheita do sangue periférico e determinagdo quantitativa da
25-hidroxivitamina D, que é um marcador biolégico fidedigno do status corporal da
vitamina D, e os resultados obtidos foram analisados em relacdo aos subtipos de cancro
da mama, nomeadamente, tumores com receptores de estrogénios e/ou progesterona
positivos, tumores com expressdo HER?2 e tumores triplo-negativos.
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CAPITULO 2. OBJECTIVOS

- Determinar o status de vitamina D da doente com o diagndstico de cancro da
mama e classificar o cancro da mama nos varios subtipos de tumores mamarios.

- Verificar se existe associagdo entre os subtipos de cancro da mama e as
caracteristicas patologicas de mau prognéstico do tumor.

- Verificar se existem diferencas nos niveis séricos de 25-hidroxivitamina D entre
0s subtipos de cancro da mama.

- Verificar se existem diferencas nos niveis séricos de 25-hidroxivitamina D em
relacdo as caracteristicas patoldgicas do tumor.
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CAPITULO 3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Vitamina D — Perspectiva Histérica

Vitamina deriva de “vital amine”, termo usado pelo bioquimico Casimir Funk para
designar certos constituintes alimentares essenciais a salde, que ele acreditava serem
aminas. Inicialmente, a vitamina D foi erradamente identificada pelos cientistas como
uma vitamina, isto é, uma substancia essencial que o corpo ndo produz e que sO pode
ser obtida através da dieta. Mas a vitamina D pode ser produzida no organismo, quando
a pele é exposta a luz solar.

Com o advento da revolucéo industrial, o raquitismo tornou-se muito frequente por toda
a Europa, a medida que mais familias deixavam a vida ao ar livre das actividades
agricolas para se instalarem em cidades industriais e trabalharem em fébricas (Fig. 1).
Através do século XIX, apareceram apenas relatorios esporadicos de cura do
raquitismo, como o do médico polaco que observou que as criangas da cidade de
Varsdvia sofriam de raquitismo ao contrario das que viviam nas aldeias, tendo
concluido que a exposicdo solar curava o raquitismo. Posteriormente, um investigador
francés relatou curas de raquitismo com o uso de 6leo de figado de bacalhau. Nenhum
dos tratamentos foi devidamente reconhecido.

\ \ ! :
e A e K S \._.\.'_‘
Figura 1. Familia com raquitismo. Paris, 1900.

No final dos anos de 1880, Christian Eijkman e, no inicio dos anos 1900, o bidlogo
inglés Sir Frederick Gowland Hopkins desenvolveram o conceito de “substancias
diferentes das proteinas e sais” que sdo essenciais para a saude e crescimento, tendo, por
isso, partilhado em 1929 o Prémio Nobel da Fisiologia e Medicina.

Em 1882, o cientista britanico T. A. Palm descobriu uma relacdo entre a distribuicéo
geografica do raquitismo e a quantidade de exposicdo solar na regido. Em 1919, o
investigador aleméo K. Huldschinsky levou a cabo uma experiéncia inovadora e curou
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criangas com raquitismo usando luz ultravioleta produzida artificialmente. Dois anos
depois, Alfred F. Hess e L. F. Unger demonstraram que a simples exposicao solar
curava o0 raquitismo. Entretanto, o0 médico britanico Sir Edward Mellanby, em 1918,
curou cdes com raquitismo alimentando-os com 6leo de figado de bacalhau, acreditando
que isso se devia a vitamina A, recentemente identificada. Elmer McCollum, o
investigador de Wisconsin que isolou a vitamina A, descobriu que certos alimentos
podem conter mais do que uma substancia essencial. Aqueceu o 6leo de figado de
bacalhau para destruir a vitamina A e o 6leo assim tratado j& ndo curou a cegueira
nocturna mas, surpreendentemente, manteve-se eficaz no tratamento do raquitismo. Em
1922, designou a nova substancia de vitamina D.

No inicio dos anos 1920, duas equipas de investigadores — H. Steenbock e A. Black, e
Alfred Hess e Mildred Weinstock — realizaram uma série de experiéncias sobre o efeito
da luz ultravioleta nos alimentos administrados a ratos. Nos alimentos irradiados, era
produzida uma substancia que parecia actuar no raquitismo da mesma forma que a
vitamina D presente no 6leo de figado de bacalhau. Em 1924, Steenbock patenteou o
processo de irradiacdo dos alimentos usando luz ultravioleta.

Posteriormente, varias equipas de investigadores confirmaram que a substancia esta
presente em gorduras animais e vegetais e que esta localizada na fraccdo das gorduras
conhecida por conter moléculas esterol. Os investigadores descobriram que o colesterol
purificado (esterol animal) e o fitoesterol (esterol vegetal) adquiriam propriedades anti-
raquiticas pela irradiacdo ultravioleta.

Em 1928, Adolf Windaus, um quimico orgénico aleméo, isolou trés formas de vitamina
D: duas derivadas dos esterdis de plantas irradiadas, que chamou D1 e D2, e uma
derivada da pele irradiada, que chamou D3. A equipa inglesa de F.A. Askew, em 1931,
definiu a origem quimica de D2, a forma da vitamina D encontrada na comida irradiada,
agora chamada ergocalciferol, que era derivada da molécula precursora ergosterol.
Cinco anos depois, Windaus sintetizou a molécula 7-diidrocolesterol e converteu-a por
radiacdo em vitamina D3, agora conhecida como colecalciferol. Foi entdo possivel
sintetizar a vitamina D em grandes quantidades. Pela sua investigacdo na constituicdo
dos esterdis e a sua ligacdo as vitaminas, Windaus ganhou o Prémio Nobel da Quimica
em 1928.

Em 1968, Hector F. DeLuca isolou um metabolito activo da vitamina D, identificando-o
como 25-hidroxivitamina D, e que é produzido no figado.

Nos anos 70, os investigadores descobriram a relagdo da vitamina D com o sistema
enddcrino corporal e a regulacdo do célcio. Foi identificada a estrutura molecular da
forma activa final da vitamina D, a 1,25-dihidroxivitamina D3, que é pouco depois
reclassificada como uma hormona que controla o metabolismo do calcio. Esta
reclassificacdo surgiu devido a evidéncia de que € produzida no rim e que a sua
secrecdo é seguida da sua captagdo pelos nucleos celulares do intestino, onde regula o
metabolismo do calcio.

Em 1975, Mark R. Haussler confirmou a descoberta de um receptor proteico que liga o
metabolito activo da vitamina D ao nucleo das células do intestino. Nos anos 70, varios
grupos de investigadores encontraram a hormona vitamina D no ndcleo de células que
ndo fazem parte do sistema de regulacdo do célcio, incluindo o cérebro, os linfécitos, a




Capitulo 3. Revisdo da literatura 6

pele e tecidos malignos. No inicio dos anos 80, o investigador japonés Tatsuo Suda fez
a descoberta excitante de que adicionando a hormona a células leucémicas malignas
imaturas levava as células a diferenciarem-se, amadurecerem e a pararem 0
crescimento. Esta descoberta abriu uma nova era na investigacdo da vitamina D.

Nas duas ultimas décadas, a investigacdo revelou uma variedade de acc¢Bes biologicas
da vitamina D. Entre outras, a inibicdo do crescimento celular, a inducdo da
diferenciacdo celular, a imunomodulacdo e o controlo de outros sistemas hormonais,
estando a deficiéncia de vitamina D associada a cancro, doengas auto-imunes,
hipertenséo e diabetes.

3.2. Fontes de Vitamina D

A vitamina D é um grupo de pro-hormonas lipossoliveis, sendo as duas formas
principais o ergocalciferol (vitamina D2) e o colecalciferol (vitamina D3). A vitamina D
pode ser obtida através da dieta ou pela ac¢do da luz solar sobre a pele. A exposicao da
pele aos raios ultravioletas (290-315 nm) induz a conversdo fotolitica do 7-
dihidrocolesterol para pré-vitamina D3, seguida de isomerizacdo térmica para vitamina
D3. A vitamina D3 assim formada € libertada para a circulacdo durante 2 a 3 dias ap0s
uma Unica exposi¢do a luz solar [43].

Poucos alimentos na natureza contém vitamina D. O salm&o, o atum, a cavala e o 6leo
de figado de bacalhau sdo as melhores fontes. As formas de vitamina D que ocorrem
naturalmente sdo o colecalciferol, de fonte animal (Fig.2), e o ergocalciferol, de fonte
vegetal [44]. O ergocalciferol pode ser obtido a partir de cogumelos, por exemplo [45].
A vitamina D3 é mais eficaz do que a vitamina D2 em aumentar a concentragdo sérica
de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], mantendo esses niveis por um periodo mais
prolongado [46]. Apbs a ingestdo, sdo incorporadas em kilomicrons, transportadas
através do sistema linfatico e, subsequentemente, libertadas na circulagdo venosa, onde
se ligam a lipoproteinas.

Figura 2. Molécula de colecalciferol
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A deficiéncia em vitamina D é surpreendentemente comum, e é presentemente um
problema, especialmente nas populacbes dos climas nordicos e nos idosos, que pode
levar a uma série de condicbes patoldgicas como a osteoporose, fraqueza muscular,
fracturas, cancros e doencas auto-imunes, infecciosas e cardio-vasculares. Mais
recentemente, foi demonstrado que os niveis de vitamina D também podem ter impacto
nas taxas de mortalidade, independentemente da causa de morte [47]. Factores
associados a status baixo de vitamina D incluem sintese cutinea limitada de
colecalciferol (estacdo do ano, latitude, pigmentacdo cutanea, uso de protector solar,
idade), biodisponibilidade diminuida (méa-absorcédo, obesidade), catabolismo aumentado
(anticonvulsivantes, glicocorticoides, terapéutica retroviral), gravidez e amamentacao,
sintese diminuida de 25(OH)D (faléncia hepética) e sintese diminuida de 1,25-
dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D] (doenca renal crénica). Seja o que for que diminua a
transmissao da radiacdo ultravioleta B (UVB) para a superficie da terra ou que interfira
com a penetracdo da radiacdo UVB na pele afectara a sintese cutanea da vitamina D
[6,48]. A pigmentacdo melanica da pele limita a penetracdo dos raios ultravioletas as
camadas profundas da pele onde a vitamina D ¢é sintetizada, sendo esta sintese menos
eficiente nos individuos de raca negra [49-51]. De forma semelhante, um creme
protector solar factor 15 absorve 99% da radiacdo UVB incidente, diminuindo a sintese
de vitamina D3 em 99% [52]. A idade esta associada a uma diminuigdo da concentragao
de 7-dihidrocolesterol da pele. Uma pessoa de 70 anos tem aproximadamente 25% da
quantidade de 7-dihidrocolesterol de um adulto jovem e, portanto, uma capacidade
reduzida em 75% de produzir vitamina D [48]. A obesidade esta associada a deficiéncia
de vitamina D por sequestro desta na grande quantidade de massa gorda, uma vez que a
vitamina € lipossoluvel e prontamente sequestrada nos adipocitos [53]. Num estudo
recente [54], verificou-se que os doentes oncoldgicos obesos, com indice de massa
corporal superior a 30 kg/m2, apresentaram niveis séricos de 25(OH)D
significativamente mais baixos, comparados com o0s ndo obesos. Niveis séricos
inferiores a 21 ng/ml (52 nmol/l) sdo considerados insuficientes. Niveis compreendidos
entre 21 e 29 ng/ml (52-72 nmol/l) podem ser considerados com indicando uma
insuficiéncia relativa e niveis superiores a 29 ng/ml (72 nmol/l) sdo considerados
adequados [35,55,56].

Tem sido estimado que um bilido de pessoas no mundo apresenta deficiéncia ou
insuficiéncia de vitamina D. De acordo com varios estudos [1-5], 40 a 100% de homens
e mulheres idosos europeus e americanos sdo deficientes em vitamina D.
Particularmente relevante para o potencial papel da vitamina D no cancro da mama, € o
facto de que tanto a idade com a deficiéncia de estrogénios estarem associadas a um
status baixo de vitamina D. A idade reduz a producdo de colecalciferol na pele,
enquanto a deficiéncia de estrogénios diminui a activacdo metabdlica da vitamina D e a
expressdo do seu receptor, Receptor da Vitamina D (VDR) [6,7], estando assim as
mulheres pds-menopausicas (populacdo-alvo do cancro da mama) em maior risco de
deficiéncia de vitamina D do que as mulheres mais novas. Num estudo de mulheres pés-
menopausicas em tratamento para a osteoporose [5], mais de 50% apresentaram niveis
insuficientes (inferiores a 30 ng/ml) de 25(OH)D. O National Health and Nutrition
Examination (NHANES) 2000-2004 apresentou dados do estado nutricional de vitamina
D da populacdo dos EUA [57]: no geral, os niveis séricos de 25(OH)D s&o mais
elevados na populacdo mais jovem em relacdo a mais idosa, nos homens em relacao as
mulheres e na populacdo de raga branca em relacdo a de raca negra. Dependendo do




Capitulo 3. Revisdo da literatura 8

grupo populacional, 1-9% apresentaram niveis séricos de 25(OH)D inferiores a 11
ng/ml (27,5 nmol/l), 8-36% tinham niveis inferiores a 20 ng/ml (50 nmol/l) e a maioria,
50-78%, apresentaram niveis inferiores a 30 ng/ml (75 nmol/l). Em rela¢do aos valores
do NHANES de 1988-1994, os niveis séricos de 25(OH)D diminuiram acentuadamente
em todos os grupos [58].

3.2.1. Exposicao solar, ingestdo de vitamina D e cancro da mama

As populacgdes que vivem em latitudes mais altas tém um risco aumentado para linfoma
de Hodgkin, assim como para cancro do colon, pancreas, ovario, mama e outros
cancros, e tém maior probabilidade de morrer destes cancros, em comparacdo com as
populagdes de mais baixas latitudes [59-62]. Outros investigadores publicaram a
existéncia de uma variacdo geografica na mortalidade por cancro da mama nos Estados
Unidos, associada a medidas geograficas de radiacdo ultravioleta por mais de 9 anos
[63]. As mortes por cancro da mama variaram entre baixas taxas nas zonas solarengas
do sul e sudoeste e altas taxas em &reas com pouca exposi¢do solar, como Nova lorque.
Relacdo inversa entre o ambiente de radiacdo ultravioleta e a mortalidade devida a
cancro da mama, endometrio, ovario, prostata e rim, mieloma mdaltiplo e linfoma néo-
Hodgkin tem sido reportada em varios paises europeus [64]. Num estudo caso-controlo
populacional [65], a relacdo entre fontes de vitamina D e risco de cancro da mama foi
determinada em 972 doentes com cancro da mama a partir do Canadian Ontario Cancer
Registry e 1135 controlos. Um risco reduzido de cancro da mama foi significativamente
associado a exposicdes solares mais elevadas. Também se verificaram associacdes
inversas ao risco de cancro da mama com o uso de 6leo de figado de bacalhau e alto
consumo de leite. Isto, na faixa etaria 10-19 anos. A associacdo foi mais fraca entre 20 e
29 anos e ndo se verificou associacdo na faixa etdria 45-54 anos. Estes resultados
sugerem que as actividades exteriores e os alimentos ricos em vitamina D e suplementos
podem ser cruciais na fase de desenvolvimento maméario, proporcionando uma
proteccao significativa contra o risco de cancro da mama. Um estudo prospectivo de
incidéncia de cancro da mama em relacdo com a ingestdo de vitamina D em mais de
30000 participantes no Women’s Health Study [66] revelou que uma maior ingestao de
vitamina D estava moderadamente associada a um menor risco de cancro da mama na
pré-menopausa mas ndo na pds-menopausa. Outro estudo epidemioldgico [67], com
5009 mulheres, demonstrou que a exposi¢do solar e a vitamina D da dieta estavam
associadas a um risco reduzido de cancro da mama, mas esta associagéo era dependente
da regido de residéncia. O risco relativo foi calculado baseado em 190 casos que
desenvolveram cancro da mama. A correlagdo entre a exposicdo a radiagdo solar e o
risco de cancro da mama também foi sugerida noutros grandes estudos epidemioldgicos
[68-70], por exemplo, um deles [70] revelou que a incidéncia de cancro da mama foi
mais elevada nas latitudes mais altas em ambos os hemisférios, e muitos estudos
demonstraram uma relagéo inversa entre a ingestdo de vitamina D e o risco de cancro da
mama [66,67,71-75]. Num desses estudos [66], foram avaliadas mais de 30000
mulheres com idade igual ou superior a 45 anos com follow-up de 10 anos, tendo sido
constatado que uma ingestdo elevada de célcio e vitamina D reduziu o risco de cancro
da mama nas mulheres pré-menopausicas em cerca de um terco, sendo esta associacao
mais forte para os tumores mais agressivos e ndo foi observada nas mulheres pds-
menopausicas. Noutro estudo [71], foram avaliadas 68567 mulheres pds-menopausicas
do Cancer Prevention Study Il Nutrition Cohort com um questionario detalhado e
follow-up. Foram detectados 2855 cancros da mama, tendo sido encontrada uma
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associagdo com um menor consumo de produtos lacteos. Outro estudo semelhante [72],
avaliou a relacdo entre a ingestao de vitamina D e o risco de cancro da mama em 34321
mulheres pds-menopausicas do lowa Women’s Health Study, tendo sido concluido que
0 risco relativo de cancro da mama era mais baixo nas mulheres que consumiam mais
de 800 Ul/dia de vitamina D, em compara¢do com as que consumiam menos que 400
Ul/dia. Estes resultados sugerem que a ingestao diaria de mais de 800 Ul de vitamina D
podera associar-se a uma pequena diminuigdo do risco de cancro da mama. Num estudo
caso-controlo populacional [73], foram examinados os efeitos da ingestdo da vitamina
D e calcio no risco de cancro da mama em mulheres pré-menopausicas, tendo-se
observado que a ingestdo de vitamina D, mas ndo de calcio, estava associada a uma
diminuicdo do risco. Noutro estudo [74], mulheres po6s-menopausicas foram
randomizadas em 3 grupos, um com ingestdo de 1400 a 1500 mg/dia de célcio, outro
com ingestdo da mesma quantidade de célcio associada a 1100 Ul/dia de vitamina D e 0
terceiro grupo com placebo, e seguidas durante 4 anos. Apds este periodo, as mulheres
no grupo do tratamento combinado apresentaram um risco de cancro da mama 60%
mais baixo, comparado com o placebo, e as mulheres no grupo da ingestdo de calcio
isolado, 47% de reducdo em relacdo ao placebo. O Nurses Health Study [75], que
realizou um follow-up de 16 anos a 88691 mulheres desde o questionario alimentar,
providenciou informagcdo interessante acerca da ingestdo de calcio, vitamina D e o risco
de cancro da mama, que estaria diminuido nas mulheres pré-menopausicas com alta
ingestdo de célcio e vitamina D.

3.2.2. Niveis séricos de vitamina D e cancro da mama

Vérios estudos exploraram a possivel associacdo entre baixos niveis séricos de
metabolitos da vitamina D e o risco de cancro da mama e a progressdo do cancro [8-
12,35]. Um estudo caso-controlo prospectivo, inserido no Nurses™ Health Study [13],
avaliou a relacdo entre os niveis de metabolitos de vitamina D, a 25(0OH)D e a
1,25(0OH)2D, e o risco de cancro da mama, com um follow-up de 6 anos. Comparadas
com os controlos, as doentes com cancro da mama apresentaram niveis séricos médios
mais baixos de 25(OH)D. O nivel sérico de 25(OH)D estava inversamente associado
com o risco de tumores com receptores de estrogéneos e progesterona negativos, mas
ndo com tumores com receptores de estrogéneos positivos. Embora os valores séricos de
1,25(0H)2D também fossem baixos nos casos, ndo tinham significado quando
comparados com os controlos. Outro estudo recente [14] demonstrou que 0s niveis de
vitamina D associam-se inversamente ao risco de cancro da mama, independentemente
do estado dos receptores. Foi realizada uma andlise de vérias publicacbes que
associaram a 25(OH)D sérica ao risco de cancro da mama [8], parecendo haver uma
associacao inversa entre os niveis de vitamina D e o cancro da mama. Um estudo caso-
controlo alemdo [9] com 1394 casos e 1365 controlos, agrupados segundo os niveis de
25(0OH)D, <30, entre 30 e 45, entre 45 e 60, entre 60 e 75 e >75 nmol/l, sugeriu um
efeito protector forte da vitamina D em relagcdo ao cancro da mama na pds-menopausa,
com uma reducdo de cerca de 70% do risco nas mulheres com niveis superiores a 75
nmol/l, em comparagdo com as que apresentavam niveis inferiores a 30 nmol/l. Mais
recentemente, um estudo caso-controlo com 1026 doentes com cancro da mama e 1075
controlos [15] com o intuito de avaliar a relagdo entre os niveis plasmaticos de
25(0OH)D e o risco de cancro da mama, revelou que a concentracdo media plasmatica de
25(0OH)D foi de 27,1 ng/ml nos casos e de 29,7 nos controlos, concluindo que a
concentracdo plasmaética de 25(OH)D estava inversamente associada ao risco de cancro
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da mama de uma forma concentragdo-dependente. Em comparagdo com as mulheres
deficientes em vitamina D, niveis acima de 40 ng/ml estavam associados a uma
diminuigdo de 40% no risco de cancro da mama invasivo, sendo esta diminui¢do no
risco maior nas mulheres p6s-menopausicas sugerindo os autores, ser esse 0 nivel
Optimo para prevencdo do cancro da mama. Outro estudo, apresentado na reunido da
American Society of Clinical Oncology (ASCO) de 2009 [16], analisou 0s niveis
séricos de vitamina D e o estado nutricional de doentes oncoldgicos, tendo concluido
que a deficiéncia de vitamina D € prevalente em doentes oncologicos,
independentemente do estado nutricional (ndo houve diferencga significativa entre os
niveis de estado nutricional), sugerindo que deve ser feito o rastreio de deficiéncia de
vitamina D nestes doentes.

Hé& no entanto alguns estudos que ndo encontram essa associa¢do. Num estudo recente
[76], os niveis séricos de 25(0OH)D e 1,25(0H)2D foram medidos entre 1993 e 2001 em
mulheres p6s-menopausicas do cohort Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer
Screening Trial. Apds 3,9 anos de follow-up, os autores identificaram 1005 cancros da
mama que foram comparados a 1005 controlos. Os riscos relativos de cancro da mama
ndo foram estatisticamente significativos entre os valores mais altos e os mais baixos
para ambos os metabolitos. Outro estudo [77] concluiu que a suplementacédo de calcio e
vitamina D ndo diminuiu a incidéncia de cancro da mama invasivo nas mulheres pds-
menopausicas e que os niveis de 25(OH)D ndo estavam associados a risco subsequente
de cancro da mama.

Em relacdo a progressdo do cancro da mama, o papel da 1,25(0OH)2D nos diversos
estadios clinicos tem sido estudado. Num estudo [10], os niveis hormonais eram mais
altos na doenca precoce, desciam nas doentes normocalcémicas com metastases 0sseas e
eram mais baixos nas doentes hipercalcémicas. Nas doentes normocalcémicas com
metastases 0sseas submetidas a hormonoterapia, 0s niveis séricos de 1,25(0OH)2D
desciam nas doentes com progressdo de doenca num periodo de 6 meses, enquanto se
mantinham estaveis nas que respondiam ao tratamento. Outra publicacdo, destinada a
clarificar o papel da vitamina D na progressdo do cancro [11], realizou a medic¢do dos
niveis séricos de 25(OH)D no cancro da mama precoce e avancado, sendo estes
significantemente mais elevados na doenca precoce. Pode ser especulado que a hormona
controla o crescimento tumoral secundario ou que a sua sintese diminui a medida que o
crescimento tumoral progride. Recentemente, foi publicado um estudo prospectivo [35]
que avaliou os niveis de 25(OH)D e o risco de recorréncia a distancia e morte com 512
doentes e um follow-up médio de 11,6 anos. Baixos niveis de vitamina D foram
associados a um risco mais elevado de metastases a distancia e pior sobrevivéncia
(22,7% apresentaram recorréncia a distancia e 20,7% morreram durante o follow-up).
Baixos niveis de vitamina D foram significativamente associados a status pré-
menopausa, alto indice de massa corporal, altos niveis de insulina e alto grau tumoral. A
sobrevivéncia livre de doenca foi pior nas doentes com niveis deficientes de vitamina D,
em comparacdo com as doentes com niveis adequados. Esta associacdo foi independente
da idade, indice de massa corporal, status de receptores de estrogéneos, estadio TNM e
grau tumoral. Outro estudo [12] avaliou os efeitos anti-proliferativos de suplementar
com 1,25(0OH)2D, por um periodo de 30 dias, 21 doentes pos-menopausicas com cancro
da mama, atraves da medicdo do tamanho do tumor, da taxa de proliferacdo celular
(expressdo Ki67) e dos niveis séricos de 1,25(0H)2D. N&o houve diferenca nos niveis
de 1,25(0OH)2D e nas dimensdes tumorais avaliadas por ecografia antes e ap0s a
suplementacdo. Nos tumores G1, houve uma pequena reducdo na expresséo de Ki67 e
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houve uma reducéo significativa dessa expressdo nos tumores Gll ap6s o tratamento,
um indicio do seu efeito anti-proliferativo. Estes resultados correlacionam-se com
estudos in vitro que mostram que a 1,25(0OH)2D afecta o fen6tipo do cancro da mama e
reverte as caracteristicas mioepiteliais associadas a formas mais agressivas e a pior
prognostico [25]. Num estudo prospectivo multicéntrico [17] com 1183 doentes
sobreviventes de cancro da mama, verificou-se uma elevada prevaléncia de niveis
insuficientes (69,4%) ou francamente deficientes (6,2%) de vitamina D, sendo que as
mulheres com cancro invasivo apresentavam niveis mais baixos do que as com doenca
in situ, embora a possibilidade do estadio da doencga estar independentemente associado
a vitamina D necessite de mais investigacdo. Muito recentemente, foram publicados os
resultados de um estudo prospectivo [18] que avaliou 512 doentes com cancro da mama
em estadio precoce em relacdo aos niveis de vitamina D e que demonstrou que 0s niveis
eram deficientes (<50 nmol/L) em 37,5%, insuficientes (entre 50 e 72 nmol/L) em
38,5% e suficientes (>72 nmol/L) em 24%. As doentes com niveis deficientes
apresentaram um risco aumentado de recorréncia a distancia e morte, comparadas com
as que apresentavam niveis suficientes.

No entanto, um estudo recente, apresentado na reunido da ASCO de 2009 [78], analisou
607 doentes pds-menopausicas com cancro da mama, do ensaio NCIC-CTG MA 14,
avaliando os niveis de 25(OH)D séricos e o prognostico, e ndo foi encontrada
associagdo entre os niveis de vitamina D e a sobrevivéncia livre de doenca (recorréncia).

3.3. Metabolismo da Vitamina D

O primeiro passo na activacdo metabodlica da vitamina D é a hidroxilacdo do carbono
25, que ocorre no figado pela ac¢do das 25-hidroxilases mitocondreais e microssomicas
(codificadas pelos genes CYP27Al, CYP2R1, CYP3A4, CYP2J3) [79,80]. O
metabolito resultante, a 25-hidroxicolecalciferol [25(OH)D3], é la-hidroxilado no rim
pela lo-hidroxilase mitocondrial (codificada pelo gene CYP27B1), originando a
hormona activa 1,25 dihidrocolecalciferol ou calcitriol [1,25(0H)2D3] [79] (Fig. 3). A
25-hidroxilacdo da vitamina D € pouco regulada. Os niveis de 25(OH)D aumentam na
proporcéo da ingestdo de vitamina D (sendo armazenada no tecido adiposo) e, por essa
razdo, os niveis plasmaticos de 25(OH)D sdo usados como um indicador do status de
vitamina D [43]. A la-hidroxilase renal é fortemente regulada, sendo isto consistente
com a potente actividade do seu produto na homeostasia do calcio. O calcio da dieta
pode regular a enzima directamente, através de alteracbes no célcio sérico e,
indirectamente, alterando os niveis de hormona paratirdide (PTH) [81-83]. A restricdo
do fosfato da dieta também aumenta a actividade da 1a-hidroxilase renal [84,85].

A 25(0OH)D e a 1,25(0OH)2D sao catabolizadas pela enzima citocromo P450, 24-
hidroxilase (codificada pelo gene CYP24A1l), nos metabolitos 24,25(0H)2D e
1,24,25(0OH)2D, respectivamente [79,86]. A 24-hidroxilase é regulada de uma forma
reciproca a da la-hidroxilase. A sua actividade e expressdo sdo aumentadas pelo fosfato
e pela vitamina D [87] e reduzidas pela PTH [88].

Os metabolitos da vitamina D s&o moléculas lipofilicas com baixa solubilidade aquosa,
que tém que ser transportados na circula¢do ligados a proteinas plasmaticas. A mais
importante destas proteinas transportadoras é¢ a Vitamin D Binding Protein (DBP), que
se liga aos metabolitos por ordem de afinidade 25(OH)D = 24,25(0H)2D > 1,25
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(OH)2D > vitamina D [89,90]. Os niveis plasmaticos de DBP sdo vinte vezes superiores
a quantidade total de metabolitos de vitamina D e mais de 99% dos compostos
circulantes de vitamina D estdo ligados as proteinas, principalmente ao DBP, embora a
albumina e as lipoproteinas contribuam em menor grau. Os metabolitos de vitamina D
ligados ao DBP tém acesso limitado as células-alvo e, assim, sdo menos susceptiveis ao
metabolismo hepético e subsequente excrecdo biliar, levando a uma maior semi-vida
circulante [90]. Apenas a pequena fracgcdo dos metabolitos ndo ligados parece entrar nas
células-alvo para ser metabolizada ou exercer actividade bioldgica. Para a 1,25(0OH)2D
e 0s seus analogos, a actividade bioldgica foi correlacionada com a concentracdo de
hormona livre [91,92]. Uma vez dentro das células, o destino metabdlico da 25(OH)D
depende da expressdo e/ou actividade das 24 e la hidroxilases. Em células com altos
niveis de 24-hidroxilase, predomina a formacdo de 24,25(OH)D e subsequente
catabolismo. Mas, nas células que contém la-hidroxilase funcional, pode haver
conversdo de 25(OH)D para 1,25(0OH)2D que se pode ligar ao Vitamin D Receptor
(VDR) e mediar efeitos regulatorios celulares especificos de uma forma autdcrina. A
25(0OH)D praticamente ndo tem efeito directo no VDR porque a sua ligacdo é apenas
2% da da 1,25(0OH)2D e devido ao facto da 25(OH)D estar cerca de 1000 vezes mais
fortemente ligada ao DBP sérico [93]. Os niveis de DBP ndo sdo regulados pela
vitamina D. Existe diminuicdo de DBP na presenca de doenca hepética, sindrome
nefrotico e malnutricdo, e aumento durante a gravidez e no decurso de terapéutica com
estrogéneos [94]. A 25(0OH)D ndo difunde simplesmente para dentro das células
tubulares proximais renais que contém a lo-hidroxilase. A 25(0OH)D ligada ao DBP
entra nestas células via endocitose mediada pela megalina [95]. A megalina faz parte de
um complexo de proteinas que facilitam a endocitose, como a receptor-associated
protein (RAP) e a cubilina [96,97].
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3.3.1. Metabolismo da vitamina D e cancro da mama

A la-hidroxilase tem sido encontrada em muitas células e tecidos, incluindo a prostata,
a mama, o colon, o pulmio, as células B pancreaticas, os monoécitos e as células
paratiroideias, sugerindo que os efeitos ndo classicos da vitamina D podem estar ligados
a expressao tecido-especifica da 1a-hidroxilase e a sintese local de 1,25(0OH)2D. Entéo,
essa 1,25(0OH)2D produzida fora do rim serve primariamente como um factor
autocrino/parécrino com funcbes celulares especificas [22,23]. Tais acc¢les locais
podem incluir a regulacdo da proliferacdo celular, a diferenciacdo e a apoptose. Dado 0s
efeitos regulatorios negativos da 1,25(0OH)2D no crescimento da glandula mamaria, a
identificagdo de lo-hidroxilase e a conversao local da 25(OH)D para 1,25(0OH)2D nas
células mamarias [24] tem implicagdes significativas no que respeita ao
desenvolvimento, progressdo e tratamento do cancro da mama. A regulacdo da la-
hidroxilase em locais extra-renais é bastante diferente da enzima renal, sendo isto
consistente com as funcbes autocrinas/paracrinas da 1,25(0OH)2D produzida localmente.
As taxas de sintese e degradacdo da 1,25(OH)2D estdo sob o controlo de factores locais,
isto &, citocinas e factores de crescimento, que optimizam os niveis da hormona para
estas accOes especificas de célula, através de mecanismos incompletamente
compreendidos [98]. Os niveis de 25(OH)D (como precursor) serdo o maior factor
limitante para a sintese extra-renal de 1,25(0OH)2D. Foi observado aumento da
expressao do CYP27B1 no cancro da mama [99] e da prostata [100], assim como nos
estadios iniciais do cancro do colon bem a moderadamente diferenciado; mas encontra-
se diminuida nos cancros do célon mal diferenciados [101,102]. A expressdo aumentada
de CY27B1 em tecidos tumorais pode prover a conversao local de 25(OH)D para
1,25(0H)2D [24,99]. Mas a expressdo de ARNm da CYP24Al1 (que codifica a
240hase) esta aumentada em tumores e pode contrariar a actividade anti-proliferativa
da 1,25(0OH)2D ao diminuir os seus niveis [103,104]. A regido cromossomica 20913.2,
contendo o gene CYP24A1 esta amplificada em tumores mamarios humanos, sendo que
esta amplificacdo pode levar a niveis séricos reduzidos de 1,25(0OH)2D, providenciando
um micro-ambiente propicio ao crescimento celular na auséncia do controlo de
crescimento mediado pela vitamina D [105]. Também se verificou que a expressao do
ARNmM do CYP24A1 estd aumentada em amostras de cancros do pulméao, do c6lon e do
ovario, sugerindo que os niveis de 1,25(0OH)2D estariam reduzidos nestes casos [106].
A 24-hidroxilase estd presente na maioria dos tecidos-alvo da vitamina D e é expressa
nas células de cancro da mama [107].

Foi demonstrado que as células epiteliais mamarias humanas expressam megalina e
cubilina e a entrada de DBP foi observada em células mamarias in vitro, estando esta
entrada de DBP correlacionada com a transactivacdo do VDR mediada pela 25(OH)D
[108].

3.4. Receptor da Vitamina D - VDR

A maior parte das actividades biol6gicas da 1,25(0OH)2D requer um receptor de alta
afinidade, o “Vitamin D Receptor” (VDR), um membro antigo da superfamilia dos
receptores nucleares para hormonas esterdides (Fig. 4). Através da ligacdo ao VDR, a
1,25(0H)2D exerce activacdo e repressao da transcricao dos genes-alvo. O VDR regula
a expressdo génica de uma forma ligando-dependente [109,110]; actua como um factor
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de transcricdo activado por um ligando. Os dominios funcionais do VDR sdo o ADN
binding domain, préximo ao terminal N, o ligand binding domain, localizado na porcéo
terminal COOH da molécula, locais de heterodimerizacdo com o Retinoid X Receptor
(RXR), sinais de localizacdo nuclear e locais de transactivacdo (AF1 e AF2). Os
dominios envolvidos no controlo da transcricdo génica sdo o ligand binding, a
heterodimerizacdo com o0 RXR, a ligacdo do heterodimero aos Vitamin D Response
Elements (VDRES) nas zonas promotoras dos genes responsivos a 1,25(0H)2D e o
recrutamento das VDR interacting nuclear proteins (co-reguladores) para o complexo de
pré-iniciacdo transcripcional (que aumentam ou reprimem a taxa de transcri¢cdo génica
pelo VDR). Assim, a 1,25(0OH)2D exerce os seus efeitos bioldgicos ligando-se ao VDR
e formando um heterodimero com o RXR. Na auséncia de ligando, a maior parte do
VDR estd presente no citoplasma. A ligacdo do ligando ao VDR induz a
heterodimerizacdo VDR-RXR e translocagdo do complexo para o ndcleo, onde promove
a transcricdo de genes que tenham um VDRE na sua regido promotora [111].

O ligand binding domain é responsavel pela ligacdo de alta afinidade da 1,25(0OH)2D. A
25(0OH)D e a 24,25(0OH)2D ligam-se 100 vezes menos avidamente [112]. O anel A
contendo o grupo la-hidroxilo é a por¢do da molécula de 1,25(0OH)2D responsavel pela
ligacdo ao VDR. A molécula de VDR esté protegida da degradacéo proteossémica pela
ligacdo ao ligando [113].Apoés a ligacdo do VDR ao ligando, o reposicionamento da
hélice 12 no terminal COOH do dominio ligand binding, conhecida como Activation
Function 2 (AF2) dependente de ligando, leva a uma alteracdo conformacional da
estrutura tridimensional do VDR. Este passo da activacdo parece ser necessario para o
recrutamento pelo VDR de Motor Proteins responsaveis pela translocacdo rapida do
VDR citoplasmatico para o nicleo através de microtbulos [114,115].

A associacdo selectiva entre 0 VDR e 0 RXR envolve superficies de dimeriza¢do em
trés diferentes dominios da molécula de VDR e induz uma conformacédo do VDR que é
essencial para a funcéo de transactivagao do VDR.

O ADN binding domain esta organizado em dois zinc-nucleated modulos, os zinc finger
DNA binding motifs, que sdo responsaveis pela interaccdo de alta afinidade com
sequéncias de ADN especificas na regido promotora dos genes-alvo da 1,25(0OH)2D,
chamadas vitamin D-responsive elements (VDRES). O tipo de VDRE mais comum,
designado DR3, é composto por dois hexanucleotideos repetidos, separados por um
namero variavel de nucleotideos (GGTCCA-NNN-GGTCCA). O complexo activado
1,25(0OH)2D-VDR-RXR liga-se a estes VDRESs na regifes promotoras dos genes-alvo.
Para a activacdo transcripcional, o VDR ocupa o braco 3" e 0 RXR liga-se ao braco 5
do VDRE [79,116].

A vitamina D, através da ligacdo ao VDR, pode regular positivamente a expressdo de
certos genes, ligando-se aos VDRES presentes nas suas regides promotoras, ou regular
negativamente a expressao de outros genes, ligando-se a VDRES negativos. Os genes
cuja expressdo € induzida pelos ligandos do VDR incluiem genes envolvidos na
formacgdo da matriz 0ssea e remodelacdo Ossea e outros genes relacionados com as
acgdes ndo cléssicas da vitamina D, tais como, a molécula de adesdo celular integrina
B3, o supressor tumoral p21, a calbindina-9K, a 24-hidroxilase, 0 CYP3A4, a
involucrina, a fosfolipase Cyl e o IGF binding protein-3. Os genes que sdo regulados
negativamente em resposta a vitamina D e aos seus analogos sdo genes cujos produtos
sdo conhecidos pelas suas funcbes inflamatdrias, como algumas citocinas (IL-2, 1L-12,
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TNF-a, interferon-y e o granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), e proé-
proliferativas, como o epidermal growth factor receptor, o c-myc e 0 K16 [117-119].

Existem proteinas co-factores que tém a capacidade de modular a expressdo génica
mediada pelo VDR. Estas proteinas possuem actividades enzimaticas intrinsecas
modificadoras da cromatina, actuam como uma plataforma para o recrutamento de
proteinas modificadoras da cromatina e recrutam factores de transcri¢cdo basais para 0s
promotores [79]. Actuam como uma ponte entre o heterodimero VDR-RXR e a
maquinaria de transcricdo. Esses co-factores podem ser co-activadores ou co-
repressores. A ligacdo da 1,25(0OH)2D induz fosforilacdo e alteragdes conformacionais
no VDR que causa a libertagdo de co-repressores [tais como 0s nuclear receptor co-
repressors — NcoRs — e o silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors
(SMRT)-histone deacetylase (HDAC) complex] que mantém a cromatina num estado de
repressdo da transcricdo [120]. A alteracdo conformacional também reposiciona 0s
dominios Activation Function 2 (AF2) do VDR de forma a ligarem-se a co-activadores
estimulatorios, consistindo nos steroid receptor coactivators (SRCs), no nuclear
coactivator 62 Kda-SKIl-interacting protein (Nco A62-SKIP) e nos modificadores da
cromatina CREB binding protein (CBP)-p300 e PBAF (polybromo-e SWI-2-related
gene 1 associated factor) que acetilam histonas nos nucleossomas para preparar o ADN
para a transcricdo [121]. Uma vez desreprimida a cromatina, as vitamin D receptor-
interacting proteins (DRIPs) formam um complexo que se liga ao dominio AF2 do VDR
e interactuam com a magquinaria da transcri¢do, como o transcription factor 2B (TF2B) e
a polimerase I1-RNA, e iniciam a transcrig&o.

Figura 4. Receptor nuclear da vitamina D

3.4.1. VDR e cancro da mama

O VDR foi originalmente encontrado nos orgdos-alvo cléassicos da vitamina D
envolvidos na homeostasia mineral, como o intestino, 0 0sso, 0 rim e as glandulas
paratiroideias. Posteriormente, o VDR foi detectado em muitos outros tecidos e tipos
celulares, incluindo a pele, o pancreas, a préstata, a glandula mamaria e células
transformadas de uma grande variedade de tipos tumorais. Investigacdo extensa
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demonstrou que as células tumorais expressam VDR, que pode regular mais de 60
genes envolvidos na diferenciacdo celular, em efeitos anti-proliferativos e anti-
metastaticos [122]. Na glandula mamaria, o VDR esta presente em todos os tipos
celulares da glandula (celulas epiteliais basais e luminais, células estromais) mas a sua
expressdo ndo é uniforme no tempo e no espaco [19]. Durante a puberdade, observa-se
uma coloracdo fraca do VDR nas populagdes proliferativas e uma coloracdo forte nas
populagdes diferenciadas. Durante a gravidez e lactacdo, a expressdo do VDR aumenta
na glandula mamaria [20]. Este efeito sugere um papel para a 1,25(0OH)2D na
proliferacéo e diferenciagdo da glandula. Na senescéncia, na involugdo da glandula (um
processo que envolve remodulacdo tecidular e apoptose extensas), existe um aumento
marcado da expressdo do VDR nas células epiteliais, indicando um papel funcional para
0o VDR na apoptose fisiolégica. O VDR é expresso em baixos niveis na glandula
mamaria de ratos virgens e essa expressdo estd aumentada em resposta a hormonas que
induzem diferenciacdo, como o cortisol, a prolactina e a insulina [21]. Os niveis mais
altos de VDR na mama sdo observados durante a lactagdo, sendo maximos no terceiro
dia pds-parto, quando a concentracdo de célcio no leite é mais alta [20]. A concentragédo
de 1,25(0OH)2D circulante estd aumentada durante a gravidez e lactacdo e, como ja
referido, foi demonstrada a presenca de lo-hidroxilase no tecido mamaério normal,
sugerindo um papel para a 1,25(0H)2D na diferenciacdo e producdo lactea pela
glandula mamaria.

A anélise do desenvolvimento da glandula maméria de ratos VDR-Knock-Out (VDR-
KO) demonstrou um crescimento acelerado e maior ramificagcdo do que nos wild-type;
além disso, as glandulas de ratos VDR-KO exibiram aumento do crescimento em
resposta a estrogéneos exdgenos e progesterona [19,123]. Também se verificou uma
involucdo glandular atrasada nos ratos VDR-KO em relacdo aos wild-type [19] e uma
percentagem aumentada de lesbes mamarias pré-neoplasicas induzidas pelo
carcinogéneo quimico DMBA nas glandulas de ratos VDR-KO, comparada com ratos
wild-type [124]. Houve um aumento da incidéncia de desenvolvimento de tumores
mamarios com receptores de estrogéneos negativos em resposta a0 DMBA nestes ratos
VDR-KO, assim como tumores nos ganglios linfaticos e pele [125]. Varios estudos
demonstraram que uma grande proporcao de bidpsias de cancros da mama contém VDR
[126,127], parecendo haver uma associagdo entre os niveis de VDR e o prognostico, na
medida em que o status de receptor do tumor pode estar relacionado com a
sobrevivéncia livre de doenca [128,129]. O VDR ¢é expresso em muitas linhas celulares
de cancro da mama, tumores mamarios do rato induzidos por carcinogénios, tecido
mamario normal e cancros da mama. Mais, em tecidos de cancro da mama, foram
observados niveis mais elevados de RXR e VDR do que no tecido mamario normal
[33,130]. Ha autores que propdem que o complexo 1,25(0OH)2D-VDR induz um
programa de genes que suprime a proliferacdo e estimula a diferenciagdo na glandula
mamaria normal e que uma desregulacdo da expressdo génica mediada pelo VDR
possivelmente predispde as células para a transformacéo [44].

3.5. Accles da Vitamina D

A descoberta de que muitos tecidos e células no organismo contém um receptor de
vitamina D e de que varios possuem a maquinaria enzimética para converter a forma
priméaria em circulacdo de vitamina D, a 25(OH)D, para a forma activa, a 1,25(0OH)2D,
providenciou novos conhecimentos em relacdo as acgdes desta vitamina (Fig. 5).
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Figura 5. Acgdes da vitamina D

Classicamente, a vitamina D é considerada fundamental para a homeostasia do célcio e
salde do osso. O sistema endocrino da vitamina D € um componente essencial das
interac¢des entre 0 rim, 0 0sso, a glandula paratiroide e o intestino que mantém 0s
niveis de calcio extracelular dentro de limites apertados, um processo vital para a
fisiologia celular normal e a integridade do esqueleto [131]. A vitamina D aumenta as
concentracdes de calcio sérico através de trés mecanismos: primeiro, induz as proteinas
envolvidas na absorcdo intestinal do célcio; estimula também a absor¢do intestinal
activa do fosfato. Segundo, as concentragdes sanguineas do calcio mantém-se dentro
dos limites normais mesmo quando ndo ha ingestdo de calcio na dieta; quando ndo ha
absorcdo intestinal de calcio, a vitamina D estimula os osteoblastos a produzir o
receptor activator nuclear factor-KB ligand (RANKL) que estimula a osteoclastogénese
e activa os osteoclastos em repouso para a reabsorcdo Ossea [132]. Assim, a hormona
vitamina D tem um papel importante em permitir a mobilizagcdo do calcio do osso,
guando este esta ausente da dieta. Tanto a vitamina D como a hormona paratiroide séo
necessarias para esta mobilizacdo [82]. Terceiro, o tubulo renal distal é responsavel pela
reabsorcao do ultimo 1% do célcio filtrado e as duas hormonas interagem para estimular
a reabsorcao deste ultimo 1% de carga de calcio filtrado [133].

Em relacdo as ac¢des ndo classicas, evidéncias genéticas, nutricionais e epidemiologicas
associam anomalias no sistema endocrino da vitamina D a doencas ndo relacionadas
com a homeostasia do calcio, desde a hipertensdo até a susceptibilidade a infecgdes,
doengas autoimunes e cancro [134]. Os alvos para a vitamina D incluem o sistema
nervoso central, a pele e os foliculos pilosos, o sistema imune e as glandulas enddcrinas.
A nivel celular, a vitamina D afecta a proliferacdo, a diferenciacdo e a apoptose de
celulas normais e transformadas.
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3.5.1. Efeitos anti-proliferativos e pro-diferenciacéo:

O sistema 1,25(0OH)2D3 — VDR aprisiona o ciclo celular na transicdo G1-G0, através de
multiplos mecanismos. A progressdo através do ciclo celular € regulada pelas ciclinas e
pela sua associacdo com as cyclin dependent kinase (CDK) e os inibidores das CDK
(CKIs). A expressdo dos CKls p21 e p27 inibe a proliferacdo, em parte por induzir a
paragem do ciclo celular em G1 e saida do ciclo celular (GO0). Os inibidores das CDK
p2l e p27 sdo alvos genéticos do complexo 1,25(0OH)2D-VDR em muitos tipos
celulares [135,136], tendo sido identificado um VDRE no promotor da p21 [119]. A
1,25(0OH)2D induz a transcri¢cdo génica do CKI p21, o que parece ser suficiente para
parar 0 crescimento e promover a diferenciacdo em células da linha mondcito-
macrdfago; a activacdo da transcricdo do CDKN1A (que codifica o CKI p21) pelo
complexo 1,25(0OH)2D — VDR induz a saida do ciclo celular (diferenciacdo) e a
paragem do ciclo celular em células humanas mielomonociticas U937 [119]. A
1,25(0OH)2D induz também a sintese e/ou estabilizacdo do CKI p27 (codificado pelo
CDKN1B), através de interac¢fes do VDR-Spl no promotor da p27 e pela reducéo,
induzida pelo VDR, da actividade CDK2 e SKIP2, os principais factores responsaveis
pela degradacéo da p27 [137].

Um mecanismo adicional pelo qual os derivados da vitamina D podem influenciar o
crescimento das células tumorais é através da modulacéo da sinalizacdo dos factores de
crescimento. O complexo 1,25(0OH)2D —VDR bloqueia a sinalizacdo mitogénica dos
estrogéneos, do Epidermal Growth Factor (EGF), do Insulin-Like Growth Factor |
(IGF-1) e regula para cima factores de crescimento negativos como o Transforming
Growth Factor-B (TGF-B) [138-141].

3.5.2. Efeitos pré-apoptéticos:

Em associacdo aos efeitos anti-proliferativos, ha evidéncias crescentes de que a
1,25(0H)2D exerce efeitos anti-tumorais ao regular mediadores-chave da apoptose,
como a repressdo da expressdo das proteinas anti-apoptéticas Bcl2 e BelXL, e a inducdo
da expressdo de proteinas pré-apoptéticas, como a BAX, a BAK e a BAD. Além de
regular a expressdo da familia Bcl2, a 1,25(0OH)2D pode também activar directamente
as moléculas efectoras caspases, embora ndo seja claro se a apoptose induzida pela
vitamina € dependente das caspases [142]. Nos tecidos normais, as propriedades pro-
apoptoticas da 1,25(0OH)2D sdo criticas no controlo do crescimento hiperplasico. No
tecido mamario normal, o controlo da apoptose pelo complexo 1,25(0OH)2D — VDR
através da inducdo da caspase 3 e BAX é necessario durante a gravidez, lactacdo e
involugdo pods-lactagéo [123].

3.5.3. Efeitos anti-angiogénicos
A 1,25(0H)2D também tem efeitos directos sobre as células endoteliais, inibindo a

proliferacdo das mesmas e reduzindo a angiogénese in vivo, sendo este outro factor de
actividade anti-tumoral da vitamina D observado em modelos animais de cancro.
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3.5.4. Acgdes da vitamina D e cancro da mama

O papel protector da vitamina D no cancro foi sugerido por associa¢des epidemiologicas
fortes entre cancros da prostata, da mama e do célon e deficiéncia em vitamina D. Mais,
estudos usando sistemas modelo de carcinoma de células escamosas [28],
adenocarcinoma prostatico [29], cancro do ovario [30], cancro da mama [31] e cancro
do pulmdo [32] mostraram que a administracdo de 1,25(OH)2D ou analogos da
vitamina D apresentava efeitos anti-tumorais significativos. Foi demonstrado que a
1,25(0OH)2D e os seus analogos sintéticos inibem a proliferacdo de células de cancro da
mama in vitro e a progressao tumoral in vivo [33]. Estudos com animais também
suportam o conceito que a sinalizacdo da vitamina D reduz o desenvolvimento de
cancro mamario. Ratos alimentados com dietas pobres em vitamina D e célcio
desenvolveram hiperproliferagdo e/ou aumento da taxa de formacgdo de tumores no
colon, prostata e glandula mamaria [34]. A 1,25(0OH)2D induz paragem do ciclo celular,
diferenciacdo e apoptose em células de cancro da mama, tanto receptores de estrogéneos
positivas como negativas [24-27]. Os efeitos antiproliferativos de 1,25(0OH)2D resultam
de alteracGes em reguladores chave do ciclo celular que culminam na defosforilacdo da
proteina do retinoblastoma (pRb) e paragem em G0/G1.

O tratamento de células de cancro da mama humano MCF7 com 1,25(OH)2D aumenta a
expressdo do CDKN1A e do CDKN1B e reprime o CCND1 (que codifica a ciclina D1),
0 CCND3 (que codifica a ciclina D3), o CCNAL (que codifica a ciclina A1) e o CCNE1
(que codifica a ciclina E1), levando a inibicéo da actividade CDK e hipofosforilacdo do
pRb [143,144]. O tratamento de células de cancro da mama com receptores de
estrogénios positivos MCF-7 com 1,25(0OH)2D induz a paragem do ciclo celular em
GO0/G1, sendo este efeito acompanhado de aumento da expressdo de CKIs e de
fosforilacdo da proteina retinoblastoma [144]. Foi documentado o aumento da expressao
da p21, a nivel do RNAm e proteico, associada a paragem em G1 mediada pela
1,25(0OH)2D ou seus analogos sintéticos [145,146]. Os efeitos da 1,25(0OH)2D na p27
parecem variar com o tipo celular. Alguns estudos mostraram ndo haver variacdo nos
niveis de p27 em células MCF-7 humanas tratadas com 1,25(0OH)2D ou o seu anéalogo
EB1089 [136,144,145], mas outro estudo demonstrou um aumento deste inibidor [143].
Um aumento na expressao da p27 foi também observado em resposta ao tratamento com
0 analogo EB1089 nas células de cancro da mama BT20 e ZR-75-1 [136]. Muitos
estudos dos efeitos da vitamina D nas células de cancro da mama tém sido feitos em
células MCF-7 que sdo receptores de estrogénios positivas. A sensibilidade a
1,25(0H)2D e geralmente demonstrada como sendo maior em células de cancro da
mama que expressam receptores de estrogénios do que naquelas que ndo 0s expressam
[147]. No entanto, células de cancro da mama com resisténcia anti-estrogénica e células
negativas para receptores de estrogénios retém sensibilidade a paragem do ciclo celular
mediada pela 1,25(0OH)2D [148-150]. Tem sido demonstrado que a transcricdo de
varios outros genes é afectada pela 1,25(0OH)2D no cancro do c6lon, do ovario e células
leucémicas. Por exemplo, a activacdo do gene do growth arrest and ADN damage
(GADDA45) [151], que esta envolvido na resposta a lesdo do ADN, a repressao do
TYMS (que codifica a timidilato sintetase) [152] e do TK1 (que codifica a timidina
cinase), que estdo envolvidos na replicacdo do ADN, e a activagdo da familia INK4 de
inibidores ciclin D-dependent kinase, que medeiam a paragem do ciclo celular em G1
[153]. O tratamento com 1,25(OH)2D também resulta na repressdo do proto-oncogene
C-myc, o que contribui de forma significativa para os efeitos anti-proliferativos da
1,25(0OH)2D [144]. Embora pareca haver uma inibicdo da progressdo do ciclo celular
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das células tumorais tratadas com 1,25(OH)2D, a base molecular precisa para este efeito
difere de acordo com o tipo de célula tumoral, de tal forma que uma hipétese
unificadora em relagdo ao exacto mecanismo de perturbagédo do ciclo celular mediado
pela 1,25(0OH)2D ndo foi ainda possivel.

Nos tumores em que o crescimento € dirigido pelo aumento da expressdo do
Transforming Growth Factor a / Epidermal Growth Factor Receptor (TGFa / EGFR), a
1,25(0H)2D induz o sequestro do EGFR activado pelo ligando para dentro de
endossomas, reduzindo assim os sinais de crescimento do EGFR activado pelo ligando
na membrana celular, e a transactivacao, pelo EGFR, do gene da ciclina D1 no nucleo
[138]. Estd bem documentado que as células de cancro da mama elaboram e respondem
a uma variedade de factores de crescimento paracrinos/autocrinos. O analogo da
vitamina D, EB1089, consegue reverter os efeitos estimulatérios de crescimento do
EGF [154] e foi demonstrada regulacdo dos niveis do receptor de EGF pela
1,25(0H)2D [155]. Em muitas células epiteliais, incluindo as células de cancro da
mama, 0 TGF-B tem-se revelado um regulador negativo do crescimento e, assim,
espera-se que o aumento da actividade de TGF-B diminua o crescimento das células
tumorais mamarias. E interessante que tem sido demonstrado que a 1,25(0H)2D
aumenta a expressdo de TGF-B1 em células de cancro da mama [156]. Estudos in vitro
com células de cancro da mama BT-20 e MCF-7 demonstraram um aumento dose-
dependente no ARNm de TGF-B1 e na proteina TGF secretada no meio, em resposta
ao tratamento com 1,25(0OH)2D ou EB1089, sendo o andlogo mais potente [157]. O
IGF-1 é um mitogéneo potente e factor de sobrevivéncia para muitos tipos de células,
incluindo o epitélio mamario normal e as células de cancro da mama [158]. O IGF-I
contribui para a perda da regulacdo do crescimento, ao inibir a morte celular nas células
tumorais. Niveis altos de IGF-I plasmaticos estdo associados a um risco aumentado de
cancro da mama em mulheres pré-menopausicas [159] e o receptor de IGF-I apresenta
expressao aumentada em muitas linhas celulares de cancro da mama [160]. Estudos com
linhas celulares de cancro da mama indicaram que os compostos de vitamina D sé&o
capazes de bloquear os efeitos mitogénicos da IGF-1. Este efeito é acompanhado de uma
diminuig&o na proliferagdo e de um aumento na apoptose [161,162].

Tem sido reportado que a 1,25(0OH)2D diminui a expressdo de Bcl2 nos tumores
mamarios MCF7 e nas células leucémicas HL-60, e aumenta a expressdo de BAX e
BAK no cancro prostatico, no adenoma colo-rectal e em células de carcinoma [142]; nas
células MCF-7, induz a redistribuicdo da proteina BAX do citosol para a mitocondria
[27,163]. A 1,25(0OH)2D também aumenta as propriedades pro-apoptoticas e anti-
tumorais da radiacdo ionizante nas células tumorais mamarias MCF7 e a apoptose
induzida pelo TNF-a nas mesmas células, através de mecanismos caspase-dependentes
e independentes [164,165]. O TNF-a induz a apoptose nas células MCF-7 por uma via
bem definida que é despoletada pela activacdo do TNF-R1, um “death receptor” da
superficie celular, cuja sinalizagdo estd ligada a activagdo de caspases.Também foi
demonstrado que os compostos de vitamina D potenciam a apoptose induzida pela
adriamicina e pelo taxol, assim como pela radiacdo [166-168]. Outro mecanismo de
apoptose mediado pela 1,25(OH)2D no cancro epitelial do ovério foi proposto [169], no
qual a 1,25(0OH)2D desestabiliza 0 ARNm da transcriptase inversa da telomerase
(telomerase reverse transcriptase — TERT), induzindo assim a apoptose pela diminuicao
da actividade da telomerase.
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Em relagdo aos efeitos anti-angiogénicos da 1,25(0OH)2D [170,171], verificou-se que a
formacgdo de tubos de células endoteliais e o crescimento tumoral induzidos pelo
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) s&o inibidos in vivo pela administracéo de
1,25(0H)2D [172]. Observa-se uma inibicao significativa da metastizacdo em modelos
de prostata e pulméo tratados com 1,25(0OH)2D e estes efeitos podem ser, em parte,
devidos as accdes anti-angiogénicas [29,32]. Em células endoteliais derivadas de tumor
(TDECs), a 1,25(0OH)2D induz a apoptose e a paragem do ciclo celular, tendo sido
demonstrado que as TDECs podem ser mais sensiveis a vitamina devido ao
silenciamento epigenético do CYP24A1 [170,173].

Algumas celulas mamérias transformadas apresentam sensibilidade diminuida a
1,25(0H)2D, sugerindo que estas células desenvolvem mecanismos de resisténcia a
accdo da vitamina D. Vérios mecanismos foram identificados, incluindo perda da
expressao do VDR, alteracdo do co-reguladores transcripcionais e sobrexpressdo de
CYP24 [174-176]. Linhas celulares de cancro da mama foram seleccionadas pela sua
resisténcia a 1,25(0OH)2D in vitro e verificou-se que estas células retinham expressdo do
VDR mas exibiam alteracfes na expressdo de proteinas que favorecem a sinalizagdo no
sentido de crescimento autonomo e que diminuiem as vias de apoptose [177].

3.6. Subtipos Moleculares de Cancro da Mama

Os cancros que se desenvolvem na mama representam um grupo heterogéneo de
tumores, de subtipos bioldgicos distintos, tendo sido demonstrado serem diferentes em
termos de resposta a terapéutica e progndstico. Através da elaboracdo de perfis de
expressao genética, utilizando microarrays ADN, foram identificados cinco subtipos
moleculares de cancro da mama, luminal A, luminal B, normal breast-like, HER2+/RE-
(human epidermal growth factor receptor 2+ / receptores de estrogénios-) e basal-like,
estando os dois Ultimos associados a mau progndstico [36-38]. Temos dois subtipos de
tumores com receptores de estrogénios negativos, o basal-like e 0 HER2+/RE -, e pelo
menos dois tipos de tumores com receptores de estrogénios positivos, o luminal A e o
luminal B [36,37].

Os tumores basal-like tipicamente demonstram baixa expressdao de RE e HER2 e
exibem alta expressdo de genes caracteristicos da camada celular epitelial basal, como
as citoqueratinas 5, 6 e 17 [178]. Os tumores HER2+ estdo representados em dois
grupos distintos: os que sdo RE negativos, o subtipo HER2+/RE-, e 0s que sdo RE
positivos, o subtipo luminal B [36,37]. Um dos propositos da investigacdo pré-clinica e
clinica sobre o comportamento dos diferentes subtipos moleculares é a obtencdo de
tratamentos dirigidos, especificos para cada subgrupo, como, por exemplo, o tratamento
dos tumores com receptores de estrogéneos positivos com tamoxifeno, inibidores da
aromatase ou agonistas da gonadotropin — releasing hormone, ou o tratamento dos
tumores da mama que expressam HER2 com o anticorpo monoclonal transtuzumab.

Dado que nédo é praticavel realizar estudos de microarrays de forma corrente, foram
estabelecidos perfis imunohistoquimicos que se correlacionam com os padrdes de
expressao genética [179, 180]. Num desses estudos [179], os tumores foram
categorizados em subtipo luminal (ER+ e HER2-), subtipo HER2+ e subtipo basal-like
(RE-, HER2- e positivos para citoqueratinas 5 e 6 e/ou EGFR). O termo triplo-negativo
refere-se a tumores que ndo expressam receptores de estrogénio e progesterona nem
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HER?2, constituindo 10 a 15 % dos cancros da mama. Como um grupo, 0S cancros
basal-like correspondem a maioria (70 a 85%, dependendo dos autores) do subgrupo
triplo-negativo [36, 181, 182]. Alguns autores consideram mesmo serem 0S tumores
triplo-negativos o mesmo grupo de tumores que sdao definidos como subtipo basal-like
[183], tendo obtido 91% de correspondéncia entre as duas entidades no estudo que
realizaram. Entretanto, estes achados sdo controversos [184]. Ha uma heterogeneidade
significativa e uma sobreposicdo consideravel entre o subgrupo triplo-negativo
(definido por critérios imunohistoquimicos) e o subgrupo basal-like (definido por
estudos de microarrays); ha cancros basal-like que expressam receptores de estrogénios
ou HER2 e ha cancros triplo-negativos que podem ter perfis de expressdo genética do
subtipo normal breast-like [178,179,185].

3.6.1. Factores de risco e caracteristicas clinicas dos subtipos moleculares de tumores
mamarios

Os tumores triplo-negativos tém sido caracterizados por varios factores clinico-
patoldgicos agressivos, como, por exemplo, aparecimento em idades mais jovens,
tumores de maior tamanho e com menor diferenciacdo. Num estudo populacional do
California Cancer Registry [186], em mais de 50000 mulheres, 12,5% foram
identificadas como apresentando tumor triplo-negativo. Estas doentes eram
significativamente mais provaveis de ter menos de 40 anos e de serem de raca negra.
Independentemente do estadio ao diagndstico, as doentes com tumores triplo-negativo
apresentaram pior sobrevivéncia e as mulheres de raca negra com tumores triplo-
negativos em estadio avancado tiveram o pior prognostico, com uma sobrevivéncia aos
5 anos de apenas 14%. A relacdo entre este tipo de tumores e a raca tem sido
demonstrada em vérios estudos. No Carolina Breast Cancer Study [180] de
aproximadamente 500 cancros da mama, os tumores basal-like eram significativamente
mais frequentes em mulheres americanas de origem africana do que nas outras (26%
versus 16%) e nas pré-menopausicas em relacdo as pds-menopausicas (24% versus
15%).

Vérios estudos epidemioldgicos permitiram conhecer alguns factores de risco
associados aos varios subtipos de cancros da mama. Uma nova avaliacdo de 1400 casos
de cancro da mama do Carolina Breast Cancer Study [187] revelou que, comparados aos
tumores luminal A (RE + e/ou RP + e HER2 -), os tumores basal-like eram mais
provaveis de aparecer em mulheres com menarca mais precoce, maior paridade, idade
mais jovem na primeira gravidez a termo, menor duracdo da amamentacdo e maior
indice de massa corporal, especialmente, entre as doentes pré-menopausicas. Noutro
estudo [39], verificou-se que 0s tumores basal-like estavam relacionados com a menarca
precoce (com uma marcada reducdo do risco com o aumento da idade da menarca) e
com um alto indice de massa corporal entre as mulheres pré-menopausicas (nas
mulheres pré-menopausicas, um maior indice de massa corporal estava associado a um
risco reduzido de tumores do tipo luminal mas néo do tipo basal), enquanto que os
tumores luminal A estavam associados a primiparidade tardia. Parece que os factores de
risco do cancro da mama variam de acordo com o subtipo de tumor.

Em relacdo as caracteristicas clinicas e historia natural, h4 evidéncias crescentes que
indicam que o tumor triplo-negativo apresenta um comportamento clinico diferente dos
outros tipos, mais agressivo, com um risco de recorréncia e morte superior. Os tumores
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basal-like e HER2 + s&o mais vezes pouco diferenciados quando comparados com 0s
luminais, sendo a sobrexpressdo de HER2 factor de mau prognéstico [39]. O tipo
luminal A apresenta o melhor progndstico [36, 37]. Foi publicado um estudo [40] com
1601 doentes com cancro da mama, dos quais, 180 (11,2%) eram triplo-negativos, tendo
sido concluido que, nestes, a idade média ao diagnéstico era mais baixa, mais
frequentemente apresentavam ganglios positivos, apresentavam maior probabilidade de
recorréncia a distancia e morte e o padrdo de recorréncia a distancia era diferente do dos
outros tipos de cancro da mama (o risco de recidiva apresentava um pico aos 3 anos do
diagndstico e depois declinava rapidamente, enquanto que nos outros tipos o risco de
recorréncia é constante ao longo do tempo). Além do padrdo distinto da altura da
recorréncia, tem sido reconhecido que o tumor triplo-negativo apresenta padrdes Unicos
de local de recidiva, predominando as metastases viscerais mais agressivas, sendo
menos frequentes as metastases 6sseas. Num estudo recente [41], as metéstases Gsseas
ocorreram mais frequentemente nos subtipos luminais e menos nos fendtipos basal-like,
ao contrario das metastases pulmonares, que foram mais frequentes nos basal-like.
Também se verificou uma predileccdo pelo cérebro como local de recidiva entre os
tumores triplo-negativos. A incidéncia aumentada de metéstases cerebrais nas doentes
com tumores HER2 positivos estd também bem documentada. Estudos recentes
evidenciaram a frequéncia e agressividade das metéastases cerebrais no cancro triplo-
negativo, com um estudo a revelar ser o estado triplo-negativo o maior factor de risco
para o desenvolvimento deste tipo de recidiva, sendo superior ao estado HER2 positivo
[42].
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1. Populagéo

A populacdo do estudo consistiu nas doentes admitidas na Consulta de Grupo
Oncoldgico de Mama da Unidade de Senologia do Hospital de S&o Marcos com o
diagndstico de cancro da mama, durante o periodo de um ano, entre 1 de Setembro de
2008 e 31 de Agosto de 2009. Foram incluidas 87 doentes de um modo prospectivo,
com um total de 88 cancros da mama (uma das doentes apresentou tumor bilateral
sincrono com dois tumores histologicamente distintos). Estas doentes tiveram
diagnédstico comprovado por exame histopatoldgico de carcinoma invasivo da mama e
ndo tinham sido ainda submetidas a qualquer tratamento.

O projecto foi aprovado pela Comissdo de Etica Hospitalar do Hospital de Sdo Marcos;
todas as doentes foram elucidadas sobre o estudo e concordaram em participar,
assinando o termo de consentimento informado.

4.2. Recolha e Tratamento de Dados

Foi obtida informacéo a partir do processo clinico, ou por inquérito as doentes, acerca
da idade, idade da menarca, paridade, amamentacdo, idade da menopausa, uso de
contraceptivos orais ou de terapéutica hormonal de substituicdo, antecedentes pessoais e
antecedentes familiares de doenca oncoldgica.

A colheita das amostras do sangue periférico foi realizada ap6s o diagnéstico de cancro
da mama, estabelecido histolégicamente por bidpsia de agulha grossa, e antes da
realizacdo de qualquer tratamento. Foram obtidos 10 ml de sangue periférico que foi
centrifugado, sendo o soro e o plasma armazenados em congelador a —20° C até ao
momento do doseamento sérico da vitamina D. Foi devidamente registado o més da
colheita.

As determinac6es da 25(OH)D foram realizadas de uma s6 vez, no Servico de Patologia
Clinica do Hospital de S&o Marcos. Para a determinacdo quantitativa da 25(OH)D, foi
utilizada a técnica de imunoensaio de electroquimioluminescéncia Elecsys, no soro das
doentes (Roche Elecsys Systems, Mannheim, Germany). O método consiste num ensaio
competitivo, no qual a DBP (vitamina D - binding protein) € inactivada durante a
incubacdo e é usado um anticorpo policlonal dirigido a 25(OH)D, permitindo a sua
deteccdo num analisador de imunoensaio. O analizador usado foi o Cobas e 411, Roche
Diagnostics Systems. O ensaio dura cerca de 18 minutos e apresenta um dominio de
deteccédo de 4 a 100 ng/ml. A concentragdo final de 25(OH)D no soro foi expressa em
ng/ml.

A avaliacdo do fenotipo tumoral foi obtida a partir dos registos do resultado anatomo-
patolégico da biopsia com agulha grossa ou da peca operatoria. A expressdo dos
receptores hormonais e de Ki67 foi avaliada por imunohistoquimica (IHQ). Os blocos
de parafina foram desparafinizados, rehidratados e sujeitos a incubacdo em panela de
pressdo em solucdo de &cido citrico a pH 6 durante 9 minutos, para recuperacdo dos
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epitopos. Em seguida, foram incubados com o0s anticorpos para 0S receptores de
estrogenios (clone 1D5, 1:50, Dako), para os receptores de progesterona (clone 1A6,
1:10, Dako) e para o Ki67 (clone MIB-5, 1:50, Dako). A localizacdo dos anticorpos foi
realizada usando o método de streptavidina biotina. A expressdo dos receptores foi
considerada positiva quando mais de 10% das células coraram. Considerou-se tumor
com alta expressdo de Ki67 quando a marcacdo pela IHQ ocorreu em pelo menos 25%
das células (para um minimo de 500 células avaliadas) e o tumor com menos de 25% de
células coradas para o Ki67 foi considerado como tumor com baixa expressao de Ki67.
A expressdao de HER2 foi analisada por IHQ usando o anticorpo anti-HER2 (clone
CB11, 1:40, Novocastra), apos recuperacdo dos epitopos. O HER2 foi considerado
positivo com imunoreactividade 3+ (reactividade forte difusa em mais de 30% das
células tumorais) ou por amplificacdo por FISH (fluorescence in situ hybridization).
Todos os casos 2+ por IHQ foram confirmados por FISH. Um resultado de FISH
equivoco (ratio 1,8-2,2) foi considerado como negativo para HER2. Considerou-se a
expressdo de RE, RP e HER2 e classificaram-se os tumores de acordo com: RE+ e/ou
RP+, tumores do tipo luminal; RE-, RP- e HER2+, tumores com sobrexpressdo HERZ2;
RE-, RP- e HER-, tumores do tipo triplo-negativo. Foram também considerados o grau
de diferenciacdo tumoral, o tamanho do tumor e a presenca ou ndo de metastases
ganglionares.

4.3. Andlise Estatistica

Inicialmente, foi realizada a andlise descritiva da populacéo, estratificada em trés grupos
de doentes (subtipos de cancro da mama) que foram caracterizados através do célculo
da média, mediana e desvio padrao e através do calculo da frequéncia de caracteristicas
clinico-patoldgicas relevantes. Em relacdo a variavel dependente da investigacdo, foi
realizada a analise da normalidade e da homogeneidade da amostra, utilizando os testes
de Kolmogorov-Smirnov e de Levene, respectivamente, e foi feita a andlise da
assimetria e achatamento da distribuicdo, através dos testes de Skewness e de Kurtosis
respectivamente. Foi considerado que quando estes valores ndo estdo compreendidos
entre —1 e 1, violam a normalidade.

Para a analise inferencial, quando foi testada a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os subtipos de cancro da mama em relagdo as
caracteristicas clinico-patoldgicas, foi usado o teste estatistico de analise de variancia
One-way ANOVA para as variaveis continuas e o teste do Qui Quadrado ou o teste de
Fisher para as variaveis nominais. Para testar a existéncia de diferencas entre o0s
subtipos em relacéo a variavel dependente (niveis de vitamina D), foi usado o teste One-
way-ANOVA. De modo a verificar quais as diferencas que se estabeleciam entre os
grupos das variaveis independentes estudadas, foi utilizado o teste estatistico post-hoc
de Holm-Sidack . Para testar os niveis de vitamina D em relacdo as caracteristicas
patolégicas do tumor, foi usado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney em dois
grupos independentes, e foi usado o teste estatistico de andlise de variancia One-way
ANOVA em trés ou mais grupos independentes. O nivel de significancia foi mantido
em 5% para todos os procedimentos estatisticos realizados (p<0,05). Todos os testes
foram realizados utilizando o programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versao 17.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1 Anélise Descritiva

Foram obtidos os niveis séricos de 25(OH)D correspondentes a 88 cancros da mama
diagnosticados no periodo de um ano na Unidade de Senologia do Hospital de S&o
Marcos. A idade mediana da populacdo foi de 58 anos, com um minimo de 19 e um
méaximo de 84 (DP 14,4), sendo 34,52 % das doentes pré-menopausicas e 65,48 % pos-
menopausicas.

Do total de tumores, 63 (72%) foram classificados como tumores do subtipo luminal, 18
(20%) como tumores com sobrexpressaio HER2 (HER2) e 7 (8%) como tumores do
subtipo triplo-negativo (TN) (Fig. 6).

B Luminal
B Triplo negativo

HER2

Figura 6. Classificacdo molecular dos tumores mamarios

Nos diversos subtipos tumorais, foi calculada a mediana da idade das doentes, da idade
da menarca, da idade da menopausa e a média da paridade. A diferenca entre os valores
nos grupos ndo foi estatisticamente significativa (p= 0,78; 0,84; 0,97; 0,26,
respectivamente) (Tabela 1).

Luminal Triplo Negativo Her?2 p
Idade 58,0 (19-83) 64,0 (38-79) 57,5 (32-84) ns
Menarca 13,0 (11-19) 13,5 (11-17) 13,0 (11-18) ns
Menopausa 50,0 (38-57) 51,0 (42-53) 49,5 (39-56) ns
Paridade 2,21x2,12 (0-10) 3,29+3,25 (0-10) 3,31+3,32 (0-11) ns

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos grupos em estudo: mediana, valor maximo e
minimo (excepto, paridade: média £ DP, valor maximo e minimo)
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Em relacdo ao estado da menopausa, 63,3%, 71,4% e 70,6% eram pds-menopausicas
nos grupos luminal, TN e HER2, respectivamente (Fig. 7).
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Figura 7. Estado da menopausa nos subtipos moleculares de cancro da mama

O uso de contraceptivos orais (CO) foi verificado em 16 doentes do grupo luminal
(35,6%), em 3 doentes do grupo TN (60%) e em 6 doentes do grupo HER2 (42,9%),
com uma meédia de duragéo do uso de 10,29 anos (Fig. 8).
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Figura 8. Uso de contraceptivos orais nos subtipos moleculares de cancro da mama
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Cinco doentes (7,9%) referiram o uso de terapéutica hormonal de substituicdo (THS) no
grupo de tumores luminais, 2 doentes (28,6%) no grupo TN e uma doente (5,6%) no
grupo de tumores HER2 (Fig. 9). N&o foi possivel obter informag&o fivel em relagdo
ao uso de THS em 9, 0 e 5 doentes, respectivamente nos grupos referidos, por
desconhecimento das doentes. A média de duracdo do uso de THS foi de 6,16 anos.
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Figura 9. Uso de terapéutica hormonal de substituicdo nos subtipos moleculares de
cancro da mama

No presente estudo, verificou-se que 29 (61,7%), 5 (83,3%) e 11 (78,6%) doentes
apresentaram antecedentes de amamentagdo nos grupos luminal, TN e HER2,
respectivamente (Fig. 10). A média de duracdo da amamentacdo de 11,45 meses.
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Figura 10. Antecedentes de amamentagéo nos subtipos moleculares de cancro da mama
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Em relacdo aos antecedentes pessoais de cancro, 3 doentes apresentaram historia de
cancro da mama, duas no subgrupo luminal e uma no subgrupo HER2. Uma doente do
subgrupo HER2 apresentou antecedentes de carcinoma gastrico. As doentes com
antecedentes familiares de cancro corresponderam a 21,6% do total. Seis doentes
referiram antecedentes familiares mdltiplos de cancro, 3 no subgrupo luminal e 3 no
subgrupo HER2. Treze doentes apresentaram historia familiar de cancro da mama,
correspondendo a 14,7% do total de doentes do estudo e a 56,5% do total de doentes
com antecedentes familiares de cancro. Destas 13 doentes, 6 referiram cancro da mama
em familiares do 1° grau (mée, irma e filha), trés no subgrupo luminal, dois no subgrupo
HER2 e uma no subgrupo TN. Tumores com outra localizacdo foram referidos por
11,4% das doentes, correspondendo a 43,5% do total de doentes com antecedentes
familiares de cancro. As localizagcBes mais frequentes foram o célon (3 doentes), o
corpo uterino (2 doentes) e o pulmao (2 doentes).

5.2 Andlise das Caracteristicas Patoldgicas do Tumor nos Subtipos de Cancro da Mama

Nenhum dos tumores dos subtipos TN e HER2 apresentou grau histolégico de
diferenciacdo 1, enquanto este foi observado em 23,8% dos tumores do tipo luminal. O
grau histoldgico de diferenciacdo 2 foi observado em 36 tumores luminais (57,1%),
num tumor triplo negativo (14,3%) e em 7 tumores HER2 (43,8%). O grau de
diferenciacdo histolégico 3 foi mais frequente nos tumores dos subtipos TN e HER2
(85,7% e 56,2%, respectivamente) do que no tumores do subtipo luminal (19%) (Fig.
11), sendo a diferenca estatisticamente significativa.

100 ~ El Grau 1l
[ Grau 2
r*— @ Grau 3
80 A
Anova (p<0,005)
~_ * -
S 60 - r*— vs Luminal
%)
2
c
S
a 401
20
O - T T
Luminal Triplo negativo Her2
Subtipos

Figura 11. Distribuicdo do grau tumoral nos subtipos moleculares de cancro da mama
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Quando se analisou o indice de proliferacdo do tumor, através da expressdo de Ki67,
verificou-se que 100% dos tumores TN apresentaram Ki67 alto, assim como 88,2% dos
tumores HER2 e 55,9% dos tumores luminais. Quando foi testada a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas entre os subtipos de cancro da mama em
relacdo a expressdo de Ki67, verificou-se existirem essas diferencas entre o grupo dos
tumores luminais e os outros dois grupos. A diferenca entre o grupo dos tumores TN e 0
grupo dos tumores HER2 ndo foi estatisticamente significativa a um nivel de
significancia de 5% (Fig. 12).
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Figura 12. Distribuicdo do nivel de expressdo de Ki67 nos subtipos moleculares de
cancro da mama

Tumores com dimensdes iguais ou superiores a 2 cm (T > 2 c¢cm) foram observados em
50,8% dos tumores do tipo luminal, em 42,9% dos tumores TN e em 38,9% dos tumores
HER2 (Fig. 13). Ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.
As doentes submetidas a quimioterapia primaria, prévia a cirurgia, ndo foram incluidas
na avaliagdo do tamanho do tumor nem na avaliacdo da presenca de metéstases
ganglionares, dada a influéncia do tratamento nestas caracteristicas. S&o0 um grupo de
doentes com estadios clinicos avangados, constituido por 2 doentes do grupo luminal
(3,2%), 1 doente do grupo TN (14,3%) e 5 doentes do grupo HER2 (27,7%).
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Figura 13. Distribui¢do do tamanho do tumor nos subtipos moleculares de cancro da
mama. Sem informac&o: doentes submetidas a quimioterapia primaria.

Quando se analisou o0 estado dos ganglios axilares, verificou-se a existéncia de
metastases ganglionares em 32 doentes (50,8%) do grupo luminal, em 3 doentes
(42,9%) do grupo TN e em 8 doentes (44,4%) do grupo HER2 (Fig. 14). N&o houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em relacdo a este parametro.
Como ja referido, as doentes submetidas a quimioterapia primaria, prévia a cirurgia, ndo
foram incluidas nesta avaliacéo.
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Figura 14. Distribuicdo do estado ganglionar nos subtipos moleculares de cancro da
mama. Sem informacéo: doentes submetidas a quimioterapia primaria.
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5.3 Anélise da Relagéo dos Niveis Séricos de 25-hidroxivitamina D com os Subtipos de
Cancro da Mama e com as Caracteristicas Patologicas do Tumor

Foi realizado o célculo da média e desvio padrdo dos niveis séricos de 25(OH)D nos
varios subtipos tumorais: o subtipo luminal apresentou um nivel sérico médio de 25,0
ng/ml £ 5,49, o subtipo TN um nivel de 24,62 ng/ml + 6,47 e o subtipo HER2 um nivel
de 30,52 ng/ml + 7,96. O teste de analise de variancia revelou que 0s grupos séo
diferentes entre si a um nivel de significancia de 0,004. O teste post-hoc de Holm-
Sidack demonstrou que existe uma diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
do subtipo HER2 e o grupo luminal (p=0,008) e que existe uma tendéncia para haver
diferenca entre o grupo do subtipo HER2 e o grupo do subtipo TN (p=0,07). N&o existe
diferenca nos niveis de 25(OH)D entre os grupos luminal e TN (Fig. 15).
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Figura 15. Niveis séricos de 25(OH)D nos subtipos moleculares de cancro da mama
(média + erro padrdo).

Foram considerados niveis inferiores a 21 ng/ml como deficientes, niveis
compreendidos entre 21 e 29 ng/ml como insuficiéncia relativa e niveis superiores a 29
ng/ml como adequados. Com base nestes valores de referéncia, foi calculada a
frequéncia de doentes com niveis séricos deficientes e com niveis de insuficiéncia
relativa de 25(OH)D, e verificou-se que 23,8% do grupo luminal, 28,6% do grupo TN e
5,6% do grupo HER2 apresentaram niveis séricos de 25(OH)D deficientes e que 81%,
71,4% e 50% apresentaram niveis de insuficiéncia relativa respectivamente nos grupos
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luminal, TN e HER2. A diferenca entre os grupos foi estatisticamente significativa
(Fig.16).
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Figura 16. Niveis séricos de deficiéncia (< 21) e de insuficiéncia relativa (< 29)de
25(0H)D (ng/ml) nos subtipos moleculares de cancro da mama.

N&o h& diferencas estatisticamente significativas nos niveis séricos de 25(OH)D entre 0s

tumores com grau histoldgico 1, 2 e 3, cujo valor médio é, respectivamente, 23,9 ng/ml,
25,7 ng/ml e 27,9 ng/ml (Fig 17).
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Figura 17. Relacéo entre os niveis séricos de 25(0OH)D e o grau histolégico.
(média % erro padréo).
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Em relagdo a expressdo de Ki67, verificou-se um nivel médio de 25(OH)D de 23,9
ng/dl nos tumores com expressdo baixa de Ki67 e de 25,7 ng/ml nos tumores com
expressdo alta. A diferenca € estatisticamente significativa (p=0,02) (Fig. 18).
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Figura 18. Relacdo entre os niveis séricos de 25(OH)D e o nivel de expressao de Ki67
(média % erro padréo).

Quando se testou a existéncia de diferencas nos niveis de 25(OH)D entre tumores com
dimens@es inferiores a 2 cm e tumores com tamanho igual ou superior a 2 cm,
verificou-se que a diferenca ndo era estatisticamente significativa (Fig. 19), sendo a
média do valor de 25(OH)D de 24,9 ng/ml e 26,7 ng/ml, respectivamente.
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Figura 19. Relacdo entre os niveis séricos de 25(OH)D e o tamanho do tumor (cm)
(média % erro padréo).
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O nivel médio de 25(OH)D foi de 26,5 ng/ml e de 25,3 ng/ml, na auséncia e na presenca
de metastases ganglionares, respectivamente. A diferenca ndo é estatisticamente
significativa (Fig. 20).
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Figura 20. Relacdo entre os niveis séricos de 25(OH)D e a invasdo ganglionar
(média + erro padréo).
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CAPITULO 6. DISCUSSAO

O cancro da mama ndo é mais visto como uma entidade Unica, mas sim como uma
doenca multifacetada, composta por varios subtipos bioldgicos distintos com uma
historia natural propria e com um espectro variado de caracteristicas clinicas e
patoldgicas, com diferentes implicacdes terapéuticas e prognosticas [36-38]. Estes
subtipos podem ser categorizados em tumores que expressam receptores de estrogénios
(RE) e/ou receptores de progesterona (RP) (subtipo luminal) e em tumores que nao
expressam esse receptores, sendo estes Ultimos subdivididos, de acordo com a expressdo
de HER2, em tumores do subtipo triplo-negativo (RE, RP e HER2 negativos) e em
tumores do subtipo com sobrexpressdo de HER2 (RE e RP negativos e HER2 positivo)
[179]. Neste trabalho, do total de tumores, 63 (72%) foram classificados como tumores
do subtipo luminal, 18 (20%) como tumores com sobrexpressdo HER2 (HER2 positivo)
e 7 (8%) como tumores do subtipo triplo-negativo (TN).

Os tumores do subtipo TN e do subtipo HER2 positivo apresentam comportamentos
clinicos diferentes dos tumores do subtipo luminal, sendo mais frequentemente tumores
pouco diferenciados, diagnosticados em estadios clinicos mais avancados e
apresentando maior probabilidade de recorréncia a distancia e morte [39-42]. O presente
estudo confirmou essa diversidade biologica do cancro da mama, revelando associacdes
com significado estatistico entre certas caracteristicas patolégicas do tumor e o0s
diferentes subtipos moleculares de cancro da mama. Os tumores do subtipo TN e do
subtipo HER2 positivo foram mais frequentemente de alto grau histoldgico e
apresentaram maior indice de proliferacdo em relacdo aos tumores do subtipo luminal.
Em relagdo ao tamanho do tumor e ao estado dos ganglios axilares, ndo se verificou
nenhuma associacdo com significado estatistico com nenhum dos subtipos de cancro da
mama, mas convém realcar que 14,3% das doentes com tumores TN e 27,7% das
doentes com tumores HER2 positivo ndo foram incluidas nesta avaliacdo por
apresentarem estadios clinicos avancados (nomeadamente, tumores de grande tamanho,
tumores inflamatorios e/ou tumores com metastases ganglionares) e terem sido
submetidas a quimioterapia neoadjuvante, o que altera as caracteristicas destas variaveis
na peca operatoria.

O objectivo principal do estudo foi verificar se existia diferenga entre os subtipos de
cancro da mama em relacdo aos niveis séricos de 25-hidroxivitamina D, o marcador do
status corporal de vitamina D. Numerosos estudos epidemioldgicos relacionam a
deficiéncia de vitamina D com varios tipos de cancro, incluindo o cancro da mama [8-
18]. Neste trabalho, verificou-se uma elevada prevaléncia de niveis insuficientes ou
deficientes de vitamina D nas doentes com cancro da mama, particularmente nos
subtipos luminal e TN. Consideraram-se niveis inferiores a 21 ng/ml como deficientes,
niveis compreendidos entre 21 e 29 ng/ml como insuficiéncia relativa e niveis
superiores a 29 ng/ml como adequados [35,55,56], e, com base nestes valores de
referéncia, verificou-se que 23,8% do grupo luminal, 28,6% do grupo TN e 5,6% do
grupo HER positivo apresentavam niveis séricos de 25(OH)D deficientes e que 81%,
71,4% e 50% apresentavam niveis de insuficiéncia relativa respectivamente nos grupos
luminal, TN e HER2 positivo. No cancro da mama, estudos recentes demonstraram que
niveis deficientes de vitamina D se associam a tumores com menor diferenciacdo, com
maior taxa de metastizacdo e de recorréncia a distancia e sobrevivéncia menor
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[35,10,11,17,18]. Os tumores do tipo triplo-negativo assim como 0s tumores com
sobrexpressdo HER2 sdo tumores muito agressivos com menor taxa de sobrevivéncia,
logo, seria de esperar uma associacao entre estes subtipos de tumor e niveis deficientes
de vitamina D. Isso ndo se verificou neste estudo. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no nivel médio de 25(OH)D entre os subtipos luminal e TN.
Inesperadamente, o0 grupo do subtipo HER2 positivo apresentou niveis séricos de
25(0H)D superiores em relagdo aos outros grupos. A diferenca em relagdo ao subtipo
luminal foi estatisticamente significativa e o estudo mostrou uma tendéncia para existir
também diferenca em relacdo ao subtipo TN. O estudo revelou que, no subtipo HER?2
positivo, apenas 5,6% das doentes apresentaram niveis deficientes de 25(OH)D e apenas
50% apresentaram uma insuficiéncia relativa.

Estes resultados levantam novas questfes. Pode-se especular que existe, neste tipo de
tumores do subtipo HER2 positivo, algum mecanismo de resisténcia nas células
tumorais contra as ac¢@es anti-neoplasicas da vitamina D. Podera existir algum tipo de
bloqueio na entrada da vitamina na célula ou podera haver algum tipo de inibi¢do da
bioactivacéo local da vitamina. Dessa forma, este tipo de tumores podera desenvolver-
se em individuos com niveis normais de vitamina D. Foi demonstrado que algumas
linhas celulares do cancro da mama apresentam sensibilidade diminuida aos efeitos anti-
neoplasicos da vitamina D [174-177], tendo esta sensibilidade reduzida sido relacionada
com alteragfes nas enzimas do metabolismo da vitamina D ou com alteragfes na
expressao ou funcdo do VDR. Num desses estudos [174], a expressdao de VDR era
semelhante entre as linhas celulares sensiveis e resistentes a vitamina D, mas as células
sensiveis a vitamina D mostraram um aumento da actividade de ligacdo a um VDRE,
enquanto que nas células resistentes ndo foi observada activacdo do VDRE em resposta
a 1,25/0H)2D3. Outro estudo sugeriu que as células resistentes as ac¢bes da vitamina D
teriam um VDR funcional mas que este ndo estaria acoplado a uma via apoptética
funcional [176]. Um estudo mais recente [177] identificou uma série de proteinas que
estavam expressas de uma forma diferente entre linhas celulares sensiveis e resistentes a
vitamina D. As fun¢des da maioria dessas proteinas alteradas estavam relacionadas com
os efeitos anti-proliferativos e pré-apoptéticos da 1,25(0OH)2D, por exemplo, proteinas
envolvidas na inducdo da apoptose, na sinalizacdo mitogénica e no ciclo celular A
exposicdo a vitamina D é um factor facilmente modificavel; uma maior exposicéo a luz
solar ou uma maior ingestdo de vitamina D pode reduzir o risco de cancro da mama [65-
67,72-74]. Provavelmente, nas doentes com tumores do tipo HER2 positivo, a
suplementacdo com vitamina D ou com analogos da vitamina D ndo trara beneficios, ao
contrario do que se pode esperar nos tumores dos subtipos luminal e TN.

Secundariamente, avaliou-se se havia diferengas nos niveis de 25-hidroxivitamina D em
relacdo as caracteristicas patologicas de mau prognostico do tumor. Apenas se verificou
existir diferenca com valor estatistico no nivel médio de 25(OH)D entre os tumores com
expressao baixa e alta de Ki67, tendo estes Gltimos revelado maiores niveis de vitamina
D. Isto explica-se pela elevada prevaléncia de tumores com alta expressdao de Ki67 no
subtipo HER2 positivo.
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CAPITULO 7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam que as doentes com cancro da
mama apresentam uma elevada prevaléncia de deficiéncia de vitamina D e que o cancro
da mama é constituido por uma variedade de subtipos bioldgicos distintos com
caracteristicas proprias. Um dos subtipos, 0 HER2 positivo, apresentou-se com niveis
de vitamina D superiores aos outros subtipos, podendo ndo ser sensivel as ac¢des anti-
tumorais da vitamina D e desenvolver-se em individuos sem deficiéncia dessa vitamina.
Estes resultados precisam de ser confirmados com estudos futuros, eventualmente com
amostras maiores, e precisam de ser fundamentados com estudos a nivel celular e
molecular. Deve ser estudada, nos tecidos tumorais, a expressdo das proteinas-chave
envolvidas nas accBes locais da vitamina D, como a la-hidroxilase (responsavel pela
bioactivacdo da vitamina D), a 24-hidroxilase (responséavel pelo seu catabolismo), o
receptor da vitamina D e as proteinas que poderdo estar sob a influéncia da via de
sinalizacédo da vitamina D e que estdo envolvidas na proliferacdo celular e na apoptose.
E necessario estudar a expressdo destas proteinas nos diferentes subtipos moleculares de
cancro da mama para averiguar se algum deles apresenta um fen6tipo molecular de
resisténcia a vitamina D semelhante ao das linhas celulares de cancro da mama
resistentes a vitamina D.
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