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RESUMO

O cancer de mama ¢ o mais prevalente entre as mulheres em todo o mundo e a identificagdo
de fatores de risco € crucial para a sua prevencao e controle. A vitamina D (VitD) tem sido
considerada um fator de prote¢do, mas sua relagdo com qualquer aspecto da doenca
permanece controversa. O presente trabalho teve como objetivo geral determinar a
associacdo entre os niveis plasmaticos de VitD com a ocorréncia do cancer de mama. Foi
realizado um estudo transversal, de centro tnico, com 141 mulheres diagnosticadas com
cancer de mama e 239 mulheres no grupo controle, entre agosto de 2015 e agosto de 2018.
Foram dosados os niveis séricos de VitD e o perfil lipidico. Os dados clinicos e nutricionais
foram obtidos por meio de entrevistas e andlise de prontudrio. A média de idade das
participantes foi de 43,1 e 41,7 anos nos grupos casos e controle, respectivamente (p=0,103).
A dosagem sérica de VitD apresentou valor médio de 25.5 ng/ml e 31.0 ng/ml para caso e
controle (p<0,001), com variagdes em ambos os grupos ao longo do ano, sendo que os
valores maximos foram detectados entre os meses de agosto/setembro (57.1 ng/ml casos e
61.2 ng/ml controle). O ponto de corte para VitD, que discrimina a presenga e auséncia de
cancer de mama, foi igual a 27.45 ng/mL. A média de LDL-C foi maior no grupo caso
(121.4+32.8 mg/dL) em comparagdo ao grupo controle (110.7£29.5 mg/dL) (p=0.002),
enquanto HDL-C foi menor no grupo caso (47.6£10.6 mg/dL) em comparacdo ao grupo
controle (53,3+14.1 mg/dL) (p=0.001). Entre os hébitos avaliados, o consumo de bebida
alcodlica por semana foi significativamente superior no grupo casos (média de doses 5,3 x
2,7; p<0,001). Outras variaveis como, historico familiar para neoplasias, historico
ginecoldgico e alteragdes clinicas prévias foram analisadas, porém, nao apresentaram
diferengas estatisticas significativas. Na andlise multivariada a VitD mantém associagdo com
o grupo casos, independente das outras varidveis. Os resultados sugerem uma possivel
associagdo entre niveis mais baixos e a presenga do cancer de mama. Esses achados podem
ter implicagdes importantes para a estratégia de prevencao, reforcando o beneficio da
manuten¢do de niveis adequados de VitD além da possibilidade da identificagdo de um grupo
de risco.

Palavras-chave: cancer de mama; Vitamina D; prevencao primaria, fatores de risco.



ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent cancer among women worldwide and identifying risk
factors is crucial for its prevention and control. Vitamin D (VitD) has been considered a
protective factor, but its relationship with any aspect of the disease remains controversial.
This study aimed to determine the association between plasma levels of VitD with the
occurrence of breast cancer. A cross-sectional, single-center clinical study was conducted
with 141 women diagnosed with breast cancer and 239 women in the control group between
August 2015 and August 2018. Serum levels of VitD and lipid profile were measured.
Clinical and nutritional data were obtained through interviews and medical record analysis.
Appropriate statistical tests were used to compare groups, correlation coefficients, and
logistic regression models. The mean age of the participants was 43.1 and 41.7 years in the
cases and control groups, respectively (p=0.103). The serum VitD dosage presented mean
value of 25.5 ng/ml and 31.0 ng/ml for case and control (p<0.001), with variations in both
groups throughout the year, and the maximum values were detected between the months of
August/September (57.1 ng/ml cases and 61.2 ng/ml control). The cutoff point for VitD that
discriminates in the presence and absence of breast cancer was equal to 27.45 ng/mL. The
mean LDL-C was higher in the case group (121.4 32.8 mg/dL) compared to the control group
(110.7 29.5 mg/dL) (p=0.002), while HDL-C was lower in the case group (47.6 10.6 mg/dL)
compared to the control group (53.3 14.1 mg/dL) (p=0.001). Among the habits evaluated,
alcohol consumption per week was significantly higher in the cases group (mean doses 5.3
x 2.7; p<0.001). Other variables such as family history for neoplasms, gynecological history
and previous clinical changes were analyzed, but did not show significant statistical
differences. In multivariate analysis, VitD maintains association with the case group,
independent of the other variables. The results suggest an association between lower levels
and the presence of breast cancer. These findings may have important implications for the
prevention strategy, reinforcing the benefit of maintaining adequate levels of VitD in
addition to the possibility of identifying a risk group.

Keywords: Breast Cancer; Vitamin D; Primary Prevention; Risk Factors.



RESUMO POPULAR

O cancer de mama ¢ tipo de cancer que mais mata mulheres no mundo, por isso a
identificacdo de fatores de risco para o desenvolvimento da doenga ¢ primordial. Aqueles ja
identificados tém se mostrado ineficientes para mudar os resultados. Neste contexto, as
pesquisas t€m se voltado para descobrir novas associagdes com o cancer de mama, como a
vitamina D, cuja relacdo ainda se demonstra controversa. Foi realizado um estudo clinico
envolvendo 141 mulheres com cancer de mama (grupo caso) do Hospital Erasto Gaertner
que foram comparadas a 239 mulheres sem a doenga (grupo controle). Elas foram
submetidas a coleta de sangue para dosagem da Vitamina D. A média dos valores de dose da
vitamina nos grupos foi de 25,5 ng/ml e 31,0 ng/ml no grupo caso e controle,
respectivamente. Através e calculos matematicos encontrou-se que esses valores eram
diferentes entre si de uma forma significativa, ou seja, que os valores de vitamina D as
diferenciavam entre o grupo com cancer de mama e o grupo sem o cancer. O valor exato que
diferenciava os grupos foi de 27,45ng/ml, ou seja, mulheres com nivel igual ou superior a
este valor estavam mais relacionadas ao grupo sem cancer, enquanto as mulheres com nivel
inferior estavam relacionadas ao grupo com cancer. Esses resultados podem ajudar na
identificacdo de um grupo de risco para o desenvolvimento do cancer de mama, refor¢gando
o beneficio da manutencao de niveis adequados de vitamina D como forma de prevengao.



1. INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ o cancer mais frequente no mundo e o de maior incidéncia entre
as mulheres, sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma. E a quinta causa de morte
por cancer em todo o mundo, com 685.000 6bitos. Em 2020, foram estimados 2,3 milhdes
de casos novos no mundo, representando 11,7% de todos os casos de cancer, ultrapassando
o cancer de pulmao. Entre as mulheres, o cancer de mama ¢ responsavel por 1 em 6 mortes
por cancer, ocupando o primeiro lugar na mortalidade entre elas em 110 paises (SUNG et a/
2021).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), no Brasil sdo esperados mais
de 73.000 casos novos de cancer de mama para o tri€nio de 2023-2025, com um risco
estimado de 84,46 casos por 100 mil mulheres na Regido Sudeste, 71,44 na Regido Sul,
57,28 no Centro-Oeste; 52,20 no Nordeste; e 24,99 na Regido Norte (INCA, 2022). Em 2021
ocorreram 18.139 obitos por cancer de mama em mulheres no Brasil (BRASIL, 2022).

O rastreio do cancer de mama ¢ realizado em mulheres sem quaisquer sinais ou
sintomas. Os componentes do rastreamento mamario dependem da idade e de outros fatores,
como historico clinico e familiar, € podem incluir a avaliagdo da mama pelas mulheres,
encontros clinicos regulares, com avaliacdo de risco e exame clinico da mama. Os exames
de imagem para a triagem incluem a mamografia e, em casos selecionados, a ressonincia
magnética das mamas (NCCN, 2021b). Segundo o Colégio Brasileiro de Radiologia, para
mulheres com o risco populacional usual para o desenvolvimento do cancer, ¢ recomendado
o rastreamento anual com mamografia para as mulheres entre 40 e 74 anos de idade, sendo
que a partir dos 75 anos, recomenda-se manter o rastreamento se ndo houver comorbidades
que reduzam a expectativa de vida e que esta seja de pelo menos sete anos (URBAN et al.,

2023).



Ao contrdrio da imagem para rastreamento, a avaliacdo diagndstica ¢ usada para
caracterizar um achado clinico ou possivel anormalidade encontrada durante o exame de
rastreamento. A avaliacdo diagnostica pode incluir exame fisico e diagnostico por imagem,
que por sua vez, pode incluir mamografia, ultrassonografia e, as vezes, ressonancia
magnética das mamas. A eventual decisdo quanto a necessidade de biopsia ¢ baseada no
nivel de suspeita por imagem e/ou exame clinico (NCCN, 2021b).

A detecgdo precoce com os exames de imagem e 0s avangos no tratamento tem
reduzido as taxas de mortalidade, entretanto, ndo houve redu¢do na incidéncia do cancer de
mama nos ultimos 20 anos (SIEGEL et al., 2017). Isso destaca a necessidade de identificar
e implementar estratégias eficazes de redugdo dos fatores de risco para a diminui¢do das
taxas de incidéncia (MCDONNELL et al, 2018).

A vitamina D é uma vitamina lipossolivel que desempenha um papel na homeostase
do calcio e fosforo. Recentemente, algumas pesquisas tém relacionado a deficiéncia da
vitamina D a um risco aumentado para diabetes mellitus, doengas cardiovasculares e alguns
tipos de cancer como, colon, prostata e mama. Existem varios mecanismos pelos quais a
vitamina D influencia a histdria natural do cancer. Estes incluem o papel da vitamina D na
inducgdo de apoptose, estimulo da diferenciagao celular e inibicao da angiogénese (DE LA
PUENTE-YAGUE ef al, 2018). A deficiéncia de vitamina D € comum em pacientes com
cancer de mama e algumas evidéncias sugerem que o baixo status de vitamina D aumenta o

risco de desenvolvimento ou progressao da doencga (Welsh J, 2017).

2. JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ o principal problema de saude publica no mundo. Na maioria dos paises,
corresponde a primeira ou a segunda causa de morte prematura, antes dos 70 anos (SUNG

et al., 2022). Nos paises desenvolvidos, entre os principais fatores de risco apontados para



o desenvolvimento do cancer de mama, encontramos o estilo de vida, idade tardia do
primeiro filho e terapia de reposicdo hormonal (LEHMANN et al, 2015; TFAYLI et al.,
2010). Ja nos paises em desenvolvimento, as principais razdes para a alta incidéncia e
mortalidade sdo a falta de conscientizagdo ou conhecimento adequado sobre a doenga,
programas de rastreamento inadequados, diagnostico tardio e suporte médico insuficiente
(DA COSTA VIEIRA et al, 2017, SHULMAN et al., 2010).

Os dados epidemiologicos dos ultimos 50 anos demonstram a relagdo entre estilo de
vida, fatores ambientais e o surgimento do cancer (TORRE et al, 2012). Grandes variagdes
nos niveis de educacao, status econdmico, condigdes ambientais, habitos alimentares, fatores
de estilo de vida e outras praticas culturais causam diferenga na incidéncia de cancer de
mama em todo o mundo. Diferengas nos padrdes alimentares, consumo de alcool e dieta com
alta quantidade de carne vermelha também sdo responsaveis pela variagdo na incidéncia de
cancer de mama (GANDHI et al, 2017).

Pesquisas em laboratdrio e em animais apoiam um papel protetor para a vitamina D
na carcinogénese mamaria, mas estudos epidemiologicos tém sido inconclusivos
(VISVANATHAN et al, 2023). A forma biologicamente ativa da vitamina D regula a
diferenciagdo, proliferagdao e apoptose das células epiteliais, dando peso as evidéncias
clinicas que ligam a deficiéncia da vitamina D com a incidéncia e mortalidade por cancer de
mama. A deficiéncia de vitamina D tem sido identificada em pacientes com cancer de mama,
sugerindo que a vitamina possa contribuir para o desenvolvimento da doenga (SHENG et a/,
2018).

A associacao entre o cancer de mama e a vitamina D ndo esta clara na literatura, os
estudos até o momento se mostraram insuficientes e inconclusivos. Nossa hipotese ¢ de que
mulheres com cancer de mama apresentariam mais baixos niveis de 25(OH)D do que as

mulheres sem cancer de mama. Assim, a simples suplementacdo da vitamina D seria



importante no auxilio das estratégias de prevenga@o contra a doenga, visto que as existentes,
como redu¢do de peso e estimulo a atividade fisica, até o momento tém se demonstrado

insuficientes para melhora do cenério atual.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Céancer de mama e os fatores de risco

Atualmente o cancer de mama ¢ considerado uma doenca heterogénea, no qual
diferentes subtipos podem ser distinguidos com base na combinacao da proliferacao celular
e a presenca de receptores hormonais: receptor de estrogénio (RE), de progesterona (RP) e
receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) (ANDERSON et al,
2014). Os tumores podem entdo ser classificados de acordo com a presenga desses receptores
(Tabela 1) (GOLDHIRSCH et al, 2013). Os tumores positivos para hormonios sdo
comumente encontrados em cerca de 70% dos casos (SORLIE et al., 2001). Ja os tumores
que apresentam somente positividade para HER2, representam 10% de todos os canceres de
mama; e, por fim, os tumores triplo-negativos, definidos pela auséncia de RE, RP e HER2
(PENAULT-LLORCA et al., 2012), representam 10-20% de todos os diagnoésticos

(ANDERSON et al, 2014).

Tabela 1. Classificagdo imunoistoquimica dos tumores mamarios

Classificacao Receptores expressos
Luminal A RE+/RP>20% e Ki67<14%
Luminal B RE+/RP<20% ou RE+, qualquer RP e Ki67>14%
Luminal B Her 2+ RE+/ Her2+, qualquer RP
Her2+ RE/RP negativos/Her2+
Triplo negativo RE/RP e Her2 negativos

RE: receptor de estrogénio; RP: receptor progesterona; Her 2: receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano

Com base na morfologia histologica e nos padrdes de crescimento, 21 tipos
histoldégicos de cancer de mama foram definidos pela Organizacao Mundial da Saude (DIECI
et al., 2014). Entretanto, sao descritos duas grandes categorias de cancer de mama, o
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carcinoma in situ (CDIS) e o carcinoma invasivo. Os subtipos histoloégicos do carcinoma
invasivo sdo designados por sua arquitetura, secrecdo (mucinosa/coloide) ou forma
estrutural (medular, tubular, papilar). Entre esses subtipos, o carcinoma lobular invasivo
(CLI) ¢ o subtipo especial mais comum, correspondente a cerca de 10-15% dos casos, € 0
subtipo ndo especial (NST), também frequentemente chamado de cancer ductal invasivo
(CDI) que corresponde a 75-80% dos casos. O CDI ¢ classificado em graus tumorais (bem,
moderadamente ou pouco diferenciados) com base no indice mitdtico, formagao de tubulos
e polimorfismos nucleares (MALHOTRA et al., 2010; ONKAR et al., 2023; JENKINS et
al, 2021).

A terapéutica do cancer de mama inclui o tratamento da doenga local com cirurgia,
radioterapia ou ambos, e tratamento sistémico com quimioterapia, terapia enddcrina, terapia
bioldgica ou combinagdes destes. A necessidade e selecao de varias terapias locais ou
sistémicas sdo baseadas em diversos fatores prognosticos e preditivos. Esses, incluem a
histologia do tumor, as caracteristicas clinicas e patoldgicas do tumor primario, o
acometimento de linfonodos axilares ou nao, o contedo de RE/RP do tumor, a presenca de
HER2 no tumor ou ndo, a presenga ou auséncia de doenca metastatica detectavel, além de
presenca de comorbidades, a idade e o estado da menopausa da paciente (NCCN, 2021a).

Os fatores de risco identificados para o cancer de mama podem ser divididos em 1)
fatores ndo modificaveis e ii1) fatores de risco modificaveis, geralmente associados ao estilo
de vida (YOUN; HAN, 2020). Dentre os fatores ndo modificaveis estdo sexo, idade,
caracteristicas genéticas, incluindo historico familiar ou pessoal de cancer de mama, etnia e
menarca precoce ou menopausa. Segundo estatisticas brasileiras, pacientes do sexo
masculino constituem aproximadamente 1% do total de casos, e a idade ¢ considerada um
dos mais importantes fatores de risco para a doenga, com cerca de quatro em cada cinco

casos de cancer de mama ocorrendo apds os 50 anos (INCA, 2019). Apesar de no Brasil, a



média de idade ao diagndstico ser de 54 anos, 41,1% dos casos ocorrem em mulheres com
menos de 50 anos. Demonstrando assim, que no Brasil existe maior risco de diagnosticos de
tumores de mama em idade mais jovem do que em paises de alta renda (SIMON et al, 2019;
FRANCO-MARINA et al, 2015).

Os canceres hereditarios sdo frequentemente caracterizados por mutagdes genéticas
associadas a uma alta probabilidade de desenvolvimento de cancer, ou seja, um genétipo de
alta penetrancia, transmissdo vertical pela mae ou pelo pai e uma associagdo com outros
tipos de tumores (LYNCH et al 1990; PHAROAH et al, 1997). Eles costumam ter uma idade
precoce de inicio e exibem um padrao de herancga autossdomica dominante (NCCN, 2021c¢).
Também ja foi demonstrada a associagdo do cancer de mama com a etnia (ACS, 2015), idade
da menarca e menopausa (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer,
2012).

De acordo com a American Cancer Society (ACS), as taxas de incidéncia e
mortalidade por cancer de mama sdo maiores entre as mulheres brancas ndo hispanicas e
mulheres negras. As de etnia asidtica apresentam as menores taxas de incidéncia e
mortalidade. Segundo a mesma fonte, na faixa etaria entre 60 e 84 anos pode se observar
uma incidéncia evidentemente maior entre as mulheres brancas. Todavia, mulheres negras
apresentam numero maior de casos novos com menos de 45 anos e mostram-se mais
suscetiveis a morrerem por esta doenga em qualquer idade (ACS, 2015).

O risco de cancer de mama aumenta ligeiramente para cada ano mais jovem do inicio
da primeira menstruagdo (cerca de 5%) bem como, para cada ano a mais do inicio da
menopausa (cerca de 3%). Por exemplo, o risco de cancer de mama ¢é cerca de 20% maior
entre as meninas que comegam a menstruar antes da idade de 11 anos em comparagdo com
aquelas que comecam aos 13 anos. Da mesma forma, as mulheres que experimentam a

menopausa aos 55 anos ou mais tém um risco cerca de 12% maior em comparagdo com



aquelas que o fazem entre as idades de 50-54 (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer, 2012). Esse risco aumentado pode ser devido a exposi¢ao ao longo da vida a
hormonios reprodutivos e tem sido mais fortemente associada a cancer de mama RE+ do
que os outros subtipos (ANDERSON et al, 2014).

Dentre os fatores de risco modificaveis pode-se listar o consumo de alcool (LIU et
al, 2015; CHEN et al, 2011; SINGLETARY et al, 2001), sobrepeso ou obesidade, IMC e
nivel de atividade fisica (MIZOO et al., 2013; SUZUKI et al., 2013; WADA et al., 2014,
SANGRAJRANG et al., 2013). Ter filhos ou ter filhos em idade mais jovem
(ALBREKTSEN et al., 2005; SCHEDIN, 2006), além de tempo de amamentacdo por um
ano ou mais tem sido considerados fatores de protecao (FAUPEL-BADGER et al, 2013).

Em relag@o ao consumo de alcool, estudos confirmaram que ele aumenta o risco de
cancer de mama em cerca de 7% -10% para cada 10g (aproximadamente uma dose) de alcool
consumido por dia (LIU et al/, 2015; CHEN et al, 2011). Um dos mecanismos pelos quais o
alcool aumenta o risco de cancer de mama € o aumento dos niveis de estrogénio e androgénio
(SINGLETARY et al, 2001).

O sobrepeso ou obesidade estd associado ao aumento do risco de cancer de mama,
especialmente em mulheres que chegaram a menopausa. Isso se deve a gordura corporal, em
vez dos ovdrios, tornar-se a principal fonte de estrogénio na menopausa (ACS, 2016).
Internacionalmente, estudos epidemiologicos descobriram que mulheres na pés-menopausa
com um indice de massa corpdrea (IMC) aumentado t€ém um risco aumentado de cancer de
mama entre 10-60% (TAHERGORABI ef al., 2016). Varios estudos mostraram correlagdo
entre aumento do risco de cancer de mama e o IMC, sobrepeso ou obesidade e baixo nivel
de atividade fisica (MIZOO et al., 2013; SUZUKI et al., 2013; WADA et al., 2014). Além

disso, um estudo mostrou que o IMC baixo em uma idade jovem (com idades entre 10 e 20



anos) estava associado a uma diminui¢do do risco da doenca (SANGRAJRANG et al.,
2013).

Um estudo prospectivo com mais de 70.000 pacientes verificou que mulheres que
mantinham atividade fisica regular tinham um risco 14% menor de desenvolver cancer de
mama em compara¢gdo com mulheres menos ativas (MCTIENAN et al, 2003). Da mesma
forma, uma revisao de estudos epidemioldgicos estimou que o risco de desenvolver a doenga
foi reduzido em 25% em mulheres fisicamente ativas, em comparagdo com mulheres menos
ativas (LYNCH et a/, 2011). Fatores que explicam a relagdo entre atividade fisica e cancer
de mama baseiam-se principalmente na modulacdo de marcadores inflamatorios, esteroides
sexuais, eixo insulina/fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 e adipocinas (JONES
etal,2013).

Nao ter filhos ou ter filhos em idade mais avangada esta associado com risco
aumentado de cancer de mama, ao passo que ter o primeiro filho em uma idade mais jovem
e ter um maior nimero de filhos esta associado a diminuic¢ao do risco. Por exemplo, mulheres
que tém um primeiro filho antes dos 20 anos de idade t€ém um risco de cancer de mama 50%
reduzido ao longo da vida em comparacdo com mulheres que nao tiveram filhos. Essa
associacdo estd também relacionada a exposicdo aos hormonios reprodutivos
(ALBREKTSEN et al 2005; SCHEDIN, 2006).

A maioria dos estudos sugere que a amamentacdo por um ano ou mais reduz
ligeiramente o risco geral de cancer de mama em mulheres, sendo considerado um fator de
protecdo (FAUPEL-BADGER et a/, 2013). Em uma revisdo de 47 estudos em 30 paises, o
risco de cancer de mama foi reduzido em 4% a cada 12 meses de amamentagao
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002). Uma possivel
explicagdo para esse efeito ¢ de que a amamentacao inibe a menstruacdo, reduzindo assim o

nimero de ciclos menstruais ao longo da vida (BRITT et a/, 2007).



Neste contexto, a dieta e o uso de vitaminas sdo fatores de risco modificaveis com
um efeito pouco claro sobre o cancer de mama. O alto consumo de frutas e hortalicas esteve
associado a diminuic¢do do risco da doenga, enquanto o aumento da ingestdo de alimentos
gordurosos e a deficiéncia de vitamina D foram associados a maior risco (DE CICCO et al,

2019; BUJA et al., 2020).

3.2 Vitamina D

O calcitriol (1,25 diidroxicolecalciferol ou vitamina D ativa) ¢ um hormonio
esteroide produzido por hidroxilagdo hepatica e renal da vitamina D3 (colecalciferol) que
por sua vez, ¢ sintetizada a partir da fotélise do 7-deidrocolesterol armazenado no tecido
cutaneo (Figura 1). Visto que a exposicao a luz solar ¢ necessaria para a sintese da vitamina
D3 na pele, modificagdes a exposi¢do solar com base na estagdo do ano, por exemplo,
influenciardo no processo de sintese (SPIRO; BUTTRISS, 2014). A vitamina D3 ¢é o
precursor mais abundante da forma ativa, correspondendo a cerca de 80 a 90% do total. Os
restantes 10 a 20% derivam da hidroxilagdo da vitamina D2 (ergocalciferol) proveniente da
dieta (CASTRO, 2011; HOLICK, 2008).

Uma vez disponiveis no plasma, o colecalciferol e o ergosterol (precursor da vitamina
D2) ligam-se a proteina de ligacao da vitamina D (DBP — Vitamin D binding protein) e sao
transportados para o figado onde sofrem da acdo da enzima 25-hidroxilase, gerando o 25-
hidroxicolecalciferol (25(OH)D3). Este serd ainda hidroxilado no tecido renal por acdo da
enzima a-1-hidroxilase (CYP27B1), resultando no 1,25-diidroxicolecalciferol
(1,25(0OH)2D3). Uma vez dentro da célula, a vitamina D ativa ird ligar-se ao receptor de
vitamina D (VDR — Vitamin D Receptor) e regular a expressdao génica de elementos de

resposta a vitamina (PANDE et al, 2013; ALVES et al, 2013).
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A fungdo principal do 1,25(OH)>D3 ¢ manter a homeostase do célcio e do fosfato no
organismo. No entanto, o VDR ndo € expresso apenas no intestino, rim e tecido 0sseo, mas
também em outros sitios, incluindo tecidos cancerosos e na glandula mamaria. Estudos pré-
clinicos in vitro e in vivo ilustraram que a 1,25(OH)2D3 modula vias de sinaliza¢do varidveis
envolvidas na proliferagdo celular, apoptose, diferenciacdo, inflamacgdo, invasdo e
angiogénese (CHRISTAKOS et al., 2019; ZINSER; WELSH, 2004; HUSS et al., 2019).

Os niveis de 25(OH)D podem ser classificados clinicamente em “deficiente”,
“insuficiente”, “suficiente”, “normal em paises ensolarados”, “excessivo”, “intoxicacao”,
conforme tabela 2 (GRANT et al., 2005). As concentragdes séricas de vitamina D, tanto em
adultos jovens quanto em idosos variam conforme a regido geografica, dependendo da
latitude, das estacdes do ano, hébitos culturais como a exposi¢ao solar, o uso de roupas e de
protetor solar por tempo prolongado (BANDEIRA et al., 2006). A hipovitaminose D ¢ um
problema de saide mundial e o Brasil estd inserido neste cendrio (MAEDA et al., 2014).
Embora nio haja um consenso sobre os niveis ideais de Vitamina D no soro, a maioria dos

especialistas define como deficiente valores inferiores a 20 ng/mL (50 nmol/L) e

insuficientes niveis entre 20 a 30 ng/mL (50 a 75 nmol/L) (HOLICK, 2008).

Tabela 2. Valores de concentracdo de 25(OH)D correlacionados com hipovitaminose D,
hipervitaminose D e condi¢des normalidade da vitamina D em paises ensolarados.

25(0OH)D ng/mL 25(OH)D nmol/L Implicacéo clinica
<20 <50 Deficiente
20-30 50-75 Insuficiente
30-100 75-250 Suficiente
54-90 135-225 Normal em paises ensolarados
>100 >250 Excessivo
>150 >325 Intoxicacao
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Figura 1. Sintese da vitamina D e os seus precursores (vitamina D2 e
vitamina D3).
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3.3 Céancer de mama e vitamina D

A vitamina D tem sido apontada como recurso para prevenir e melhorar o progndstico
de varios tipos de cancer, incluindo o cancer de mama (HUSS et al., 2019). Alguns trabalhos
relataram a deficiéncia de vitamina D em pacientes com cancer de mama no momento do
diagnostico, que foi correlacionada com maior grau tumoral e subtipos ndo luminais quando
comparadas aos grupos opostos (KARTHIKAYAN et al, 2018, MACHADO et
al., 2019). Estudos de meta-analises foram realizados para investigar essa relacdo, e
apontam uma associacdo entre os niveis séricos de 25(OH)D e o risco de sobrevivéncia
(VAUGHAN-SHAW et al. 2017, SONG et al. 2019, HOSSAIN et al., 2019).

Estudos em animais demonstraram que a deficiéncia de vitamina D pode
desempenhar um papel no crescimento do tumor primario € no desenvolvimento de
metastases em células de cancer de mama (WILLIAMS et al., 2016). Uma possivel
explicacdo de como a vitamina D pode afetar a biologia do cancer de mama se da pela
presenca do VDR no tecido neopldsico, combinada com os seus potenciais efeitos
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antitumorais (VANHEVEL et al., 2022). A vitamina D ativa pode interagir com diferentes
proteinas transmembrana (exemplo: receptor do fator de crescimento epidérmico) e afetar
varias vias de sinalizagcdo que regulam fendmenos essenciais em células cancerosas, como
apoptose, diferenciacdo, parada de crescimento, ciclo celular, expressdo de oncogenes e
supressores tumorais. Interagdes da vitamina D ativa com essas proteinas levam a uma
cascata de eventos, resultando na ativagdo de varias vias de sinaliza¢do, que podem regular
diretamente a vida e a morte de células cancerosas ou controlar a transcri¢cao de genes cujos
produtos contribuem para a transformacao do cancer (BLASIAK et al., 2022).

A enzima CYP27B1 também tem sido detectada em células da mama normal e
cancerigenas, indicando que ambas podem sintetizar a forma ativa da vitamina D. A
degradagdo da CYP27B1 tem sido encontrada de forma aumentada nos tumores, acabando
por impedir os efeitos antineoplésicos da vitamina D (VOUTSADAKIS, 2020). Além disso,
os RNAs nao-codificantes que desempenham um papel importante na patogénese do cancer
de mama, podem ser modulados pela vitamina D o que pode sugerir um efeito protetor no
desenvolvimento do cancer de mama (BLASIAK et al., 2022).

Apesar dos resultados dos estudos experimentais, a relagao entre os niveis circulantes
de 25(OH)D3 e a incidéncia de cancer de mama varia em estudos populacionais, onde alguns
demonstram que nao existe evidéncia de um efeito causal entre niveis reduzidos de vitamina
D circulante e o risco para o cancer de mama, mostrando que ainda existem controvérsias

nesse assunto (MANSON et al., 2019; JIANG et al., 2019; BOUILLON et al., 2019).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Determinar a associagcdo entre os niveis plasmaticos de 25(OH)D3 e o cancer de

mama em mulheres com diagndstico recente.

4.2 Objetivos especificos

a. Comparar os niveis de concentracdo plasmatica de 25(OH)D3 em mulheres com
diagnéstico de cancer de mama e o grupo controle.

b. Avaliar a correlacdo entre a concentracdo de 25(OH)D3 com as caracteristicas
clinicas e demograficas das participantes e com as caracteristicas tumorais.

c. Avaliar a correlagdo entre a concentragdo de 25(OH)D3 e demais fatores de risco

para o cancer de mama.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipo e populacao de estudo

Foi realizado um estudo caso-controle transversal com dados de pacientes atendidas
entre agosto de 2015 e agosto de 2018, com idade entre 18 ¢ 69 anos, diagnosticadas com
carcinoma invasivo de mama, submetidas a tratamento oncoldgico curativo de cancer de
mama no Hospital Erasto Gaertner (HEG), Curitiba, PR, Brasil. Foram recrutados 10 novos
casos por més para garantir o mesmo numero de pacientes ao longo das estagdes do ano.

Os casos foram incluidos no estudo, desde que nao tivesse decorrido mais do que um
més desde a resseccdo primdria do tumor e ndo tivesse iniciado terapia adjuvante local
(radioterapia) ou terapia sistémica (terapia hormonal, quimioterapia ou anticorpo
monoclonal).

Para o grupo controle, foram recrutadas mulheres voluntarias do Banco de Sangue
do HEG sem suspeita ou diagnostico prévio de cancer ou qualquer tipo de lesdo precursora
benigna. A idade limite de 69 anos para a doagao de sangue acabou por estabelecer mulheres
no grupo caso em idades mais jovens, haja visto que foram pareadas na idade em £ 5 anos
com o grupo controle. O pareamento com o grupo de casos, também foi feito em relagdo a
etnia autorreferida e peso de 10 Kg na propor¢ao 2:1. A estagdo do ano também foi
considerada para o processo de pareamento (Figura 2). Assim, os controles foram incluidos
no mesmo més de cada caso, preferencialmente num niimero méximo 10 casos e 20

controles/més (Figura 3).

15



Figura 2. Pareamento entre casos e controles

* Proporgao 2:1

* Idade 15 anos

* Etnia

* Peso 110 Kg

* 30 dias

* Estagdo do ano —mesmo més

Fonte: elaborado pela autora com BioRender

Os critérios de exclusdao foram dados incompletos do prontudrio médico, doengas
inflamatorias, endocrinas e autoimunes, osteoporose e uso de suplementos de vitamina D ou

bronzeamento artificial nos Gltimos seis meses.

Figura 3. Cronograma inclusdo de participantes no estudo

VERAO OUTONO INVERNO PRIMAVERA
SAZONALIDADE
Dez - Fev Mar - Maio Jun - Ago Set - Nov
Casos por sitio
25 25 25 25
(~10/més)
Controles por
sitio 50 50 50 50
(~20/més)

Fonte: projeto inicial

5.2 Aspectos éticos

O estudo original (CAE 51367415.2.0000.0098) foi aprovado na Comissao de Etica
em Pesquisa (CEP) do HEG, sob o protocolo nimero 2381057/2017. Todas as participantes
foram informadas sobre os objetivos, riscos e beneficios potenciais do estudo, consentindo

com sua participacdo assinando em duplicado o termo de consentimento livre e esclarecido.
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5.3 Métodos de Coleta de Dados

A partir dos registros iniciais, foram recrutadas 390 mulheres, com 10 participantes
posteriormente excluidos: nove devido ao uso continuo de vitamina D monitorado em
laboratorio e um devido ao diagnostico de CDIS. Como resultado, a amostra final foi
composta por 380 mulheres, sendo 141 com diagndstico de cancer de mama (grupo caso) e
239 sem cancer de mama (grupo controle).

O recrutamento das participantes foi realizado por alunos universitarios do curso de
medicina da Pontificia Universidade Catdlica do Parand e da Universidade Positivo de
Curitiba, envolvidos em atividade de pesquisa vinculada ao presente estudo. Esses foram
orientados e treinados para recrutarem as participantes do estudo e realizar aplicacao de um
questionario logo apo6s a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Este
questionario abrangeu perguntas sobre idade, escolaridade, histérico médico prévio,
histérico de cancer familiar, uso de bebidas alcoolicas e tempo de exposi¢do solar, onde foi
considerado o tempo na realizacdo de atividades laborais ou recreativas desenvolvidas ao ar
livre nas ultimas 4 semanas, registrado em minutos.

Para determinar os pardmetros bioquimicos plasmaticos, apods responder o
questionario, as participantes foram dirigidas ao laboratério de anélise clinica do HEG para
coleta de um total de 5 ml de sangue por pun¢do venosa periférica em tubo EDTA. A
determinagdo quantitativa da vitamina D (25(OH)D) foi realizada pela técnica de
imunoensaio competitivo utilizando o Vitros Immunoassay Nutritional Assessment 25-
hydroxyvitamin D (Ortho-Clinical Diagnostics, New Jersey, EUA). As medidas dos niveis
de colesterol total (CT), HDL-C e Triglicerideos (TG) foram realizadas pela técnica de
lamina seca usando Vitros CHOL Slides, Vitros Direct HDL Slides e Vitros TRIG Slides
(Ortho-Clinical Diagnostics, New Jersey, EUA). O calculo do LDL-C seguiu a férmula de

Martin (MARTIN et al., 2013).
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Apos a coleta de sangue as participantes foram avaliadas por uma nutricionista do
HEG, a qual realizava a avaliagdo antropométrica através da medida do peso corporal e a
estatura. Para avaliar o estado nutricional, foi calculado o indice de Massa Corporal (IMC)
por meio da formula: IMC = Peso (Kg)/Estatura (m?), e a classificacdo foi feita de acordo
com os pontos de corte recomendados pela Organizagao Mundial da Saade (OMS) em 2000.
No mesmo momento foi realizado o questionario de frequéncia alimentar, o qual investigou
o consumo alimentar nas Ultimas 72 horas. O consumo de macro e micronutrientes foi
determinado posteriormente com base na Tabela de Composi¢ao Nutricional dos alimentos

consumidos no Brasil (IBGE, 2011). O desenho do estudo esté representado na Figura 4.

Figura 4. Desenho do estudo
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Fonte: elaborado pela autora com BioRender

5.4 Analise estatistica

Para a andlise descritiva, foram apresentadas médias, desvio padrdo, mediana,
minimo e maximo (varidveis quantitativas) ou frequéncia absoluta e percentual (varidveis
categoricas). A condi¢do de normalidade das varidveis quantitativas foi avaliada pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. O teste t de amostras independentes ou o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney foi empregado para comparar dois grupos com varidveis quantitativas. O
modelo One-Factor Analysis of Variance (ANOVA) foi utilizado quando se trata de mais de
dois grupos.
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As variaveis categoricas foram analisadas por meio dos testes exato ou qui-quadrado
de Fisher. A analise de correlagdo entre varidveis quantitativas foi realizada estimando-se o
coeficiente de correlagdo de Pearson ou Spearman. Para analisar a associagdo dos fatores
com o cancer de mama, foram ajustados os modelos de Regressdo Logistica e utilizado o
teste de Wald para avaliar a significancia das variaveis. O modelo multivariado inicialmente
incluiu variaveis que apresentaram significancia estatistica na analise univariada.

O modelo final foi obtido utilizando uma abordagem de Selecdo de Varidveis
Stepwise Backward (probabilidade de entrada de 0,05 e probabilidade de remocgao de 0,10).
A medida de associacdo estimada foi o Odds Ratio (OR), com intervalos de confianca de
95%. A significancia estatistica foi indicada por p-valores <0,05. Os dados foram analisados

pelo software IBM SPSS Statistics v.28.0. Armonk, NY: IBM Corp.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas das participantes

A populagdo do estudo foi composta por 239 mulheres no grupo controle ¢ 141 no
grupo caso. A comparagao das variaveis clinicas e demograficas entre os grupos estd
apresentada na Tabela 2. A média de idade no grupo controle foi de 41,7 anos (mediana 40)
e no grupo caso de 43,1 anos (mediana 45). A maioria referiu etnia branca, sendo 76% no
grupo controle e 86% no grupo caso. Os participantes do grupo caso tiveram menor
escolaridade (48,2% com menos do que o ensino médio completo) em comparacdo as
participantes do grupo controle (22,6%; p<0,001). Esses resultados demonstram diferencas
significativas e a ndo homogeneidade dos grupos.

A histéria ginecoldgica mostrou diferencas no estado de pos-menopausa,
apresentando diferenca significativa entre os grupos, com 39,4% na menopausa no grupo
caso comparado a 20,4% no grupo controle (p<0,001). Quanto ao nimero de filhos
bioldgicos, a maioria das mulheres do grupo caso (33,9%) teve trés ou mais filhos, enquanto
apenas 18,5% do grupo controle relataram o mesmo nimero (p=0,008). O aleitamento
materno, embora praticado por mais da metade das participantes, foi significativamente mais
relatado pelas pacientes do grupo caso do que do grupo controle (p=0,009). O uso de
contraceptivos orais, ooforectomia e terapia de reposi¢cdo hormonal também foram avaliados
e ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 3).

Quanto as caracteristicas clinicas, a presenca de hipertensao arterial sistémica (HAS)
foi relatada por 22% dos pacientes com cancer e 7,9% no grupo controle (p<0,001). Outras
caracteristicas clinicas, como diabetes mellitus e IMC, foram avaliadas e ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos. O perfil lipidico também diferiu; os valores para o

grupo caso foram maiores para LDL-C (p=0,001) e menores para HDL-C (p<0,001) em
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relacdo ao grupo controle. Os niveis de CT e TG foram semelhantes entre os grupos. Entre
os habitos das participantes, o consumo de alcool foi mais frequente entre as mulheres do

grupo caso (42,2% vs. 24,7%; p=0,002), enquanto o tabagismo ndo diferiu entre os grupos.

Tabela 3. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos participantes

Controle Caso p*
Variaveis quantitativas
M¢dia £ DP ou Mediana [min-max|
Idade (anos) 41.7+7.38 43.1+79 0.103
40 [24-65] 45[21-61]
Colesterol total (mg/dL) 191.2+£35.5 198.5 + 38.1 0.068
LDL-C Martin (mg/dL) 110.7 £ 29.5 121.4+£32.8 0.002
HDL-C (mg/dL) 53.3+14.1 47.6 +£10.6 <0.001
Triglicerideo (mg/dL) 161.8+75.9 176.2 £96.3 0.122
Variaveis categoricas (n (%))
Etnia Branco 164 (76.3) 122 (86.5) 0.019
Nao-branco 51(23.7) 19 (13.5)
Educagao < Ensino médio 49 (22.6) 68 (48.2) <0.001
Ensino médio 88 (40.7) 57 (40.4)
> Superior completo 79 (36.6) 16 (11.3)
Ne° de filhos 0 39 (18.1) 15 (12.1) 0.268
1-2 137 (63.4) 67 (54)
>3 40 (18.5) 42 (33.9)
Amamentagao Nao 47 (22.2) 11 (10) 0.009
Sim 165 (77.8) 99 (90)
Contraceptivo oral Nao 40 (18.5) 26 (23.4) 0.296
Sim 176 (81.5) 85 (76.6)
Ooforectomia Nao 214 (99.1) 105 (94.6) 0.020
Sim 2(0.9) 6(54)
Menopausa Nao 172 (79.6) 77 (60.6)
Sim 44 (20.4) 50 (39.4) <0.001
TRH Nao 201 (93.1) 117 (97.5) 0.127
Sim 15 (6.9) 3(2.5)
IMC (kg/m?) Desnutrido/Eutréfico 75 (31.4) 53 (37.6) 0.137
Sobrepeso 95 (39.7) 46 (32.6)
Obesidade 69 (28.9) 42 (29.8)
Diabetes Nao 212 (98.1) 117 (95.9) 0.293
Sim 4(1.9) 5(4.1)
HAS Nao 198 (92.1) 96 (78.0) <0.001
Sim 17 (7.9) 27 (22.0)
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Tabagismo Nio 153 (71.2) 83 (69.7) 0.786

Sim 62 (28.8) 36 (30.3)
Ingestdo alcoodlica Nao 162 (75.3) 52 (57.8) 0.002
Sim 53(24.7) 38 (42.2)

Nota: TRH: Terapia de Reposi¢do Hormonal; IMC: Indice de Massa Corpérea; HAS: Hipertensio Arterial
Sistémica; LDL-C: Lipoproteina de Baixa Densidade Colesterol; HDL-C: Lipoproteina de Alta Densidade
Colesterol. *Logistic Regression Model and Wald’s test, p<0.05.

Alguns fatores de risco conhecidos para cancer de mama também foram comparados
entre os grupos controle e caso (Tabela 3). O uso de anticoncepcionais orais hormonais
(ACO) foi maior no grupo caso (127,7 vs. 70,4 meses; p=0,038) bem como o consumo de
alcool (5,3 vs. 2,7 doses por semana; p < 0,001). Idade na menarca, menopausa, idade no
primeiro parto, tempo de lactacdo e IMC ndo foram estatisticamente diferentes entre os
grupos (p > 0,05).

Em relacdo a associagdo entre os grupos e os fatores de risco, os valores mais
significativos foram sobre o uso de 4lcool e a duragdo do uso de ACO. O tempo médio de
uso de ACO foi maior no grupo caso do que no grupo controle (127,7 vs 70,4 meses,
respectivamente; p=0,038). Em relacdo ao élcool, as mulheres do grupo caso relataram
utilizar uma média de 5,3 doses por semana, maior que as 2,7 doses relatadas pelo grupo

controle (p<0,001) (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise dos fatores de risco para cancer de mama dos participantes dos grupos

controle e caso.

Média + DP; Mediana [min-max]

Fatores de risco p**
Controle (n = 237) Caso (n=141)
Menarca (idade) 12.7+ 1.6; 13 [9-18] 12.6 £ 1.5; 13 [9-7] 0.326
Menopausa (idade) 43.6 £ 7.6, 47 [27-56] 45.0 +£5.8;45.5[27-56] 0.338
Primeira gestacdo (idade) 22.6 £5.7;21 [14-42] 22.0+4.7; 20 [15-34] 0.433
Amamentagdo (meses) 20.2 +£24.3; 12.5 [1-252] 26.6 +£26.2; 18 [1-132] 0.069
Uso de ACO (meses) 70.4 + 58.0; 60 [1-180] 127.7 £ 98.1; 120 [4-360] 0.038
Bebida alcodlica* 2.7+2.5;2[0.5-10] 53+42;3.5[1-13] <0.001
IMC (kg/m?) 27.7+4.9;27.1[18.8-46.4] 27.4+5.3;26.9[17.6-46.4] 0.557

Nota: ACO: Anticoncepcionais Orais; IMC: Indice de Massa Corporal; *dose por semana; *teste t de Student
para amostras independentes ou teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

A dosagem sérica de vitamina D, considerando todas as amostras, foi

significativamente diferente entre os grupos caso e controle, com mediana de 25,5 ng/mL e

31,0 ng/mL, respectivamente (p<0,001) (Figura 5A). Essa diferenga também se manteve ao

analisar os niveis de vitamina D ao longo do ano e esta¢des do ano (p<0,0001) (Figura 5C),

enquanto o tempo gasto ao sol durante o dia foi o mesmo para ambos os grupos (Figura 5B).
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Figura 5. Avalia¢ao da Vitamina D sérica nos grupos caso e controle ao longo do
ano e exposi¢do ao sol. A) Comparacao dos niveis de vitamina D entre os grupos;
B) Frequéncia de exposi¢do solar diaria; C) Niveis de vitamina D ao longo do ano.
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Figura 6. Grafico forest plot de variaveis significativas para associagao com cancer de
mama dos grupos caso e controle.

OR (95% CI) p-valor

Vitamina D i 0.93(0.89-0.96)  <0.001

HDL-C — - 0.95 (0.92 - 0.98) 0.001

LDL-C — 1.01 (0.99 - 1.02) 0.069

Consumo de alcool 3.85 (1.74 - 8.53) 0.001
HAS 2.34 (0.89 - 6.15) 0.086
Amamentagao — 2.9(0.95 - 8.84) 0.060

Educagao —+— 0.07 (0.02-0.24)  <0.001
0.34(0.13-0.88)  0.026
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Nota: HDL-C: Colesterol Lipoproteico de Alta Densidade; LDL-C: Colesterol Lipoproteico de Baixa
Densidade; HAS: Hipertensao Arterial Sistémica; Consumo de alcool sim x ndo; Amamentagdo: sim x nio;
Educagao: superior completo x fundamental incompleto; Etnia branca x ndo branca.

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

A analise multivariada foi realizada para avaliar se a associacdo entre niveis de
vitamina D e cancer de mama ¢ afetada por outras varidveis significativas para esse desfecho.
Os resultados indicam que independentemente da etnia, escolaridade, hipertensdo, consumo
de alcool, HDL e LDL e menopausa, a vitamina D esta significativamente associada ao grupo
com cancer de mama. Para cada unidade extra de vitamina D, ha uma reducao de 7% na
chance de estar no grupo de cancer de mama. Essa analise também encontrou associagao
independente com HDL-C, consumo de 4lcool, escolaridade e raca (Figura 6).

Com a vitamina D como fator de associag@o independente com cancer de mama, uma
curva ROC foi ajustada para determinar um ponto de corte para discriminar caso e controle.
A érea sob a curva foi igual a 0,65 com significancia estatistica (p<0,001), sensibilidade foi
de 61,2% e especificidade de 64,0% (Figura 7). O ponto de corte de 27,45 foi encontrado
para discriminar casos € controles com acuracia igual a 65%; valores abaixo de 27,45 foram

associados ao cancer de mama, e valores acima foram relacionados a auséncia de cancer de
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mama. Considerando que esse ponto de corte ¢ muito proximo ao utilizado clinicamente (28
ng/ml), as seguintes analises utilizaram valores abaixo e acima de 28 como categorias

dicotomicas para vitamina D.

Figura 7. Curva ROC para estimar o ponto de corte do nivel de Vitamina
D entre casos e controles.
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Fonte: elaborado pelo autor (2023).

A associagdo de vitamina D dicotomica e dados diagnosticos no grupo caso foi
avaliada. Verificou-se que os pacientes com vitamina D>28 estavam em sua maioria em
estagio clinico II, enquanto aqueles com vitamina D<28 estavam em sua maioria em estagio
clinico III (p=0,01). Em relacdo ao subtipo molecular, ambos os grupos apresentaram o
maior percentual como luminal B. No entanto, observou-se que os subtipos triplo-negativos
foram encontrados em 20,7% dos grupos de vitamina D <28 e 18% nos grupos de vitamina
D>28 (p=0,041) (Tabela 5). O subtipo histoldégico mais comumente encontrado entre as
mulheres foi o subtipo ndo especial (carcinoma ductal invasivo), mas o baixo nimero de

casos dos outros subtipos histologicos comprometeu a analise estatistica.
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas de mulheres com cancer de mama
e associagao com niveis de vitamina D.

Vitamina D
Caracteristicas Classificagdo <28 (n=87) >28 (n=52) p*
n % n %
Tipo histologico Carcinoma ductal Invasivo 79 91 42 84
Lobular invasivo 5 6 5 10
CDI e Lobular 2 2 1 2
Mucinoso 1 1 0 0
Oculto 0 0 1 2
Microinvasor 0 0 1 2 -
Grau 1 10 14 5 12
2 42 61 18 44
3 17 25 18 44 0.108
Estagio [AeIB 10 12 10 19
IIAEIB 30 34 29 56
IIA, B, C 32 37 10 19
v 15 17 3 6 0.010
Subtipo molecular Luminal A 6 7 5 10
Luminal B 46 53 30 58
Luminal B HER2 10 11 1 2
HER2 7 8 10 19
Triplo-negativo 18 21 5 10 0.041

Nota: HER2: Receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2. *Teste exato de Fisher ou teste de qui-
quadrado, p<0,05.

Um recordatério alimentar foi realizado para avaliar se os niveis de vitamina D
poderiam ser influenciados pela dieta, ou seja, se a ingestdo de alguns nutrientes poderia

interferir na absor¢cdo de vitamina D. Os dados nutricionais avaliados no grupo caso, como
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ingestdo calorica (valor energético VET-total e Kcal/Kg) e avaliagio de macro e
micronutrientes, comparados ao ponto de corte de vitamina D, ndo apresentaram diferengas

entre os grupos analisados (Tabela 6).
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Tabela 6. Avaliacdo dos dados nutricionais em relagao ao ponto de corte da vitamina D

Variavél Vitamina D n Média + SD Mediana (min-max) p*

VET <28 86 1889.3 +220.4 1958.5 (1274 - 2163)

>28 52 1857.6 +228 1939 (1425 -2202) 0.425
Kcal/Kg <28 86 29.5+7 29.7 (14,7 - 50)

>28 52 28.1+6.1 27.7 (14,7 - 39,5) 0.214
Carboidrato (g) <28 86 293 £28.5 302 (157 - 341)

>28 52 291.1+32.3 292 (198 - 341) 0.582
Consumo proteina /

<28 86 1.3+£04 1.3(0.5-2.2)
Peso (g/kg)

>28 52 1.3+£04 1.2(0.5-2.3) 0.198
Proteina (g) <28 86 89.8 +21 91.5 (36 - 140)

>28 52 85.9+21 85 (50 - 140) 0.139
g;’;s‘(lg}l‘;gpidios / <28 86 0.7+0.3 0.6 (0.3 - 1.6)

>28 52 0.6+0.2 0.6(0.3-1.2) 0.267
Lipidios (g) <28 86 46.1+15.2 43 (24 -74)

>28 52 43.8+11.7 44.5(25-174) 0.817
Fibra dietética (g) <28 86 185+3 19.3(10.9 —24.1)

>28 52 18+3 17.4 (13.7 - 24.1) 0.373
Calcio (mg) <28 86 1038.6 = 143.1 1048 (524 - 1258)

>28 52 1045.5 +158.4 1028 (789 - 1265) 0.797
Ferro (mg) <28 86 6.5+1.3 6.8 (3.9 -8.5)

>28 52 64+1.3 6.4 (4.3 -8.5) 0.605
Sodio (mg) <28 86 1725 +198.8 1734 (1355 -2132)

>28 52 1695.8 £216.1 1625 (1355 -2140) 0.430
Zinco (mg) <28 86 9.8+1.8 9.8(6.6-13.4)

>28 52 94+1.7 9,3 (6.6—12.1) 0.210
Potassio (mg) <28 86 48+0.9 4.8(2.9-6.1)

>28 52 47+09 4.8(2.9-6.2) 0.685

Nota: VET: valor energético total ; *Teste t de Student para amostras independentes ou teste ndo-paramétrico

de Mann-Whitney, p<0.05
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7. DISCUSSAO

Estudos experimentais in vitro e utilizando modelos in vivo ja demonstraram relagdo
entre a vitamina D no desenvolvimento do cancer de mama. No entanto, as evidéncias
epidemiolégicas sdo limitadas (ESTEBANEZ et al., 2018). Ao mesmo tempo, estudos
identificaram e definiram fatores de riscos relacionados ao desenvolvimento do cancer de
mama, e apesar desses resultados, a prevencao baseada nesses dados ndo foi suficiente para
diminuir a incidéncia da doenca (SIEGEL et al., 2017; SUNG et al., 2021). No presente
estudo, mulheres com niveis de vitamina D abaixo de 27,45 ng/mL foram mais associadas
ao grupo de cancer de mama do que mulheres com niveis superiores a esse valor.

Os achados do presente trabalho sdo proximos aos encontrados em uma revisao
sistematica e metanalise descrevendo os niveis de vitamina D em pacientes com cancer de
mama recém-diagnosticado, que encontraram niveis médios da vitamina em pacientes com
cancer de mama de 26,88 ng/ml (IC 95% 22,8-30,96 ng/ml) e no grupo controle de 31,41
ng/ml (IC 95% 19,31-43,5 ng/ml) (VOUTSADAKIS, 2021). Da mesma forma, um estudo
caso-controle avaliando a relagdo entre os niveis plasmaticos de vitamina D e o risco de
cancer de mama na pos-menopausa concluiu que os niveis circulantes de 25(OH)D3 e
25(OH)D estavam associados a um risco reduzido de cancer de mama em mulheres brancas
(KIM; JE et al., 2014). Esses resultados se alinham a outros estudos da literatura realizados
em diferentes populagdes (SHAUKAT et al., 2017; WU et al., 2017; O’BRIEN et al., 2017).

Analisando grupos de mulheres de uma forma geral, uma metandlise mostrou que a
deficiéncia sérica de 25(OH)D, bem como a ingestao total e suplementar de vitamina D,
estavam associadas a ocorréncia de cancer de mama (HOSSAIN et al, 2019). No entanto, na
metanalise realizada por Estébanez e cols, a relacdo entre vitamina D e cancer de mama
quando estratificado pelo estado menopausal, demonstrou que a associagao de acao protetora

da vitamina foi significativa apenas no grupo de pré menopausa (ESTEBANEZ et al, 2018).
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Por fim, o estudo randomizado realizado por Dimitrakopoulou et al., encontrou
pouca evidéncia de uma associagdo causal linear entre a concentracdo de vitamina D
circulante e o risco de varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama, sugerindo na sua
conclusdo que o rastreamento da deficiéncia de vitamina D e a suplementa¢do ndo devem
ser recomendados como estratégia de prevencdo primaria do  cancer
(DIMITRAKOPOULOU et al, 2017).

A média dos niveis de vitamina D encontrada no estudo entre o grupo casos de
25,5ng/mL ¢ considerada insuficiente assim como o ponto de corte encontrado entre os
grupos de 27,4 ng/mL. A deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D ¢ um problema de satde
global que afeta mais de um bilhdo de criangas e adultos em todo o mundo (HOLICK, 2017).
A vitamina D ¢é produzida na pele quando exposta a luz solar, por isso a deficiéncia ¢é
geralmente o resultado da baixa exposi¢ao ao sol (REID et al, 2019). A sintese cutanea vai
depender de uma série de fatores, dentre eles a superficie da pele exposta, etnia, idade, bem
como do tempo de exposicao solar, que por sua vez, depende da latitude, da sazonalidade,
do uso de protetor solar e das vestes. A quantidade de UVB ¢é maior em maiores altitudes e
areas ensolaradas, o que nao encontramos em nosso local de estudo visto que, Curitiba
encontra-se no sul do Brasil e apresenta poucos dias ensolarados ao longo do ano (CHANG
etal,2019).

Os aspectos clinicos e outros fatores de risco para cdncer de mama avaliados neste
estudo ndo influenciaram significativamente os resultados sobre a associacdo entre nivel de
vitamina D e cancer de mama, demonstrando que o nivel de vitamina D seria um fator
independente para essa relagdo. Este resultado estd em concordancia com o estudo realizado
por Machado ef al. com mulheres na p6s menopausa entre 45 e 75 anos, nas quais, apos

analise do risco ajustado para idade, tempo desde a menopausa e IMC, demonstraram que as

31



pacientes com cancer de mama tinham um risco 1,5 vezes maior de ter baixos niveis de
vitamina D do que as mulheres no grupo controle (MACHADO et al., 2019).

Em relacdo aos habitos de vida analisados neste estudo, nenhum mostrou influenciar
arelagdo entre a vitamina D e o cancer de mama. Entretanto, alguns se mostraram igualmente
independentes para associagdo com o cancer, como o consumo de bebida alcoolica. Este
habito ja foi apontado pelo World Cancer Research Fund (WCRF) como um papel causal no
cancer de mama na pds-menopausa e provaveis evidéncias na pré-menopausa, com um risco
adicional de 9% por aumento de 10 g/dia no consumo de alcool. Tal associagao foi reforcada
em metanalise atualizada no qual reafirmou a associagdo dose-resposta entre ingestdo de
alcool e incidéncia da doenca (ZHOU et al., 2022).

Niveis séricos elevados de 25(OH)D estao associados a um perfil lipidico sérico
favoravel bem como a deficiéncia esta associada a baixos niveis de HDL-C (SAHEB
SHARIF-ASKARI et al, 2020; FARIDI et al, 2017, LUPTON et al, 2016). Niveis mais
elevados de colesterol sdo considerados essenciais para a proliferacdo de células
cancerigenas e progressao tumoral (KUZU et al, 2016). Estas descobertas sugerem que o
HDL pode desempenhar um papel importante na promog¢ao da progressao do tumor (LI ef
al, 2017). Assim, um papel para o HDL-C tem sido sugerido na relagdo com o cancer de
mama € no momento os resultados entre os niveis encontrados nos estudos apresentam-se
conflitantes (MAZZUFERI et al., 2021). Neste estudo reforgamos a associagao entre baixos
niveis de HDL-C e o grupo com cancer de mama, o qual também apresentou menores niveis
de vitamina D.

Entre as pacientes com cancer de mama, cerca de 43% apresentaram tumores em
estagios mais avancados (estagio III e IV). Em partes, isso pode ser justificado devido a
média da idade das pacientes (43.1 anos). Estudos apontam um comportamento dos tumores

em pacientes mais jovens, na maioria das vezes, mais agressivo do que daqueles que se
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desenvolvem em mulheres idosas (GUO et al, 2018; KIM et al, 2022). As mulheres mais
jovens sdo propensas a apresentar sintomas em um estagio mais avangado, levando a atrasos
no diagnoéstico, o que pode ser justificado parcialmente devido a falta de rastreamento
preciso (PARTRIDGE et al, 2012; ZABICKI et al, 2006).

As pacientes com estagio tumoral mais avancado (Il e IV) apresentaram associa¢ao
significativa com niveis de vitamina D <28 ng/ml. Tal relacdo ¢ descrita por Yao S et al, em
estudo de coorte prospectivo o qual avaliou niveis séricos de vitamina D no momento do
diagndstico, e encontrou uma associagao significativa entre as médias de nivel sérico de 25-
hidroxivitamina D e o estdgio tumoral, com valores que variavam de 21,5 ng/mL no estagio
Ia 18,5ng/mL no estagio IV (YAO et al., 2017).

Em uma revisao sistematica com 13.135 paciente com cancer de mama, baixos niveis
de vitamina D foram associados ao tumor do tipo triplo negativo (TOMMIE et al., 2018).
Diferentemente do que foi descrito em estudo observacional prospectivo, o qual relatou que
pacientes com deficiéncia moderada de vitamina D eram menos propensas a ter tumor triplo
negativo, com maiores taxas de tumores luminais B (ZEMLIN et al., 2023). Neste estudo,
observamos uma associagao tanto entre tumores triplos negativos quanto Luminais B/Her 2
entre as paciente com menores niveis de vitamina D.

Os resultados aqui encontrados reforgam que os beneficios da vitamina D podem ser
incluidos na redugdo do risco de cancer de mama. Alguns estudos que analisaram a influéncia
da suplementacdo de vitamina D sobre o risco da doenca encontraram um efeito protetor
limitrofe e concluem que esse resultado se deve ao fato de a principal fonte de vitamina D
ser a luz solar e ndo os alimentos ou suplementos, e ainda, que a quantidade total de vitamina
necessaria para alcancar um efeito protetor pode ser muito alta para se alcangar em regides
com baixa radiacdo ultravioleta (ESTEBANEZ et al,2018; KIM; JE et al., 2014). Por outro

lado, o presente trabalho também mostrou que determinar um ponto de corte ao avaliar os
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niveis séricos de vitamina D pode fornecer um beneficio positivo ao identificar populagdes
em risco de cancer de mama e, posteriormente, poder fornecer melhores estratégias de
intervengdo para prevengao que vao além da suplementagao.

Este estudo apresenta algumas limitacdes. Primeiramente, embora os resultados
tenham sido ajustados para potenciais fatores de confusdo, por se tratar de um estudo
transversal, ndo € possivel comprovar uma relagdo causal entre os niveis séricos de vitamina
D e o cancer de mama. Em segundo lugar, ha viés de selecdo, uma vez que o grupo controle
foi selecionado do servigo de doagdo de sangue, que tem limite de idade de 69 anos,
restringindo assim a idade do grupo caso. Como ponto forte, podemos destacar o fato das
participantes serem incluidas ao longo do ano, sendo que caso e controles eram alocadas
dentro do mesmo més, o que proporcionou a observagao da variagdo dos niveis de vitamina

D.
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8. CONCLUSAO

Pode-se concluir que as mulheres com niveis de vitamina D inferiores a 27,5 ng/mL
apresentaram maior probabilidade de estarem associadas ao grupo de cancer de mama. Em
contraste, as mulheres com niveis de vitamina D acima deste valor tinham maior
probabilidade de estarem associadas ao grupo controle.

Neste estudo, também conseguiu-se concluir que nenhuma caracteristica clinica
(exemplo: hipertensdo arterial, amamentacdo e nivel de HDL e LDL-C) bem como as
caracteristicas demograficas (exemplo: etnia e escolaridade) influenciaram na associagdo
dos niveis de vitamina D sérico e as mulheres com cancer de mama.

Em relacdo a associa¢do da vitamina D sérica e as caracteristicas tumorais das
pacientes, concluiu-se que niveis de vitamina <28ng/ml estavam relacionados com tumores
em estagios mais avangados e subtipos triplos negativos ¢ Luminais B/Her 2 do que aquelas
que apresentam niveis >28ng/ml. Outras caracteristicas do cancer de mama, como o grau

histologico, ndo apresentaram correlacdo no presente estudo.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

O cancer de mama ¢ um desafio devido a falta de conhecimento de sua patogénese
por completo e grande heterogeneidade da doenca. Pesquisas voltadas para a prevencao
primaria e implementacdo de intervengdes baseadas em evidéncias se fazem necessarias para
reducdo da incidéncia entre as mulheres.

A vitamina D j4 ¢ conhecida por exibir propriedades anticancerigenas, mas muitos
aspectos permanecem desconhecidos e a sua relacdo com o cancer de mama ainda ¢
conflitante. Os resultados do presente estudo reforcam a possibilidade dos beneficios da
suplementagdo como estratégia de prevencdo primaria do cancer de mama e sugerem a
identificacdo de um grupo de risco que possa se beneficiar de um melhor planejamento dessa.

Assim sendo, ensaios clinicos bem delimitados s3o necessarios para investigar a
relacdo direta de causa e efeito entre a associagdo do nivel sérico de vitamina D ¢ o risco de

cancer de mama, bem como o efeito da suplementacio na prevencao.
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