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RESUMO

Introducéo: O céncer da mama ainda € a forma mais comum de cancer entre as
mulheres, ocupando o primeiro lugar em incidéncia no Brasil. E uma doenca
multifatorial, podendo ser adquirida no decorrer da vida ou por transmisséo
hereditaria. Diante da necessidade de se diagnosticar precocemente mulheres com
cancer de mama, € imprescindivel avaliar marcadores progndésticos que sao
capazes de predizer o desfecho da doenca como a viatmina D, bem como identificar
antecipadamente a cardiotoxicidae que € um dos efeitos tdxicos da quimioterapia
responsavel por altas taxas de mortalidade.

Artigo 1: O objetivo do trabalho foi avaliar os niveis plasméticos da 25-
hidroxivitamina D (25(OH)D) ao diagndstico e verificar sua relacdo com parametros
clinicos e progndésticos em mulheres com cancer de mama e sua relagdo com a
agressividade da doenca. Esse estudo envolveu um total de 147 mulheres com
carcinoma ductal infiltrativo da mama. Foram coletas amostras de sangue e as
pacientes foram submetidas a procedimentos cirdrgicos para coleta do tumor. As
biopsias de tumor foram classificadas por imunohistoquimica em 4 subtipos
moleculares: Luminal A, Luminal B, HER 2 positivo e triplo negativo. A 25(OH)D foi
avaliada em amostras de plasma usando um kit comercial a base de
quimioluminescéncia (Architet ™, Abbot). Os resultados foram comparados pelo
teste t de Student ou pelo teste de Mann-Whitney, de acordo com a distribuicdo das
variancias. A média de idade ao diagnéstico foi de 56,1 anos. Foi observado que
menores niveis plasmaticos de vitamina D ao diagnostico estavam relacionados a
marcadores clinicos de pior prognéstico como: invasdo linfonodal (23,69 + 0,94
ng/mL em linfonodos negativos e 20,34 + 1,3 ng/mL em linfonodos positivos, p =
0,0390), quimiorresisténcia (20,45 + 1,32 ng/mL em quimiorresistente e 23,54 + 0,83
ng/mL em quimioresponsiva, p = 0,0454), metastases (20,58 + 1,18 ng/mL em
pacientes metastaticos e 23,61 =+ 0,94 ng/mL naqueles sem metastase, p = 0,05),
portadoras de tumores triplo-negativos quando comparados aos tumores luminais
(23,42 + 0,99 ng/mL em triplo negativos e 17,17 + 2,89 ng/mL em tumores luminais
A, p = 0,0409), e 6bito nos dois primeiros anos do diagndstico (23,62 + 0,80 ng/mL
em pacientes vivas 2 anos ap0s o diagnostico e 19,71 = 1,54 ng/mL em pacientes
que morreram, p = 0,0197). O estudo mostrou que niveis plasmaticos mais baixos de
25(0OH)D no momento do diagndstico estdo diretamente associados a marcadores
clinicos de mau prognostico em cancer de mama. Em concluséo, os niveis reduzidos
de vitamina D no plasma ao diagnéstico de cancer de mama podem ser um
marcador plausivel do prognéstico da doenca.

Artigo 2: O presente estudo teve como objetivo avaliar marcadores do dano
cardiaco (CK total, CKMB e PCR), marcadores inflamatorios (ferro livre,
homocisteina e TNF-a) bem como o lipidograma em pacientes com cancer de mama
submetidas a ciclos agudos de doxorrubicina, paclitaxel ou trastuzumabe e verificar
se existe associacdo entre esses marcadores e a toxicidade ao tratamento
quimioterapico. Foram incluidas no estudo 120 pacientes com cancer de mama e 50



controles saudaveis. Todas as andlises foram realizadas em sistemas
automatizados, e o TNF-a foi avaliado por método imunoenzimético (ELISA,
eBioscience). Para as analises estatisticas cada grupo foi comparado com o0s
controles de acordo com sua normalidade pelo teste t de Student e teste de Mann-
Whitney. Nossos resultados mostraram que niveis plasmaticos aumentados de CK-
MB foram encontrados no grupo tratado com paclitaxel e naqueles tratados com
trastuzumabe quando comparados aos controles (CTR 1,26+0,338 U/L; DOX
5,208+2,73 U/L; PTX 8,78+4,2 U/L, TZ 6,9+1,97 U/L, p <0,001). Os niveis
plasmaticos de hsPCR foram significativamente maiores nos trés grupos apos 0s
tratamentos (CTR 0,66+0,18 mg/dL; DOX 4,80+1,23 mg/dL, p = 0,0005; PTX
7,12+1,87 mg/dL, p = 0,0006; TZ 3,12+0,68 mg/dL, p = 0,095). O lipidograma
mostrou um aumento significativo nos niveis de colesterol total em pacientes
tratados com paclitaxel (PTX 201,7+19,54, p = 0,05) e trastuzumabe (TZ
218,3+16,79, p = 0,0317), em relacdo aos controles saudaveis (CTR Colesterol
167,1+£7,85); e nos niveis de triglicerideos (DOX 187,6+£25,06, p = 0,0231, PTX
201,7£19,54, p = 0,0277, TZ 218,3£16,79, p = 0,0127), em relagédo aos controles
(CTR Triglicerideos 137,9+5,24). A analise do TNF-a circulante mostrou aumento
dessa citocina em todos o0s grupos tratados quando comparados aos controles (CTR
9,47+1,56 pg/mL; DOX 42,31+17,96 pg/mL, p = 0,01 ; PTX 38,27+9,12 pg/mL, p =
0,023 e TZ 89,6+£12,11, p = 0,032). Os niveis plasmaticos de homocisteina foram
significativamente aumentados nos trés grupos tratados em relacdo aos controles
saudaveis (CTR 7,80+0,397 pmol/L; DOX 9,11+0,83 pmol/L, p = 0,021; PTX
10,95+0,86 pumol/L, p = 0,005 e TZ 9,95+1,15 umol / L, p = 0,0396). Ferro livre
também foi encontrado significativamente elevado em todos os grupos (CTR
89,1749,5 ug/dL; DOX 138,8+18,6 ug/dL, p = 0,0193; PTX 113418 6 ug/dl, p = 0,045
e TZ 120,5%4,64 ug/dl, p = 0,0058). Nossos dados demonstraram que marcadores
de rotina de avaliacdo do dano cardiaco como CKMB e PCR apresentam-se
alterados no sangue apoés o tratamento agudo em pacientes com cancer de mama.
Bem como o lipidograma e marcadores pré-inflamatérios como TNF-a, homocisteina
e ferro livre. Apés as andlises sugere-se que marcadores de rotina de lesdo cardiaca
apresentam indicios de que poderiam ser usados como possiveis indicadores de
cardiotoxicidade induzida pelas drogas usadas na quimioterapia.

Palavras chave: Cancer de mama. Prognéstico. Vitamina D. Quimioterapia.
Toxicidade.
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ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is still the most common form of cancer among women,
ranking first in incidence in Brazil. It is a multifactorial disease that can be acquired
during the course of life or through hereditary transmission. Given the need to
diagnose women with breast cancer early, it is essential to evaluate prognostic
markers that are capable of predicting the outcome of the disease such as viatmina
D, as well as to identify in advance cardiotoxicidae, which is one of the toxic effects
of chemotherapy responsible for high rates mortality. Article 1:
The objective of this study was to evaluate the plasma levels of 25-hydroxyvitamin D
(25(0OH)D) in the diagnosis and to verify its relation with clinical and prognostic
parameters in women with breast cancer and its relation with the aggressiveness of
the disease. This study involved a total of 147 women with infiltrative ductal
carcinoma of the breast. Blood samples were collected and the patients underwent
surgical procedures to collect the tumor. Tumor biopsies were classified by
immunohistochemistry into 4 molecular subtypes: Luminal A, Luminal B, HER 2
positive and triple negative. 25 (OH) D was evaluated on plasma samples using a
commercial chemiluminescent kit (Architet ™, Abbot). The results were compared by
Student's t-test or the Mann-Whitney test, according to the variance distribution. The
mean age at diagnosis was 56.1 years. It was observed that lower plasma levels of
vitamin D at diagnosis were related to clinical markers of worse prognosis such as
lymph node invasion (23.69 + 0.94 ng / mL in negative lymph nodes and 20.34 + 1.3
ng / mL in lymph nodes positive, p = 0.0390), chemoresistance (20.45 + 1.32 ng / mL
in chemoresistant and 23.54 + 0.83 ng / mL in chemorresponsive, p = 0.0454),
metastases (20.58 + 1.18 ng / mL in metastatic patients and 23.61 + 0.94 ng / mL in
those without metastasis, p = 0.05), with triple-negative tumors compared to luminal
tumors (23.42 + 0.99 ng / mL in triple negatives and 17.17 £ 2.89 ng / mL in luminal
tumors A, p = 0.0409), and death in the first two years of the diagnosis (23.62 + 0.80
ng / mL in patients alive 2 years after diagnosis and 19.71 + 1.54 ng / mL in patients
who died, p = 0.0197). The study showed that lower plasma 25(OH)D levels at the
time of diagnosis are directly associated with clinical markers of poor prognosis in
breast cancer. In conclusion, reduced levels of vitamin D in plasma to the diagnosis
of breast cancer may be a plausible marker of the prognosis of the disease.
Article 2: The present study aimed to evaluate markers of cardiac damage (total CK,
CKMB and CRP), inflammatory markers (free iron, homocysteine and TNF-a) as well
as lipidogram in breast cancer patients undergoing acute cycles of doxorubicin,
paclitaxel or trastuzumab and to verify if there is an association between these
markers and the toxicity to the chemotherapeutic treatment. Included in the study
were 120 breast cancer patients and 50 healthy controls. All analyzes were
performed in automated systems, and TNF-a was evaluated by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA, eBioscience). For the statistical analyzes, each group
was compared with the controls according to their normality by Student's t-test and
Mann-Whitney test. Our results showed that increased plasma levels of CK-MB were



found in the paclitaxel treated group and in those treated with trastuzumab when
compared to controls (CTR 1.26 £ 0.338 U /L, DOX 5.208 £ 2.73 U /L, PTX 8, 78 =
42U /L, TZ26.9+£1.97 U /L, p<0.001). Plasma levels of hsPCR were significantly
higher in the three groups after treatments (CTR 0.66 + 0.18 mg / dL, DOX 4.80 +
1.23 mg / dL, p = 0.0005, PTX 7.12 + 1.87 mg / dL, p = 0.0006, TZ 3.12 + 0.68 mg /
dL, p = 0.095). The lipidogram showed a significant increase in total cholesterol
levels in patients treated with paclitaxel (PTX 201.7 + 19.54, p = 0.05) and
trastuzumab (TZ 218.3 £ 16.79, p = 0.0317), in relation to healthy controls (CTR
Cholesterol 167.1 = 7.85); and in triglyceride levels (DOX 187.6 £ 25.06, p = 0.0231,
PTX 201.7 + 19.54, p = 0.0277, TZ 218.3 = 16.79, p = 0.0127), in relation to the
controls (CTR Triglycerides 137.9 + 5.24). Analysis of circulating TNF-a showed an
increase in this cytokine in all treated groups compared to controls (CTR 9.47 + 1.56
pg / mL, DOX 42.31 + 17.96 pg / mL, p = 0.01; PTX 38.27 £ 9.12 pg / mL, p = 0.023
and TZ 89.6 + 12.11, p = 0.032). Plasma levels of homocysteine were significantly
increased in the three treated groups relative to healthy controls (CTR 7.80 + 0.397
pmol / L, DOX 9.11 + 0.83 ymol / L, p = 0.021, PTX 10.95 £ 0, 86 ymol / L, p = 0.005
and TZ 9.95 + 1.15 uymol / L, p = 0.0396). Free iron was also found to be significantly
elevated in all groups (CTR 89.17 = 9.5 uyg / dL, DOX 138.8 + 18.6 pg / dL, p =
0.0193, PTX 113+ 18 6 pg / dL, p = 0.045 and TZ 120.5 £ 4.64 ug / dl, p = 0.0058).
Our data demonstrated that routine markers of evaluation of cardiac damage such as
CKMB and CRP are altered in the blood after acute treatment in patients with breast
cancer. As well as lipidogram and pro-inflammatory markers such as TNF-q,
homocysteine and free iron. After the analyzes, it is suggested that routine cardiac
injury markers show indications that they could be used as possible indicators of
drug-induced cardiotoxicity used in chemotherapy.

Keywords: Breast cancer. Prognosis. Vitamin D. Chemotherapy. Toxicity.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1,25(0H)2D  1,25-dihydroxyvitamin D (1,25-dihidroxivitamina D)

25(0OH)D 25-hydroxyvitamin D (25-hidroxivitamina D)

ALP Fosfatase Alcalina

ALT Alanina aminotransferase
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BNP Peptideo Natriurético Do Tipo B

BRCALl Breast Cancer Type 1 (Cancer de mama tipo 1)

BRCA2 Breast Cancer Type 2 (Cancer de mama tipo 2)

CCNB1 Cyclin B1 (Ciclina B1)

CK Creatinaquinase

CK-MB Creatinofosfo-quinase Isoenzima MB

CRP C-reactive protein (Proteina C reativa)

CTR Controle

DNA Acido desoxirribonucleico

DOX Doxorrubicina

ER Estrogen Receptor (Receptor de Estrogénio)

FEVE Fracédo De Ejecao Do Ventriculo Esquerdo

GGT Gama Glutamiltransferase

HER-2 Human Epidermal growth factor Receptor-type 2 (receptor tipo 2
do factor de crescimento epidérmico humano)

IDC Infiltrating Ductal Carcinoma (carcinoma ductal infiltrante)

19gG1 Imunoglobulina G 1

IMC indice de massa corpérea

INCA Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva

Ki-67 Antigeno nuclear Ki-67

LN Linfonodo

M Presenca de metastases a distancia

MDM2 Murine Double Minute 2 (Minuto Duplo Murino 2)

MiRNA microRNA

MKI67 Marker of Proliferation Ki-67 (Marcador de proliferacdo Ki-67)

MYBL2 MYB Proto-Oncogene Like 2 (MYB Proto-Oncogene tipo 2)

N Envolvimento de linfonodos regionais



OMS
PTX
PR
RNA

TNF-a
TZ
uvB
VDBP
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Organizacdo Mundial da Saude
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Progesterone Receptor (Receptor de Progesterona)
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Tumor primario
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer de Mama - Epidemiologia

O cancer de mama é a neoplasia mais comum entre mulheres e tem altas
taxas de incidéncia e mortalidade em todo o mundo, inclusive no Brasil (TORRE et
al., 2012; CECILIO et al., 2015). O Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (INCA) estima, para o Brasil, 59.700 casos novos de cancer de mama, para
cada ano do biénio 2018-2019, com um risco considerado de 56,33 casos a cada
100 mil mulheres o que representa 29,5% de todos os tipos de cancer
diagnosticados na populacdo feminina (Figura 1). Sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, esse tipo de cancer também é o primeiro mais frequente nas
mulheres das Regides Sul (73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste
(51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil). Na Regido Norte, é o segundo tumor
mais incidente (19,21/100 mil). S6 em 2015, no Brasil, ocorreram 15.403 0Obitos por
cancer de mama (INCA 2018).

Prostata 68.220 31,7% Mama Feminina 549.700 29,5%
. o . - Homens Mulheres i
Tragueia, Brénguio e Pulm&o 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquic e Pulmado  12.530 5,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esidfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.590 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 5.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Mervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

* Ndmeros arredondados para mulfiplos de 10

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA, 2018).

De acordo com avaliacdo do INCA, o Estado do Parana deve registrar em
2018 perto de 3.730 novos casos de cancer de mama (cerca de 64,70 casos da
doenca para cada 100 mil habitantes — taxa bruta) (Figura 2), o que da uma média
de aproximadamente 10 diagnésticos por dia. Esse niumero permanece invariavel
desde 2016. Curitiba, a capital do estado, ficaria responsavel por 820 dessas
ocorréncias (cinco diagnésticos a cada dois dias). Também de acordo com esse
instituto, os trés tipos de cancer mais recorrentes nas mulheres do estado do Parana

sdo o de mama, ovario e colo de Utero. Juntos serdo responsaveis por mais de
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4.930 novos registros de neoplasias nas mulheres paranaenses em 2018, sendo o

cancer de mama o mais prevalente (INCA 2018).
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Figura 2: Incidéncia de cancer de mama por sexo estimada para 2018 no estado do
Parana (INCA 2018).

A incidéncia dessa neoplasia tem aumentado a nivel mundial. Contudo, nos
paises desenvolvidos, a incidéncia alcancou um equilibrio acompanhado de queda
nos ultimos anos. Além disso, nesses paises, as percentagens de mortalidade
apresentaram uma tendéncia de declinio, mostrando uma combinac¢éo de melhoria
devido a deteccédo precoce, por meio de rastreamento populacional, e intervencdes
terapéuticas mais eficazes (STEWART; WILD, 2014).

Alguns fatores que podem influenciar o risco de desenvolver o tumor no tecido
mamario sao idade precoce na menarca (menor que 12 anos) - o que implica o inicio
de um padrdo hormonal maduro, incluindo o inicio da ovulacédo, alteracbes
hormonais ciclicas e menstruacdo - tem sido continuamente relacionado a um
aumento do risco de desenvolver cancer de mama, (aumento de 5% no risco para
cada ano de antecipacdo da menarca) (HANKINSON; TAMIMI; HUNTER, 2008;
COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST, 2012; BRAVI,
DECARLI; RUSSO, 2018) e menopausa tardia (ap6s o0s 55 anos)
(ANOTHAISINTAWEE et al., 2013). Fatores reprodutivos adicionais que aumentam o

risco compreendem nuliparidade (nunca ter filhos), primeira gestacdo apés os 30
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anos de idade (COLDITZ; BAER; TAMINI, 2006; BRAVI; DECARLI; RUSSO, 2018),
niveis elevados de horménios sexuais, uso de contraceptivos e a amamentacao por
um periodo inferior a um ano. A terapia de reposicdo hormonal também pode
aumentar os riscos de desenvolver cancer de mama (WRITING GROUP FOR THE
WOMEN’S HEALTH INITIATIVE INVESTIGATORS, 2002; HOLMBERG;
ANDERSON, 2004; BOFF; WISINTAINER, 2006; SHANTAKUMAR et al., 2007;
MOSCONI et al.,, 2009; M@RCH et al. 2017). Todos esses aspectos acima
mencionados mostram um papel da dose permanente da exposicdo aos hormonios
sexuais enddgenos e exdgenos ao longo da vida, onde quanto maior o periodo de
tempo de producdo hormonal, maior o risco de desenvolver o cancer de mama
(McPHERSON; STEEL; DIXON, 2000).

Os fatores de risco relacionados ao estilo de vida sdo o consumo de alcool,
com um aumento no risco de 20% para mulheres com consumo moderado e de 60%
para consumo excessivo (WORLD CANCER RESEARCH, 2007; BAGNARDI et al.,
2015; BRAVI; DECARLI; RUSSO, 2018), ganho de peso apds os 18 anos e/ou estar
com sobrepeso ou obesidade e sedentarismo (WORLD CANCER RESEARCH,
2007; BRAVI; DECARLI; RUSSO, 2018). Fatores associados a histéria médica
mostram um aumento de 67% do risco de desenvolver cancer de mama em
mulheres com historico familiar da doenca em parentes de primeiro grau. O risco
aumenta duas vezes se houver mais de um parente afetado pela doenca (COLDITZ;
BAER; TAMINI, 2006; COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN
BREAST, 2012; BRAVI; DECARLI; RUSSO, 2018). Muta¢@es hereditarias nos genes
BRCA1 e BRCA2 (heranga autossdmica dominante) constitui de 5-10% de todos
casos de cancer de mama feminina (KRAINER et al., 1997; MARTIN; WEBER, 2000;
CASTERA et al. 2014). A densidade mamografica, que é a porcentagem geral de
tecido denso (tecido ndo adiposo) analisado na mamografia, também esta
relacionada ao risco de desenvolver cancer de mama sendo influenciada por fatores
hormonais, reprodutivos e de estilo de vida (HANKINSON; TAMIMI; HUNTER, 2008;
MASALA et al.,, 2017; BRAVI; DECARLI; RUSSO, 2018). Outros fatores que
influenciam o aparecimento da doenca séo certas condi¢cdes benignas da mama, tal
como hiperplasia atipica, alta dose de radiagcdo no peito em idade jovem (por
exemplo, para tratamento de linfoma), e diabetes tipo 2 (independente da
obesidade) (ANOTHAISINTAWEE et al., 2013; STEWART; WILD, 2014).
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Embora seja classificado como um cancer de bom progndstico, se
diagnosticado e tratado apropriadamente, as taxas de letalidade por céancer de
mama permanecem altas no Brasil. Nos paises de baixa e média renda, o
diagnostico do cancer de mama ocorre em estagios mais avancados da doenca,
aumentando a morbidade relacionada ao tratamento, comprometendo a qualidade
de vida e reduzindo a sobrevida das pacientes. A mamografia bienal para as
mulheres, na faixa etaria de 50 a 69 anos, é a estratégia de acompanhamento
indicada para o controle do cancer de mama no Brasil (INCA, 2018). A mamografia é
um método efetivo de rastreamento para deteccdo precoce do cancer de mama
constituindo a técnica ideal para identificacdo de lesGes subclinicas (SMITH et al.
2003; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). Assim a constatacdo precoce do
cancer de mama € fundamental para que ocorra uma reducdo da mortalidade pela
doenca, pois 0 prognostico das pacientes esta diretamente relacionado ao estadio

da doenca no momento do diagndstico.

Na América Latina, Allemani e colaboradores (2015), com o estudo
CONCORD-2 (Cancer survival in five continents: a worldwide population-based
study), encontraram um aumento nos indices de sobrevida cancer-especifica entre
1995-1999 e 2005-2009, principalmente no Brasil, de 78% para 87%,
respectivamente. No Brasil, em referéncia a sobrevida global, em 10 anos poucos
estudos aferiram informacBes coletadas em registros de base populacional,
demonstrando sobrevida global de 41,5% entre 1998 e 2000 e de 57,8% entre 1995
e 2003 (NUNES, 2011). Estes dados, mesmo exiguos, diferem substancialmente em
relacdo a paises desenvolvidos provavelmente em consequéncia da caréncia de um
programa eficiente de rastreamento populacional e por uma cobertura mamografica
inapropriada no Brasil. Segundo a AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018, na
populacdo mundial, a sobrevida média depois de cinco anos da doenca é de 61% e
nos paises desenvolvidos essa sobrevida aumenta para 78%. Em 2016, segundo
dados do American Cancer Society, o percentual de sobrevida em 5, 10 e 15 anos
para o cancer de mama sao 89%, 83%, e 78%, respectivamente. Nos Estados
Unidos ocorreu uma queda expressiva da mortalidade por cancer de mama a contar
do ano 2000. Essa diminuicdo foi atribuida pela reducédo na terapia de reposicao
hormonal e pelo rastreamento mamografico populacional o que proporcionaram uma

reducdo na taxa de mortalidade geral de cancer de mama de 36% de 1989-2012,
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isso se deve também a melhorias na deteccéo precoce e tratamentos mais eficazes
para a doenca (KERLIKOWSKE, 2010; MILLER; BEN-AHARON; HAINES, 2012;
TORIOLA; COLDITZ, 2013).

1.2. Fatores clinicopatoldgicos e progndéstico no cancer de mama

Um fator prognaostico poderia ser definido como um parametro possivel de ser
mensurado no momento do diagndstico e que serviria como preditor da sobrevida ou
do tempo livre de doenca (DONEGAN, 1979). A heterogeneidade da histéria natural
do cancer de mama € conhecida, contudo seus fatores determinantes ainda
continuam desconhecidos. Sendo o cancer de mama um tumor onde seu
desenvolvimento se processa de forma relativamente lenta, a possibilidade de se

estabelecer o diagnoéstico ainda em fase precoce é elevada (CLARK, 1996).

Dhingra e Hortobagyi (1996) organizaram os eventuais fatores progndsticos
do cancer de mama em quatro grupos, aos quais denominam geracao. Na primeira
geracdo sao incorporados os fatores anatdomicos (tamanho do tumor,
comprometimento de linfonodos, subtipos histolégicos, idade, etc.); na segunda
geracdo estdo contidas as propriedades patologicas quantitativas (grau histoldgico,
necrose tumoral, ploidia, indice mitético, etc.) e responsividade enddocrina
(receptores hormonais de estrogénio e progesterona); na terceira geracdo Sao
agrupados os fatores moleculares especificos-reguladores do crescimento
(amplificadores de oncogenes — ex: neu/C-erbB-2, myc; e supressores de genes —
ex: p53, nm23), as proteases (como a catepsina D); por fim, na quarta geragao sao
compreendidos os preditores de metastases especificos para os distintos 6rgaos
(micrometastases em medula 0Ossea, polimorfismo de L-myc, Vimentin). Sua
aplicacdo baseia-se nas recomendacdes de consensos multidisciplinares como do
College of American Pathologists e do American Society of Clinical Oncology
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 1991; MITTENDOREF et al., 2014).

Como na maioria dos canceres, a idade € o principal fator de risco para
cancer de mama. De acordo com o 15th St Gallen International Breast Cancer
Conference 2015, a neoplasia maligna da mama € a principal causa de mortes
relacionadas ao cancer em mulheres com 40 anos ou menos em paises
desenvolvidos, onde as taxas de sobrevivéncia de mulheres jovens com cancer de

mama € menor do que para mulheres mais velhas. As pacientes jovens sdo mais



20

propensas a desenvolver subtipos mais agressivos de cancer de mama e doenca
HER2 positiva e também apresentam doenca em estagio mais avancado. A idade
jovem é um fator de risco independente para recidiva e morte da doenca
(ESPOSITO; CRISCITIELLO; CURIGLIANO, 2015). Existem diferencas entre as
mulheres jovens diagnosticada com cancer de mama que afetam a conduta do
tratamento, devendo levar em consideracdo o status pré-menopausal no momento
do diagnostico, preocupacdes com fertilidade, genética e questdes emocionais que
devem ser consideradas. Ja em pacientes idosas o desafio é equilibrar o tratamento
eficaz contra comorbidades potenciais e minimizar o tratamento excessivo. A
incidéncia de cancer de mama continua a aumentar, particularmente em mulheres
mais velhas, e a mediana que a expectativa de vida de uma paciente que foi
diagnosticada aos 70 anos é de 16 anos, uma mulher diagnosticada aos 80 anos
tem uma perspectiva de aproximadamente 10 anos (ESPOSITO; CRISCITIELLO;
CURIGLIANO, 2015).

O estado dos linfonodos axilares é fator progndéstico respeitavel na falta de
metastases a distancia e esta intimamente correlacionado com a progresso da
doenca. E, no entanto, um fato, amplamente observado, que, na sua grande maioria,
as pacientes linfonodo axilares positivas apresentam uma sobrevida geral menor
gue a aquelas cujos linfonodos axilares ndo apresentam envolvimento metastatico
no momento da cirurgia. O progndstico torna-se pior a medida que aumenta o
namero de linfonodos positivos (CARTER; ALLEN; HENSON, 1989; HODA, 2014). O
tamanho do tumor juntamente com a condi¢do dos linfonodos axilares sao os dois
mais importantes indicadores progndésticos para cancer de mama, sendo fatores
indicadores relevantes referente a sobrevida global. O risco de recorréncia da
doenca aumenta proporcionalmente a medida que o tamanho do tumor aumenta
(BLAMEY et al., 2010; IN EDGE et al., 2010). E certo também que o tamanho do
tumor esta diretamente relacionado ao risco de recidiva, sendo que, nos casos de
pacientes com auséncia de comprometimento dos linfonodos, o tamanho do tumor
torna-se o melhor preditor desta reincidéncia e quanto maior o seu tamanho,
maiores sdo as chances da existéncia de comprometimento metastatico dos
linfonodos loco-regionais (VALAGUSSA; BONADONNA; VERONESI, 1978;
PALMER; LYTHGOE; SMITH, 1982).
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Os carcinomas de mama invasivos sdo classificados baseados em suas
caracteristicas morfolégicas, como tipo histolégico ou grau de diferenciacdo sendo
os dois significativos marcadores progndsticos. Hoje em dia, orienta-se utilizar o
sistema de classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) atualizado em
2012, que reconhece mais de 20 diferentes tipos histoldgicos (tabela 1) (ELLIS et al.,
1992; LAKHANI et al., 2012). O carcinoma ductal infiltrante e o carcinoma lobular
infiltrante, sdo as formas mais comuns de carcinoma de mama. O grau histologico do
mesmo modo € um consideravel elemento da avaliacdo patolégica e retrata o
potencial de malignidade do tumor sinalizando a sua maior ou menor habilidade de
metastatizacdo. A graduacéo histoldgica de Scarff-Bloom-Richardson modificado por
Elston-Ellis (1993) conhecida como o Sistema de Classificacdo de Nottingham € o
sistema de gradacao largamente adotado nos EUA, na Europa e em diversas partes
do mundo (PATHOLOGY TAVASSOLI; DEVILEE, 2003; REPORTING OF BREAST
DISEASE, 2005). Tal sistema de categorizacdo fundamenta-se na andlise
semiquantitativa das qualidades morfolégicas do tumor, abrangendo a formagéo dos
tubulos, o pleomorfismo e a contagem mitética. Toda particularidade é avaliada e
conferida um valor de 1 (favoravel) a 3 (desfavoravel), e as pontuacfes de todas as
trés categorias sdo somadas. Uma pontuacdo conjugada de 3-5 pontos €
denominada como grau 1 (baixo grau), de 6 ou 7 pontos grau 2 (grau intermediario)
e de 8 ou 9 pontos grau 3 (alto grau) (ELSTON; ELLIS, 1993). Indicadores
prognoésticos para cancer de mama que utilizam a combinacdo de estadiamento da
doenca e grau histolégico sdo comumente empregados, 0 que melhora a predicao

do resultado.

Tabela 1: Tipos de tumores epiteliais segundo a 42 edigdo (2012) da Classificacdo Histologica de
Tumores da Mama da OMS.

Tipos de tumores epiteliais

Carcinoma microinvasivo

Carcinoma mamario invasivo

Carcinoma ductal invasivo, SOE

Carcinoma tipo misto

Carcinoma pleomoérfico

Carcinoma com células gigantes tipo osteoclasto
Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos

Carcinoma com elementos melanéticos

Carcinoma lobular invasivo
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Carcinoma lobular classico
Carcinoma lobular sélido
Carcinoma lobular alveolar
Carcinoma lobular pleomérfico
Carcinoma tubulo-lobular

Carcinoma lobular misto

Carcinoma tubular

Carcinoma cribriforme invasivo

Carcinoma com elementos medulares
Carcinoma medular
Carcinoma medular atipico

Carcinoma invasivo SOE com elementos medulares

Carcinoma mucinoso

Carcinoma com diferenciagdo em células em anel de sinete

Carcinoma micropapilar invasivo

Carcinoma com diferenciacao apécrina

Carcinoma metaplasico sem tipo especial

Carcinoma adenoescamoso de baixo grau

Carcinoma metaplasico fiboromatose-simile

Carcinoma de células escamosas

Carcinoma de células fusiformes

Carcinoma metaplasico com diferenciacdo mesenquimal
Diferenciacdo condroide

Diferenciacdo 6ssea

Carcinoma mioepitelial

OMS: Organizagao Mundial da Satide; SOE: sem outra especificacio Fonte: GOBBI, 2012.

A utilizacdo frequente do estadiamento possibilita a identificacdo concreta das
opcdes de terapéutica e oferece informacdes prognoésticas de base, podendo ser
classificado em grupos prognésticos. No cancer de mama, para o estadiamento da
doenca, aplica-se a 8% edicdo do sistema TNM do American Joint Committee on
Cancer 2018 (Tabela 2) (HORTOBAGY!I et al., 2018), que avalia o tamanho e
extensao do tumor local (T), envolvimento de linfonodos regionais (N) e metastases
a distancia (M), incorporado diretamente aos biomarcadores baseados na
imunoistoquimica e, eventualmente, nas ferramentas genémicas, demonstrando que
o cancer de mama corresponde a varias entidades patolégicas com comportamentos
bioldgicos distintos e com curvas de sobrevida diferentes dentro de um mesmo
volume de doenca anatdbmica de acordo a biologia tumoral (ANDRADE, 2018). A

inclusdo dos marcadores bioldgicos melhora de forma expressiva a discriminagao
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progndstica em relacdo ao estadiamento anatdmico. O TNM 82, edicdo entrou em
vigor em 01/01/2018 (AMIN; EDGE; GREENE, 2017; BRIERLEY;
GOSPODAROWICZM; WITTEKIND, 2017).

Tabela 2: Resumo da Classificacdo TNM do American Joint Committee on Cancer
2018.

Sistema TNM

Defini¢c6es do tumor primério (T) — clinico e patolégico

TO: N3o ha evidéncia de tumor primario

Tis (DCIS): Carcinoma ductal in situ

Tis (Paget): Doenga de Paget do mamilo sem tumor na mama

T1: Tumor £ 20 mm

T1lmi: Tumor <1 mm

Tla: Tumor>1mme<5mm

Tlb: Tumor>5mme <10 mm

1c: Tumor>10 mme £20 mm

T2: Tumor >20 mm e <50 mm

T3: Tumor >50 mm

T4: Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a parede toracica e/ou a pele
(ulceragdo ou nédulos macroscépicos)

T4a: Tumor com extensdo a parede tordcica (costelas, musculos intercostais, musculo
serratil anterior, mas ndo inclui invasdao do musculo peitoral de forma isolada)

T4b: Nédulos cutaneos satélites macroscdpicos e/ou ulceragdo e/ou edema (inclusive "casca
de laranja” /"peau d'orange").

T4c Tumor com presenca de ambos acima (T4a e T4b associados)

T4d Carcinoma infl amatdrio

Definig6es dos linfonodos regionais — clinico (cN)

cNX: Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (p. ex., por terem sido previamente
removidos)

cNO: Auséncia de metastase em linfonodos regionais

cN1: Metastase em linfonodo(s) axilar(es), nivel I/1l, movel(eis)

cN2a: Metastase em linfonodo(s) axilar(es), nivel I/Il, fi xos uns aos outros ou a outras
estruturas

cN2b: Metastase apenas em linfonodo(s) mamario(s) interno(s), na auséncia de metastase
em linfonodo(s) axilar(es)

cN3a: Metdstase em linfonodo(s) intraclavicular(es), nivel llI

cN3b: Metastase em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) e axilar(es)

cN3c: Metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es)

Defini¢coes dos linfonodos regionais — patolégico (pN)

pNX: Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (ndo removidos para estudo ou
previamente removidos)

pNO: Auséncia de metdstase em linfonodos regionais ou presenca de células tumorais
isoladas (CTI)

pNO(i+): Células tumorais isoladas (depdsito de células neoplasicas < 0,2 mm, < 200 células
aproximadamente)

pNO(mol+): Achados moleculares positivo por RT-PCR e auséncia de CTI

pN1mi: Micrometdastase (depdsito de células neoplasicas > 0,2 mm e < 2,0 mm, > 200 células
aproximadamente)

pN1la 1-3: linfonodo(s) axilar(es) comprometido(s) em nivel I/Il (pelo menos uma metastase
>2 mm)




pN1b: Metastase microscopica em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) detectada por
disseccao de linfonodo sentinela, porém nao clinicamente aparente

pN1lc: pN1la e pN1b associados

pN2a: 4-9 linfonodos axilares comprometido(s) em nivel I/Il (pelo menos uma metéstase > 2
mm)

pN2b: Metastase em linfonodo(s) mamadrio(s) interno(s) detectada clinicamente, na
auséncia de metastase em linfonodos axilares

pN3a: > 10 linfonodos axilares comprometidos em nivel I/l (pelo menos uma metastase > 2
mm) ou Metdstase em linfonodo(s) infraclavicular(es), nivel Il

pN3b: pN1la ou pN2a com metdstase clinicamente aparente em linfonodo(s) mamadrio(s)
interno(s) aos métodos de imagem (cN2b) ou pN2a na presenca de linfonodos mamarios
internos com metdstase microscépica detectada por disseccdo de linfonodo sentinela,
porém ndo clinicamente aparente

pN3c: Metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es)

Definigées das metastases a distancia (M)

cMO: auséncia de metdstase sistémica na avaliagdo pela histéria clinica e aos métodos de
imagem (quando indicados).

cM1: presenca de alteracgdo clinica ou imaginoldgica suspeita de metastase sistémica.

pM1: Para os casos que sdao cM1, e no qual a doenc¢a de cM1 foi confi rmada por bidpsia,
entdao pM1 deve ser usado.

Fonte: ANDRADE, 2018
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Posteriormente a atribuicdo dessas categorias, o cancer de mama pode ser

classificado em cinco estagios (0-1V) (GRADISHAR et al., 2016, MINISTERIO DA

SAUDE (2018). O estadiamento anatdbmico podera ser utilizado globalmente

independentemente de se ter ou ndo os biomarcadores disponiveis (HORTOBAGYI

et al., 2018).

e Estagio 0 - TIS NO MO

o Estagio IA - T1 NO MO

e Estagio IB - TO N1mi MO
e Estagio IB - T1 N1mi MO
e Estagio IIA-TO N1 MO

e Estagio llIA-T1 N1 MO
e Estagio IIA - T2 NO MO
e Estagio lIB -T2 N1 MO
e Estagio IIB - T3 NO MO
e Estagio IlIA - TO N2 MO
e Estagio IlIA-T1 N2 MO
e Estagio IlIA - T2 N2 MO
e Estagio IlIA - T3 N1 MO
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e Estagio IlIA - T3 N2 MO

e Estagio IlIB - T4 NO MO

e Estagio llIB - T4 N1 MO

e Estagio llIB - T4 N2 MO

e Estagio IlIC - Qualquer T N3 MO

e Estagio IV - Qualquer T Qualquer N M1

*T1 inclui T1mi.

* Os tumores TO e T1 com micrometastases linfonodais (N1mi) sdo defi nidos
como estédio IB.

* Os tumores T2, T3 e T4 com micrometastases linfonodais (N1mi) sdo defi
nidos com categoria N1.

* A designacdo pMO nao é valida; qualquer MO é clinico.

* Se um paciente apresentar doenca M1 antes da terapia sistémica
neoadjuvante, o estadio é estadio

* |V e permanece no estadio IV, independentemente da resposta a terapia
neoadjuvante.

* O estadiamento ap0s a terapia neoadjuvante € indicada com um prefi xo
"yc¢" ou "yp" para a classifi cacdo T e N. Ndo had um grupo de estadio
anatdbmico atribuido se houver uma resposta patoldégica completa (pCR) a
terapia neoadjuvante, devendo ser reportado apenas como ypTO ypNO cMO.
(ANDRADE, 2018)

O modelo biolégico do tumor € um instrumento relevante para o prognostico e
também para definir que modalidade de tratamento € o mais adequado para cada
paciente, pois os tumores que exibem as mesmas particularidades patoldgicas
classicas podem ter condutas distintas manifestadas pela sua biologia (PARKER et
al., 2009). A analise desses biomarcadores é uma condicdo fundamental na
avaliacao de todo cancer de mama diagnosticado, onde o perfil de expresséao génica
teve um impacto consideravel na compreensdo da biologia do cancer de mama
(ESPOSITO; CRISCITIELLO; CURIGLIANO, 2015). Embora o perfil de expresséo
génica seja o teste padrdo-ouro para a subtipagem molecular do cancer de mama,
no Brasil, a anatomia patoldgica conta com a imunohistoquimica, técnica tecidual in
situ, empregada na determinacéo do tipo de expressao proteica e que é de grande
valor para a patologia mamaria atual (MARQUEZ et al., 2004; VAN DEN EYNDEN et
al., 2006). A imunohistoquimica tem o beneficio de analisar a expressdo de
proteinas no contexto da morfologia do tumor, podendo ser aplicada a pequenas
porcdes de tecido como bidpsias extraidas por agulha fina, com menores custos e

com uma maior velocidade de execucao (CHEANG et al., 2009).
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Durante os ultimos 15 anos 5 subtipos moleculares intrinsecos ao cancer de
mama foram identificados e estudados intensivamente: Luminal A, Luminal B, HER-
2-enriquecido, Basal-like e Claudin-Low (SORLIE et al., 2001). Estudos apontam um
vinculo entre o estado hormonal do tumor e a evolugdo da doenca (PAIK et al.,
2004; DOWSETT et al., 2008). De acordo com o 15th St Gallen International Breast
Cancer Conference 2015, dentre os tumores receptor hormonal positivo e HER-2
negativo, os subtipos Luminal A e B representam a grande maioria dos casos. Os
subtipos luminais tém denominacdo advinda da similaridade que as células
neoplasicas desses grupos possuem com as células mamarias normais, que ficam
em contato direto com o limen dos ductos mamarios, as chamadas células luminais
(SOTIRIOU et al., 2003).

Qualificam-se como luminais A 0s tumores positivos para receptor de
estrogénio (RE) e/ou receptor de progesterona (RP), e negativos para amplificacdo
e/ou superexpressdo de HER-2 (Figura 3) (PEROU et al., 2000; SOTIRIOU et al.,
2003; SPORLIE et al., 2003). Estudos trazem ainda que esse subtipo deve exibir um
indice de Ki-67 inferior a 14% de células neoplasicas imunomarcadas (CHEANG et
al., 2009; VODUC et al., 2010; KENNECKE et al., 2010). A expresséo de RE indica
um tumor indolente e de desenvolvimento lento com baixo percentual de recorréncia.
Os tumores RE positivo sdo comumente localizados em pacientes com idade
avancada (DIAB; ELLEDGE; CLARK, 2000; ANDERSON et al., 2002) e bem
individualizados histologicamente (FISHER et al., 1981). A expressdo do RP é
condicionada a presenca de RE. Tumores expressando RP, mas ndo o RE séo raros
e representam 1% de todos as ocorréncias de cancer de mama (VIALE et al., 2007).
Os tumores do subtipo luminal B também exibem receptores hormonais positivos e
ndo raramente apresentam alto indice proliferativo (Figura 3). Sao definidos por
expressarem genes associados ao HER2 e a um maior nimero de genes de
propagacdo celular, que compreendem a expressdo de genes MKI67 (Ki-67),
CCNB1 e MYBL2. Seu maior grau de proliferacdo celular acarreta um pior
prognostico em comparagcdo com os tumores luminais A (SZRLIE et al., 2003). A
expressdo de RE, RP, HER-2 e o emprego do indice do Ki-67, distinguem o subtipo
luminal A do luminal B (CHEANG et al., 2009). Comparado aos tumores Luminal A,
0s tumores Luminal B sdo caracterizados por uma maior expressdo de genes

relacionados a proliferacdo do ciclo celular e menor expressdo de varios genes
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relacionados ao ltmen, como o receptor de progesterona (RP) (SORLIE et al 2001).
Clinicamente, Tumores Luminal B apresentam maiores taxas de resposta patologica
ap0s quimioterapia neoadjuvante, menor sobrevida livre de recorréncia em 5 e 10
anos, independentemente da terapia sistémica adjuvante em comparacdo com
tumores Luminal A. A classificacdo Luminal A vs B, juntamente com o tamanho do
tumor e o estado nodal, também prediz recidiva a distancia dentro de 5 a 10 anos de
seguimento e, portanto, pode informar decisdes relativas a duracdo do tratamento de
terapia enddcrina (ESPOSITO; CRISCITIELLO; CURIGLIANO, 2015)

O subtipo HER-2 apresenta excessiva expressao da oncoproteina HER-2,
entretanto mostra-se negativo para receptores hormonais (Figura 3) (CIANFROCCA,;
GOLDSTEIN, 2004). A amplificacdo deste gene e a expressao de sua proteina estao
presentes em 15 a 30% dos canceres de mama e estao relacionados com alto grau
histol6gico, RE negativo, taxa de proliferacdo elevada e evolugao clinica agressiva
(WOLFF et al., 2007; DENT et al., 2013). O gene HER-2, situado no cromossomo 17
que codifica a proteina p185, esta implicado em multiplas vias regulatérias, incluindo
mobilidade celular, invaséo, apoptose e proliferacdo celular, com varios efeitos na
biologia do cancer de mama (ALMEIDA-FILHO et al., 2017). Pacientes com
diagnostico primario de carcinoma de mama e com superexpressdo de HER-2 tém
um pior prognostico em relacdo aos pacientes que nao apresentam essa
amplificacdo génica. Consequentemente, defende-se a incluséo do status de HER-2,
concomitantemente com o status de outros fatores progndésticos, a uma decisao
clinica sobre a prescricdo de qualquer terapia adjuvante sistémica (WOLFF et al.,
2007; VODUC et al., 2010); A positividade de HER-2 aparenta estar relacionada a
resisténcia as terapias enddcrinas. Assim, a relevancia desse subtipo histolégico na
pratica clinica também foi ressaltada pelo desenvolvimento de terapias alvo-
especifica contra esse receptor (trastuzumabe), melhorando satisfatoriamente o
prognéstico dessas pacientes (RAKHA; REIS-FILHO; ELLIS, 2010).

O subtipo basal-like, na maior parte (80%), sdo tumores triplo-negativos por
reacdo imuno-histoquimica. Por definicdo, todo cancer triplo-negativo ndo tem
receptores de estrogénio e progesterona e ndo amplifica o gene HER-2 (Figura 3) e
também estd acompanhado de um pior prognostico. Ele mostra caracteristicas
histolégicas tipicas, como padrdo de rapido crescimento, presenca de areas de

necrose e infiltrado linfocitico denso. Como resultado, o tratamento adjuvante



28

disponivel consiste apenas em quimioterapia (ESPOSITO; CRISCITIELLO;
CURIGLIANO, 2015). Os tumores triplo-negativos sdo vistos clinicamente como
subtipo agressivo, com idade de apresentagdo mais precoce e requerem
quimioterapia adjuvante para melhorar a sobrevida. De fato, os tumores triplo-
negativos convencionais sdo carcinomas de alto grau histolégico, com genomas
complexos, altos niveis de instabilidade genética, e um alto grau de heterogeneidade
intertumoral e intratumoral (GEYER et al, 2017). Quando comparado aos tumores da
mama RE positivos, os tumores triplo-negativos tém distintas caracteristicas
genética e transcriptomica (CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012) e estdo
significativamente associados ao gene BRCAl, a mutacbes germinativas
(FOULKES; SMITH; REIS-FILHO, 2010) e caracterizados por niveis de instabilidade
genética e rearranjos estruturais (NIK-ZAINAL et al., 2016). Os tumores Claudin-low,
também sao tumores triplo-negativos, com baixa expresséo de genes das claudinas
3,4 e 7, e perda de E-caderina (HERSCHKOWITZ et al., 2007). Sua frequéncia &
estimada em 5% de todos os carcinomas de mama e sua origem esta vinculada a
células muito proximas hierarquicamente as primitivas células tronco-mamarias
(PRAT; PEROU, 2011). Claudinas sdo proteinas transmembrana envolvidas na
adesdo entre as células, sendo que a downregulation de algumas delas esta
associada ao cancer de mama (a0 que parece, por silenciamento epigenético),

promovendo a migracéao celular e a invaséo tecidual (BARROS; LEITE, 2015).
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Figura 3: Diferenca na expressdo do receptor de estrogénio (ER), receptor de

progesterona (PR) e receptor de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), entre os
subtipos de cancer de mama. (SANDHU et al. 2010).

A taxa proliferativa de tumores é uma das propriedades do cancer de mama e
indica uma inconsisténcia na proliferacdo e morte celular. O aumento da proliferacao
€ uma caracteristica dos tumores malignos e um parametro importante para a
previsao da resposta terapéutica (ESPOSITO; CRISCITIELLO; CURIGLIANO, 2015).
O antigeno Ki67 foi detectado por Gerdes e colaboradores (1991) na cidade de Kiel
(portanto “Ki”), como uma proteina nuclear ndo histona, apds a imunizagéo de ratos
com linfoma de Hodking da linhagem celular L428 (67 faz referéncia ao nimero do
clone). A expressao do antigeno Ki67 acontece nas células em todas as fases ativas
do ciclo celular e intensifica gradativamente até alcangar sua magnitude durante a
mitose (VAN DIERENDONCK et al., 1989). Segundo esses mesmos autores, a falta
de expressao de Ki67 em células quiescentes e sua expressao universal em tecidos
que estdo em divisdo causaram um amplo interesse no seu emprego como
marcador de proliferacdo celular. Hoje em dia, este antigeno € avaliado como um
importante marcador na identificacdo do dinamismo proliferativo celular e é

apropriado para prognosticar pacientes com cancer de mama. A expressao do Ki67
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pode ser identificada por imunohistoquimica a partir de tecido fresco ou fixado e
incluido em bloco de parafina. A percentagem de nucleos corados determina a taxa
de proliferagdo celular (URRUTICOECHEA; SMITH; DOWSETT, 2005). Um indice
Ki67 alto ao diagnostico estd, na maioria das vezes, relacionado com desfavoravel
histéria natural da doenca e pior prognéstico (EARLY BREAST CANCER
TRIALISTS, 2005). Vérios pontos de corte para Ki67 foram relatados como
significativos e é muito dificil determinar o ponto de corte “ideal” baseado em
evidéncias (ESPOSITO; CRISCITIELLO; CURIGLIANO, 2015). Pressupde-se que o
ponto de corte para avaliar o valor prognéstico do Ki67 no carcinoma de mama
inicial varie entre 15 a 22% (AHLIN et al., 2007).

Em 2013, a classificacdo em subtipos clinico-patoldgicos foi alterada na 13th
St. Gallen International Breast Cancer Conference Expert Panel, ponderando-se a
avaliacdo semiquantitativa da expressao dos RP no progresso clinico e a resposta
ao tratamento. Prat e colaboradores (2015) avaliaram o valor prognéstico da
proporcao de células que expressavam 0S genes e a proteina RP nos tumores
classificados como luminais A. Esses mesmos autores mostraram que a baixa
positividade dos RP (<20%) pela imunohistoquimica foi considerada um marcador
para luminal B (Tabela 3) (PRAT et al., 2013). Deste modo, somente os tumores de
melhor prognostico foram classificados luminais A, restringindo proporcionalmente

0s canceres classificados nessa categoria (GOLDHIRSCH et al., 2013).

O subtipo Luminal A esta associado a baixo grau histologico e evolugao
clinica moderadamente lenta, com progndstico mais satisfatorio em comparacao aos
outros subtipos. Esse tipo de tumor é diagnosticado em 51% dos casos, sendo o de
maior frequéncia (PRAT et al., 2015). O subtipo Luminal B tem menor expressao de
genes ligados aos receptores hormonais e expressdo mais alta de genes
relacionados com a proliferacdo. Esse subtipo demonstra maior grau histolégico e
niveis mais baixos de expresséo de receptores RE e RP. Cerca de 30% dos tumores
luminais B também expressam HER-2 e estdo relacionados a evolucédo clinica de
maior agressividade e pior prognostico que o cancer luminal A e sua incidéncia € de
29% (HARVEY et al., 1999; ALLRED, 2008).

O cancer HER-2 positivo (ndo luminal) possui indice proliferativo mais elevado

e esta associado a menor faixa etaria, maior grau histologico, evolugdo clinica mais
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agressiva e sdo mais predispostos a exibir linfonodos positivos e mau progndstico
(CAAN et al., 2014). O subtipo HER-2 aparece em 12,5% dos casos diagnosticados
(PRAT et al., 2015). Apesar desses avancgos, as pacientes positivas para HER-2
ainda apresentam recidiva de sua doenca, principalmente no estagio metastatico.
Para este fim, os esforcos de investigacao atualmente em curso tentam melhorar os
resultados clinicos dessas pacientes, enfocando as seguintes areas: avaliacdo de
diferentes estratégias de bloqueio duplo de HER-2, co-alvejamento de HER-2 com
outras moléculas percebidas como mediadores de resisténcia ao tratamento com
anti-HER-2, e identificacdo de biomarcadores preditivos (ESPOSITO;
CRISCITIELLO; CURIGLIANO, 2015). Na era da oncologia personalizada, esforcos
de colaboracdo clinica sdo necesséarios para avancar ainda mais o campo de
tratamento de pacientes com cancer de mama HER-2 positivo. O cancer triplo
negativo é responsavel por aproximadamente 10-15% de todo o cancer de mama e

pode ser atribuido a uma propor¢cado maior de casos em paises em desenvolvimento.

Tabela 3: Perfil dos subtipos histolégicos para a classificagdo por imunohistoquimica
dos tumores de mama.

Subtipos moleculares Imunohistoquimica
Luminal A RE positivo, RP positivo (com expressédo >20%),
HER-2 negativo, Ki-67 <14%.
Luminal B HER-2 negativo, RE positivo, RP negativo ou RP <

20% dos nucleos corados e Ki-67 alto (214%).
Luminal B HER-2 HER-2 positivo, RE e/ou RP positivo
HER-2 RE negativo, RP negativo e HER-2 positivo.
Triplo-Negativo RE negativo, RP negativo e HER-2 negativo

Fonte: Prat et al. (2013)

Desde entdo essa categorizacdo apresentou grande valor na recomendacao
do tratamento sistémico do cancer de mama. A categorizacdo dos subtipos
moleculares é muito significativa, uma vez que apresenta contrastes expressivos em
termos de incidéncia, fatores de risco, predicdo de alvos terapéuticos e exibem
evolucéo clinica e de progndstico unicos (CAAN et al., 2014). Pelo fato do cancer de
mama ser uma doenca extremamente heterogénea, o reconhecimento de alvos
terapéuticos peculiares dentro dos tumores € fundamental para aprimorar suas

terapias. Assim sendo, é cada vez mais importante o aperfeicoamento dessa
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classificacdo para que possa guiar a tomada de decisao terapéutica adequada para

cada subtipo.

1.3. Marcadores clinicopatolégicos emergentes no cancer de mama

O emprego dos marcadores tumorais na avaliacdo do prognostico do cancer
de mama tem se concretizado nos ultimos anos, pois ajuda tanto na prevencao da
neoplasia quanto no progndstico, na avaliacdo da agressividade tumoral, bem como
na escolha do tratamento. Pesquisas importantes foram realizadas para identificar
biomarcadores adequados de cancer, o que levou a avancos na sua deteccao
(COLE; HE; WANG, 2013).

Um marcador prognostico pode ser definido como qualquer marcador capaz
de, no momento do diagndstico (ou cirurgia) da neoplasia, prover subsidios a
respeito da sua evolucao clinica. Para tal, este marcador deve estar relacionado a
determinadas particularidades biol6gicas envolvidas na modificacdo celular
neoplasica, no desenvolvimento tumoral ou no processo metastatico (SCHMITT et
al., 1998). Alguns tumores se caracterizam pela producdo de substancias que
podem ser monitoradas através de amostras de tecidos tumorais ou fluidos
biolégicos, como sangue, urina, soro, plasma, fezes e secrecdo do mamilo
(HASANZADEH et al.,, 2018). Dessa forma, a busca por marcadores e testes
moleculares tumorais vem sendo vastamente estudada na tentativa de reduzir
tratamentos agressivos e colaborar para a detec¢do precoce do cancer de mama.
Existe dificuldade na clinica, ainda na exploracdo de marcadores moleculares
capazes de diferenciar leses benignas, pré-malignas e malignas. Nesse sentido, 0s
testes moleculares tém conseguido responder questdes sobre progndstico, recidivas
e outras variaveis do fenétipo tumoral (DELMONICO; ALVES; AMARAL, 2015).

Apesar de a protedmica ser uma ciéncia estudada recentemente, progressos
significativos ja ocorreram nessa area. Ha um crescente interesse na comunidade
cientifica por usar esta tecnologia como uma estratégia inovadora de alto rendimento
para a descoberta de biomarcadores no campo da pesquisa do cancer (PANIS;
PIZZATTI; ABDELHAY, 2013). A proteGmica pode determinar o status funcional de
classificacdo de tumores conhecidos e, posteriormente, ser usada para selecionar o
tratamento baseado em farmacoprotebmica (WULFKUHLE et al.,, 2006;
OVERDEVEST; THEODORESCU; LEE, 2009). Os avangos nessas pesquisas
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permitiram a identificacdo de marcadores promissores para varios aspectos do
cancer em diferentes tipos de amostras biologicas (PANIS et al., 2016). Embora
essas estratégias sejam uteis na identificacdo de novas vias associadas a doencas
existe a necessidade de traduzir esses métodos e conhecimentos para a pratica
clinica (OVERDEVEST; THEODORESCU; LEE, 2009; BEBEK et al., 2012)

Devido o cancer de mama ser uma doenca complexa e heterogénea, a
descoberta de um biomarcador especifico continuard a ser um desafio necessario
para os estudiosos da area. Nesse contexto, a analise de estudos anteriores
mostrou que a vitamina D tem grande potencial como um possivel biomarcador para

0 cancer de mama.

1.3.1. Vitamina D como potencial marcador no cadncer de mama

1.3.1.1. Metabolismo da vitamina D

A vitamina D lipossolavel € essencial para a manutencdo do esqueleto e para
absorcao de calcio. Ela foi descrita pela primeira vez, em 1912, por Casimir Funk, e
€ encontrada em duas formas: ergocalciferol (D2), presente em alimentos de origem
vegetal como produto da radiacdo do ergosterol, e calciferol (D3), sintetizada pela
epiderme humana pela radiagdo ultravioleta B (UVB) e mediante ingestdao de
alimentos de origem animal (LEE et al., 2008). As células da epiderme contém 7-
dehidrocolesterol que, sob radiacdo de raios UVB, é convertido para pré-vitamina D3
pela clivagem fotolitica seguida por um rearranjo termal espontaneo e se transforma
em vitamina D3 que é armazenada e liberada no sangue pelas células de gordura
(ROSEN, et al., 2011; MOZOS; MARGINEAN, 2015). Essa forma, a qual a ativacao
nao € metabdlica, carece das funcdes hepaticas e renais conservadas. Entretanto,
guando ha exposicdo solar em excesso, a pré-vitamina D3 € convertida por reacao
reversivel em seus metabdlitos biologicamente inativos lumisterol e taquisterol; no
gue lhe concerne, o uso de bloqueador solar, por absorver os raios UVB, diminui a
producdo de vitamina D3 (MATSUOKA et al., 1987; BIKLE, 2009). A proteina de
ligagdo a vitamina D (VDBP) tem uma afinidade mais elevada para a vitamina D3
que D2 (ARMAS; HOLLIS; HEANEY, 2004) e isto resulta em uma meia vida mais
longa da D3, sendo mais potente do que D2 (TRANG et al., 1998).

Tanto a vitamina D proveniente da dieta, via absorcao intestinal, quanto a

formada a partir da pré-vitamina D3 na epiderme sdo transportadas pela corrente
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sanguinea até o figado pela VDBP (e em menor quantidade pela albumina) (BHAN,
2014), onde sofre uma hidroxilacdo no carbono 25, pelo citocromo P450 R21,
tornando-se 25 hidroxivitamina D [25(OH)D] ou calcidiol, forma inativa da vitamina D.
A 25(0OH)D é entdo hidroxilada novamente, desta vez no carbono 1, ao nivel
mitocondrial em células dos tubulos proximais renais, bem como em muitos outros
tecidos, sob a acao do citocromo 1a-hidroxilase (CYP27B1), finalmente produzindo a
1,25-diidroxivitamina D3 [1,25 (OH)2D] ou calcitriol, que é responsavel pelos efeitos
biol6gicos da forma ativa da vitamina (DeLUCA, 2004; DAWSON-HUGHES et al.,
2005; MANDARINO et al., 2015). A Figura 4 sumariza as vias de sintese da vitamina
D.

radiacdo solar

pele

Colecalciferol 7-Dehidrocolesterol

Por meio de nutrigdo e
suplementos

Vitamina D3 e D2
figado

25-Di-Hidroxi-Vitamina D3

1,25-Di-Hidroxi-Vitamina D3
(Calcitriol)
rim

Figura 4: Sintese de Vitamina D.
Fonte: https://www.scitecnutrition.com/pt/catalog/guide_to_vitamins/index.php




35

A 1,25(0OH)2D, produzida no rim, é secretada na circulacdo sanguinea, ligada
a VDBP e, em seguida, transportada para érgéos-alvo, onde atravessa a membrana
celular e se liga ao receptor de vitamina D (VDR) que esta presente no citoplasma.
Este complexo, 1,25(0OH)2D-VDR, é submetido a translocacdo para o nucleo por
meio do receptor do acido retindico (RXR). Em seguida, o complexo de 1,25(0OH)2D-
VDR-RXR liga-se aos elementos de resposta de vitamina D no DNA aumentando a
transcricdo dos genes responsaveis pela expressao de proteinas envolvidas nas
acOes da vitamina D (HOLICK, 2007; PIKE et al., 2007). Esse processo induz
respostas genémicas e ndo-genémicas através da interacdo com o VDR. Direta ou
indiretamente, a 1,25(0OH)2D regula mais de 200 genes, incluindo aqueles que estao
envolvidos na produgcéo de renina no rim, a produgcdo de insulina no pancreas,
liberacdo de citocinas pelos leucdcitos, a producéo de catelicidina em macréfagos e
crescimento e proliferacdo do musculo liso vascular e cardiomiocitos (HOLICK,
2007). Muitas células e tecidos expressam o citocromo P450 27B1 assim como
VDR, o que implica que a converséao local de 25(OH)D para 1,25(0OH)2D, a forma
ativa, possa ocorrer em varios tecidos (HOLICK, 2007), como as células do
endotélio, mamas, pancreas, glandulas paratireoides, placenta e proéstata
(NORMAN, 2008).

A 25(0OH)D e 1,25(0OH)2D podem ser metabolicamente inativadas e
transformadas em &cido calcitréico pela hidroxilagdo da 24-hidroxilase (CYP24Al),
limitando, assim, a sua disponibilidade (PROSSER; JONES, 2004). A meia vida da
vitamina D é diferente dependendo da sua forma, sendo de 60 dias para a vitamina
D nutricional, 15 dias para 25(OH)D e em torno de 15 horas para a 1,25(0OH)2D
(JONES, 2008). Embora os niveis séricos de 25(0OH)D sejam 1000 vezes mais
elevados que a 1,25(0OH)2D, a forma ativa da vitamina tem 1000 vezes mais

afinidade pelo VDR do que a 25(OH)D (LIPS, 2007).
O nome 'vitamina D' € um equivoco historico. A forma ativa, o calcitriol, é

considerado um horménio, pois é sintetizado em humanos, e submetido a regulacao
autdcrina e interage com receptor nuclear. A forma ativa da vitamina D regula a

transcricdo de um numero expressivo de genes que codificam proteinas
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transportadoras de calcio e proteinas da matriz 6ssea. A vitamina D também modula
a transcricdo de células do ciclo protéico que diminuem a proliferacdo celular e
aumentam sua diferenciagdo (precursores de osteoclastos, enterécitos e
queratinécitos). Essa propriedade pode explicar a agdo da vitamina D na reabsorcao

0ssea, no transporte intestinal de calcio e na pele (ROSEN, 2011).

Ainda ndo ha um consenso internacional sobre os valores de referéncia deste
horménio bem como dos valores de corte a serem utilizados na definicdo de
suficiéncia, insuficiéncia ou deficiéncia de vitamina D. No entanto, em diretriz clinica
da Task Force Norte-Americana, a insuficiéncia de vitamina D foi definida como
valores entre 21-29 ng/mL (52,5-72,5 nmol/L) e a deficiéncia de vitamina D como
valores inferiores a 20 ng/ml (50 nmol/L) (HOLICK, 2007). Numero crescente de
estudos sugerem que sdo necessarios valores acima de 30ng/ml para garantir
melhor disponibilidade de vitamina D (DAWSON-HUGHES et al., 2005; HANLEY et
al., 2010). A dosagem de 25(OH)D ¢é adequada para se avaliar e monitorizar o status
nutricional de vitamina D no organismo humano, pois os valores plasméaticos séo os
principais indicadores das reservas corporais (DAWSON-HUGHES et al., 2005;
HOLICK, 2007) (ROSS et al., 2011; HOLICK et al.,, 2012; MANGIN; SINHA;
FINCHER, 2014).

A hipovitaminose D tem sido analisada em pessoas saudaveis de diversas
populacdes mundiais, particularmente em idosos (MACLAUGHLIN; HOLICK, 1985;
MOSEKILDE, 2005; HILGER et al., 2014;), possivelmente como consequencia da
atrofia cutanea, justificando a maior prevaléncia da hipovitaminose D nessa
populacdo (MOSEKILDE, 2005). Caracterizam-se como hipovitaminose D
concentragcbes plasmaticas de 25(OH)D abaixo do limiar de 30 ng/mL, isto é, do
limite considerado satisfatorio para conservacdo da secrecdo natural de
paratormoénio pelas paratireoides (HOLICK et al., 2011). Na insuficiéncia de vitamina
D h&d um aumento nos niveis plasmaticos de paratorménio, 0 que provoca um
hiperparatireoidismo secundario com diminuigdo da fracdo ativa de 1,25(0OH)2D, e
aumento da reabsorcdo 6ssea (DAWSON-HUGHES et al., 2005; HOLICK et al.,
2010). A complementacdo diaria de vitamina D pode reverter esse quadro de
hiperparatiroidismo e prevenir a perda 6ssea em mulheres com idade acima de 50
anos (TANG et al, 2007). Em 2010, a International Osteoporosis Foundation

divulgou um parecer sobre a vitamina D, fundamentado em dados observacionais,
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sugerindo a manutencédo de valores séricos de 25(0OH)D de 30 ng/mL para pessoas
idosas e assegurando que o consumo de vitamina D de até 2000 Ul/dia pode ser
indispensavel para alcancar o valor recomendavel em determinados pacientes
(DAWSON-HUGHES et al.,, 2010). Em comparacdo, o Institute of Medicine
sustentado por indicios de estudos observacionais e randomizados, recomenda que
nivel sérico de 20 ng/mL resguardaria 97,5% da populacdo contra consequéncias
adversas na massa 0ssea, tais como fraturas e quedas (ROSEN et al, 2012). Apesar
disso continua indefinida a quantidade adequada de suplementacdo para alcancar
os valores esperados, ainda que se indique dose de 600 Ul/dia para mulheres na
pds-menopausa e doses superiores a 800 Ul/dia para aguelas com idade superior a
70 anos (ROSEN et al, 2012). A suplementacao diaria de 1000 Ul de vitamina D (por
um tempo minimo de seis meses) aumenta os valores séricos em torno de 10ng/mL,
dose esta recomendada para pacientes com idade inferior a 65 anos. As mulheres
com idade superior deveriam receber dose diaria de 2000 Ul (MASON, 2011).

Os niveis sérios de vitamina D sao influenciados por diversos fatores, por
exemplo como sexo, idade, etnia, indice de massa corpérea (IMC), localizacdo
geografica, culturais, exposicdo solar, habitos alimentares, além das variantes
genéticas, em especial no gene que codifica o VDR. A intensidade da exposicao
solar, medica¢fes, comorbidades hepaticas e/ou renais e a deficiéncia de estrogénio
também séo fatores capazes de alterar a sintese e a ativacdo da vitamina D
(WELSH et al., 2003). Ademais, a deficiéncia de vitamina D ndo s6 gera o raquitismo
nas criangas, mas ao mesmo tempo agrava a osteoporose nos adultos e tem sido
notada em multiplas condicbes abrangendo hipertensdo, resisténcia a insulina,
diabetes mellitus, cancer, doencas infecciosas e autoimunes, doenca renal crénica e
doencgas cardiovasculares (revisado por HOLICK, 2007; HOLICK; CHEN, 2008;
HEWISON, 2012; PALACIOS; GONZALEZ, 2014). Lips e colaboradores (2006)
realizou um estudo epidemiolégico em 18 paises de latitudes diferentes, onde
observou a prevaléncia de concentracdes séricas de 25(0OH)D em mulheres na pos-
menopausa, € encontraram concentragdes igndbeis em aproximadamente todas as
localidades estudadas, onde em média, 64% das participantes exibiam valores
inapropriados. Acreditava-se que no Brasil haveria indices baixos de deficiéncia de
vitamina D, por ser um pais tropical e ensolarado. Todavia, estudos nacionais tém
mostrado dados alarmantes (RUSSO et al., 2009; MAEDA et al., 2013). A condi¢ao
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de hipovitaminose D € frequentemente deparada em mulheres na pos-menopausa.
Entre as possiveis razdes apresenta-se baixa exposicdo solar e capacidade
diminuida de producéo de vitamina D; atividade renal enfraquecida; menor absorcao
de vitamina D pelo trato gastrintestinal; uso de diversas drogas que podem intervir
na absorcdo e metabolizacdo da vitamina D; e também o uso de filtro solar, cor da
pele, roupa e idade (HOLICK, 2004).

Por regular a transcricdo de um numero significativo de genes que codificam
proteinas transportadoras de calcio e proteinas da matriz 6ssea, a forma ativa da
vitamina D esta intrincada em varios a¢des bioldgicos, abrangendo o metabolismo
0sseo, a modulacdo da resposta imune, e a regulacdo da proliferacdo e da
diferenciacéo celular (UITTERLINDEN et al., 2004). Compreende-se que os VDR
estdo presentes em diversos tipos celulares, compreendendo células
hematopoiéticas, linfocitos, células epidérmicas, células pancreaticas, midcitos,
neurdnios, cardiomidcitos, células do musculo liso vascular, células endoteliais e do
tecido placentario, além de osteoblastos, osteoclastos, células epiteliais intestino
delgado e células tubulares renais, o que esclarece o grande nimero de a¢des nao
calcémicas praticadas pela vitamina D para varios tecidos, tais como o sistema
nervoso central, sistemas enddécrino, cardiovascular e imunolégico, assim como as

varias implicacdes da sua deficiéncia para a saude (HOLICK, 2007).

1.3.1.2. Vitamina D como fator progndstico no cancer de mama

Niveis plasmaticos elevados de vitamina D estdo relacionados com um menor
risco de desenvolver cancer de mama (CHEN et al., 2010). Um estudo que analisou
individuos de 175 paises verificou menores taxas dessa neoplasia nos locais mais
proximos da linha do Equador, onde existe maior grau de insolacdo e,
consequentemente, maior producdo de vitamina D através da pele (MOHR et al.,
2008). Também verificou-se que mulheres com dieta rica em vitamina D e calcio ou
gue suplementam esses nutrientes apresentam menor risco de desenvolver cancer
de mama ou outra neoplasia (LAPPE et al., 2007; ROSSI et al., 2009). A atuacao da
vitamina D no epitélio mamario normal esta diretamente relacionada a expressao de
genes que regulam o ciclo celular (WELSH et al., 2003), controlando o crescimento e
a ramificacdo dos ductos mamarios, além de atuar na diferenciacdo da célula

mamaria na gestacdo e lactacdo. Estudos experimentais tém indicado que a
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vitamina D possui efeitos anticarcinogénicos por inibir a proliferacdo celular pelo
bloqueio da progressdo do ciclo de crescimento celular neoplasico nos estagios
GO/Gl; induzir a diferenciacdo e inducdo da apoptose de células cancerigenas e
inibir a angiogénese na mama normal e no tumor (MANTELL et al., 2000; WANG et
al., 2012). A vitamina D age na modulacédo da transcricdo de genes que codificam
proteinas reguladoras da multiplicacdo celular, como os genes supressores de tumor
p21 e p27 e os proto-oncogenes c-fos e c-myc (COLSTON; HANSEN, 2002). Assim,
considera-se que os polimorfismos do VDR estejam relacionados com o surgimento

do carcinoma mamario (CHEN et al., 2005).

A vitamina D, através da ligacdo ao VDR expresso no tecido mamario, exerce
uma funcdo no desenvolvimento do cancer (MISHRA et al., 2013). A ativacdo de
VDR pela 1,25(0OH)2D3 tem efeito na diferenciacédo e crescimento celular, apoptose,
inflamacdo e modulacdo imune (SCARMO et al., 2013; WELSH et al.,, 2003). O
complexo vitamina D-VDR exerce acgio antiproliferativa em diversas classes de
tumor, da mesma forma como os membros da familia p53 ativada, pela da inducdo
do bloqueio do ciclo celular, da senescéncia, da diferenciacdo e de apoptose
(FELDMAN et al., 2014). Os trés membros da familia p53, p63, p73 - implicam na
ativacdo do gene VDR (MARUYAMA et al., 2006; FELDMAN et al., 2014), & medida
gue o VDR regula diversos genes que do mesmo modo séo alvos das proteinas da
familia p53, incluindo p21, Bax, Bcl-2 e MDM2 (CHEN et al., 2013; FELDMAN et al.,
2014). Alguns trabalhos mostraram, por imunohistoquimica, que o VDR é expresso
em amostras de tecidos normais da mama (BERGER et al., 1988) e em amostras de
cancer de mama (FREAKE et al., 1984; AL-AZHRI et al., 2017). Devido ao
polimorfismos do gene do VDR ha uma reducédo na expressao desse receptor em
células de cancer de mama em comparacao a células normais (LOPES et al., 2012;
ABD-ELSALAM; ISMAEIL; ABD-ALSALAM, 2015). Pacientes portadoras de tumores
que sdo VDR positivos possuem uma sobrevida livre de doenca maior do que
mulheres cujo tumor apresenta baixa expressao desse receptor o que pode variar de
58% a 80% (MISHRA et al., 2013). Um estudo avaliou a expressao do VDR em uma
coorte de mama normal, lesGes mamarias benignas, carcinomas in situ e carcinoma
invasivo de mama por imunohistoquimica. Nesse trabalho os pesquisadores
verificaram que o VDR foi expresso nos diversos tecidos mamarios, entretanto em

guantidades desiguais, aparecendo com maior frequencia em lesdes benignas
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(93,5%) em comparacao com os tumores invasivos (56,2%) (LOPES et al., 2012).
Os resultados alcancados revelam que existe uma desregulacdo da sinalizacdo da
vitamina D e de suas vias metabdlicas o que poderia beneficiar a progressédo do

tumor no cancer de mama.

Thanasitthichai, Chaiwerawattana e Prasitthipayong (2015) realizaram um
estudo em mulheres recém-diagnosticadas com cancer de mama e verificaram que
93% tinham niveis de 25(OH)D abaixo de 80 nmol/L e foram nessas pacientes onde
existiu pior prognostico. Esses mesmos autores também verificaram uma maior
degradacdo da vitamina D nas células cancerosas, 0 que causa maior resisténcia
aos seus efeitos antitumorais. As células tumorais passam por transformacées
fisiologicas, que diminuem a sua sensibilidade a vitamina D e diminuem também a
producao intracelular dessa vitamina. Deste modo, durante a alteracdo maligna da
mama, células tumorais perderiam a habilidade de sintetizar a forma ativa da
vitamina D e deixariam de responder aos efeitos dessa vitamina mediado pelo VDR
(LOPES et al., 2012). Um estudo que avaliou a expressao de VDR em tecido tumoral
da mama em 1.114 pacientes, notou que em 58% dos tumores a expressao de VDR
era de moderada a forte. Os autores verificaram que quanto menor a expressao do
VDR pior eram as caracteristicas do cancer, ou seja, a expressao de VDR é
inversamente relacionada com agressividade do tumor, como tamanho da massa
tumoral, negatividade de receptor hormonal e subtipo triplo negativo (AL-AZHRI et
al., 2017).Pesquisas experimentais em camundongos knockout VDR analisaram que
h4 uma incidéncia maior de lesdes maméarias pré-neoplasicas induzida por
carcinogenos, evidenciando que a deficiéncia do VDR é um fator relevante na
sensibilizacdo da glandula mamaria para a modificacdo em resposta a um agente
carcinogénico (ZINSER; McELENEY; WELSH, 2003; ZINSER; WELSH, 2004)

Apesar das fortes evidéncias alguns trabalhos epidemiologicos que
estudaram a relacdo entre os niveis plasmaticos de 25(OH)D e o risco de
desenvolver cancer de mama sao conflitantes. Determinados estudos prospectivos
nao evidenciaram essa associacdo (KUHN et al., 2013; McCULLOUGH et al., 2009),
ao passo gue outros encontraram associacao inversa expressiva (TRETLI et al.,
2012; BERTONE-JOHNSON et al.,, 2005). Um estudo prospetivo nos Estados
Unidos ndo verificou associacdo entre a exposi¢ao a radiacao solar UV ambiente, o
periodo passado ao ar livre e os fatores de sensibilidade & exposi¢éo solar e o risco
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de cancer da mama (ZAMOISKI et al.,, 2016). Um trabalho caso-controle da
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) do mesmo
modo ndo constatou associa¢des significativas entre os niveis de 25(OH)D e o risco
de desenvolver a doenca (KUHN et al.,, 2013). Outro estudo caso-controle foi
empreendido com duas coortes prospectivas a New York University Women’s Health
Study, que abrangeu 14.274 mulheres saudaveis, com idades entre 34 a 65, de uma
clinica de mamografia da cidade de Nova York e a Northern Sweden Mammary
Screening Cohort que envolveu 28.800 mulheres Suecas de um programa de
rastreamento do cancer de mama. Nesse trabalho ndo houve associacédo entre 0s
niveis circulantes de 25(OH) D e risco global do cancer de mama (SCARMO et al.,
2013). Em contrapartida, Bertone-Johnson e colaboradores (2005)
demonstraram efeito protetor significativo da vitamina D no risco de cancer de mama
em mulheres com mais de 60 anos, enquanto que Engel e colaboradores (2012)
demonstraram efeito mais proeminente em mulheres com menos de 53 anos de
idade. Esse autores propuseram que a vitamina D pode agir bloqueando o fator de
crescimento insulino-like (IGF-1), que tem acao proliferativa e decresce com a idade,
esperando um efeito anti-carcinogénico maior da vitamina D em mulheres na pré-
menopausa. E preciso salientar que alguns estudos que verificaram a relagéo
vitamina D e cancer de mama conseguiram as dosagens dessa vitamina em algum
intervalo posterior ao diagnostico da doenca, com potenciais alteracdes pelo
tratamento do cancer (LOWE et al.,, 2005; ABBAS et al.,, 2008), tendo como
exemplo que, devido ao diagnostico e tratamento ha uma reducgéo significativa da
realizacdo da atividade fisica e sabe-se que a pratica de exercicios fisicos
contribuem com melhores niveis de vitamina D (CHLEBOWSKI, 2011). Entretanto,
mais pesquisas clinicas sdo imprescindiveis, pois as evidéncias atuais sao
insatisfatorias para aconselhar a suplementacdo de vitamina D na prevencdo do
cancer de mama (IARC, 2008; CHUNG et al.,, 2011). O relatério do Institute of
Medicine norte americano concluiu que as provas séo contraditorias e inconclusivas
guanto a causalidade envolvendo a vitamina D no cancer de mama (ROSS et al.,
2011).

Nos tumores RE positivo, a 1,25(0OH)2D provoca o bloqueio do ciclo celular
nas fases GO/G1 pela ampliacdo da expressdo de p21, atenuando a atividade da

cinase dependente da ciclina, causando desfosforilagdo da proteina do



42

retinoblastoma (KRISHNAN; SWAMI; FELDMAN, 2010). Esses mesmos autores
mostraram que o calcitriol e 0os seus analogos induzem alteracdes morfolégicas e
bioquimicas relacionadas com a regulacdo da expressao de genes da familia bcl-2,
resultando na diminuicdo da expressao de proteinas anti-apoptéticas (bcl-2 e bcl-XL)
para pro-apoptoticas (bax, bak). Pesquisadores evidenciaram que a 1,25(0OH)2D3
impede o desenvolvimento das células MCF-7 de céncer de mama pela sub-
regulacéo do RE, o que diminui o efeito estimulante de crescimento do 17p3-estradiol
(SWAMI et al., 2000). Nas células RE negativo o calcitriol incita a expresséo de E-
caderina, reduz a acdo das metaloproteinases da matriz (MMP) e do ativador do
plasminogénio tipo urocinase (UPA), e intensifica a expressao do inibidor do PA1 e
inibidor do MMP1, que compdem o0s mecanismos de supressdo do calcitriol na
angiogénese, invasao e metastizacdo do tumor (KRISHNAN; SWAMI; FELDMAN,
2010). A vitamina D também apresenta implicacdes anti-inflamatérias nos tumores
RE positivo e RE negativo pela sub-regulacédo da expressdo da COX-2, o que
restringe a sintese e a atividade biolégica da prostaglandinas nas células de cancer
de mama (KRISHNAN; SWAMI; FELDMAN, 2010). No entanto, algumas pesquisas
ndo notaram relacédo entre a vitamina D com a presenca do RE positivo ou negativo
no cancer de mama (McCULLOUGH et al., 2009; AGBORSANGAYA et al., 2010).

Ao investigar a eficacia da ingestédo de vitamina D e calcio sobre o0s subtipos
histol6gicoso de 713 casos de cancer de mama quanto aos marcadores RE, RP e
HER-2, Kawase e colaboradores (2010) observaram que tumores RE e RP positivo
e HER-2 negativo relacionaram-se com a ingestao de vitamina D entre pacientes na
pré-menopausa. Ja a associacdo entre os valores plasmaticos de vitamina D e o
prognéstico do cancer de mama conforme o status do receptor tumoral em 310
mulheres, mostrou que em 54,8% 0s niveis dessa vitamina eram menores que 30
ng/mL. Assim a concentragdo de vitamina D foi inversamente relacionada com o
prognoéstico de pacientes com cancer RE positivo e HER-2 negativo, mas ndo com
0s subtipos HER-2 positivo ou triplo negativo (KIM et al. 2011). Uma metanalise
observou uma relagao inversa expressiva entre a ingestao de vitamina D e o risco de
desenvolver cancer de mama, com risco relativo (RR) de 0,91 (IC 95% = 0,85-0,97).
Estes resultados sugerem grandes evidéncias de que a vitamina D tém efeito
guimiopreventivo sobre o cancer de mama (CHEN et al., 2010). Com suporte nesses

achados, tém-se recomendado o acompanhamento dos niveis de 25(OH)D e a
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suplementacao para os ocorréncias de hipovitaminose D (PALMIERI et al., 2006;
CREW et al., 2009).

1.3.2. Marcadores de toxicidade ao tratamento quimioterpico
1.3.2.1. Tratamento do cancer de mama

A quimioterapia é uma alternativa de tratamento para o0s pacientes
diagnosticados com cancer cuja finalidade € a remissdo do tumor maligno. Segundo
Bonassa (1992), a quimioterapia consiste no emprego de substancias quimicas,
isoladas ou em combinacdo, com 0 objetivo de tratar os pacientes com neoplasias
malignas atuando em nivel celular, interferindo no processo de crescimento e
divisdo, contudo sem especificidade, ndo destruindo seletiva ou exclusivamente as

células tumorais.

O diagnéstico precoce do tumor (que por base possui aproximadamente o
equivalente a 10° e 10 células, ou seja, inferior a 1 cm de tamanho) é de suma
relevancia para se obter éxito na quimioterapia. Considerando que a cada ciclo do
tratamento eliminasse, aproximadamente, 99% das células e que, por conseguinte,
deve-se repetir os ciclos para se efetivar a morte em todas as células do tumor,
guanto maior o tumor, mais células malignas para se destruir, diminuindo a eficiéncia
do tratamento (ALMEIDA et al., 2005).

O uso da quimioterapia adjuvante é responséavel, pelo menos em parte, pela
reducdo da mortalidade por cancer de mama, vista em quase todos os paises
ocidentais (WOLTERS et al.,, 2012). Os beneficios relacionados ao tratamento
adjuvante sdo maiores para sobrevida livre de doenga, em comparacédo aos dados
de mortalidade, sendo observado beneficio tanto para sobrevida em 5 anos como
em 15 anos, e espera-se que maiores beneficios sejam alcancados no futuro com o
desenvolvimento de novos farmacos.(EARLY BREAST CANCER TRIALISTS’
COLLABORATIVE GROUP, 2012).

Para o tratamento do cancer de mama, diferentes drogas quimioterapicas sao
utiizadas e agrupadas em classes, dependendo do mecanismo de acdo. A
quimioterapia pode ser administrada como agente antineoplasico Unico
(monoquimioterapia): paclitaxel e docetaxel (agem nos microtubulos); doxorrubicina

e epirrubicina (antraciclinas); 5-fluorouracil [5-FU], capecitabina e gemcitabina
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(antimetabdlitos); ciclofosfamida (agentes alquilantes), cisplatina e carboplatina
(platinas) ou em combinacdo (poliquimioterapia): docetaxel, doxorrubicina e
ciclofosfamida (TAC); (CMF);
doxorrubicina e ciclofosfamida (AC); doxorrubicina e ciclofosfamida, seguido de
paclitaxel ou docetaxel (ACT) (GONZALES-NEIRA, 2012). Quando comparados, em

revisdo sistematica publicada em 2005, a combinacdo de agentes quimioterapicos

ciclofosfamida, metotrexato e 5- fluorouracil

foi associada a um aumento da taxa de resposta, aumento do tempo para
progresséo da doenca e um pequeno beneficio de sobrevida global. Mas apesar de
mostrar maior eficacia ao tratamento, a poliquimioterapia apresentou um aumento
expressivo da toxicidade relacionada aos farmacos utilizados (CARRICK et al.,
2005). Para o ano de 2018 o Ministério da Saude divulgou as novas diretrizes para o

tratamento do cancer de mama no Brasil (Tabela 4).

Tabela 4— Esquemas de tratamento quimioterdpicos sugeridos pelo Ministério da
Saude para cancer de mama de acordo com o risco.

RISCO/STATUS PRE-MENOPAUSA POS-MENOPAUSA

HORMONAL

Baixo Risco Tamoxifeno - se RH positivo — por | Tamoxifeno ou inibidor da
5 anos. Casos individuais podem aromatase upfront*, ou switch** -
ser selecionados para se RH positivo. Casos individuais
guimioterapia: AC por 4 ciclos, TC | podem ser selecionados para
por 4 ciclos ou CMF por 6 ciclos. guimioterapia: AC por 4 ciclos, TC

por 4 ciclos ou CMF por 6 ciclos.
Risco Tamoxifeno se RH positivo — por 5 | Tamoxifeno ou inibidor da

Intermediario

anos. AC ou FAC ou FEC ou TC ou
AC por 4 ciclos seguido por 4 ciclos
de docetaxel 100 mg/m? a cada 21
dias ou paclitaxel 80 mg/m?
semanal por 12 ciclos; ou FEC por
3 ciclos seguido por 3 ciclos de
docetaxel 100 mg/m?a cada 21
dias ou paclitaxel 80 mg/m?

semanal por 8 ciclos.

aromatase upfront* ou switch** -
se RH positivo. AC ou FAC ou
FEC ou TC ou AC por 4 ciclos
seguido por 4 ciclos de docetaxel
100 mg/m” a cada 21 dias ou
paclitaxel 80 mg/m® semanal por
12 ciclos; ou FEC por 3 ciclos
seguido por 3 ciclos de docetaxel
100 mg/m? a cada 21 dias ou
paclitaxel 80 mg/m?*semanal por

8 ciclos.

Alto Risco

FAC ou FEC por 6 ciclos ou AC por
4 ciclos seguido por 4 ciclos de
docetaxel 100 mg/m?® a cada 21

dias ou paclitaxel 80 mg/m?

FAC ou FEC por 6 ciclos ou AC
por 4 ciclos seguido por 4 ciclos
de docetaxel 100 mg/m” a cada

21 dias ou paclitaxel 80 mg/m?
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semanal por 12 ciclos; ou FEC por | semanal por 12 ciclos; ou FEC

3 ciclos seguido por 3 ciclos de por 3 ciclos seguido por 3 ciclos
docetaxel 100 mg/m?a cada 21 de docetaxel 100 mg/m? a cada
dias ou paclitaxel 80 mg/m? 21 dias ou paclitaxel 80 mg/m?

semanal por 8 ciclos; Se HER-2 semanal por 8 ciclos; Se HER-2

positivo adicionar trastuzumabe. *** | positivo adicionar trastuzumabe.
Se RH positivo — tamoxifeno por 5 | *** Se RH positivo — tamoxifeno
anos, caso paciente em pos- ou inibidor de aromatase upfront,
menopausa. Ao fim deste periodo, | ou switch.

considerar 5 anos de inibidor de
aromatase como adjuvancia
estendida. Caso em pré-
menopausa, considerar terapia

estendida por 10 anos com TMX.

Esquemas quimioterapicos: AC—doxorrubicina 60 mg/m? mais ciclofosfamida 600 mg/m? ;
FAC- 5- fluorouracila 500 mg/m? mais doxorrubicina 50 mg/m? mais ciclofosfamida 500
mg/m2; FEC — 5- fluorouracila 500 mg/m? mais epirrubicina 100 mg/m? mais ciclofosfamida
500 mg/m? TC - docetaxel (taxotere) 75 mg/m? mais ciclofosfamida600mg/m?.
*iniciar  hormonioterapia com um inibidor de aromatase por cinco anos.
** |niciar hormonioterapia com um inibidor de aromatase ou com o tamoxifeno por dois ou
trés anos e depois trocar pelo tamoxifeno ou por um inibidor de aromatase, respectivamente,
até completar cinco anos.

***ADJUVANTE (profilatica, poés-operatéria): Esquema abreviado (concomitante a
quimioterapia com docetaxel ou vinorelbina): dose inicial de 4 mg/Kg, IV, em 1 hora e doses
subsequentes de 2 mg//Kg, IV, em 30 minutos, semanalmente durante 8 semanas, total de 9
semanas de tratamento. Esquema estendido de 26 semanas (inicio concomitante a
quimioterapia com taxano): dose inicial de 8 mg/Kg, IV, em 1 hora e 8 doses subsequentes
de 6 mg//Kg, IV, em 30 minutos, a cada 3 semanas. Esquema estendido de 52 semanas (12
meses): dose Inicial de 8 mg/Kg, IV, em 1 hora e 16 doses subsequentes de 6 mg//Kg, IV,
em 30 minutos, a cada 3 semanas. PREVIA (neoadjuvante ou citorredutora, pré-operatoria -
inicio concomitante a quimioterapia com antraciclina ou taxano): dose Inicial de 4 mg/Kg, 1V,
em 1 hora e 23 doses subsequentes de 2 mg/Kg, IV, em 30 minutos, semanalmente. Note-
se que a quimioterapia adjuvante com trastuzumabe do carcinoma de mama HER-2 positivo
pode ser classificada como poliquimioterapia (quimioterapia com trastuzumabe) e
monogquimioterapia (uso exclusivo de trastuzumabe ap6s a poliquimioterapia com
trastuzumabe).

Fonte: Ministério da Saude (2018).

As drogas utilizadas no tratamento de céncer no Brasil, no que se refere ao
Sistema Unico de Satde (SUS), sdo baseadas em antraciclinas, taxanos e anticorpo
monoclonal humanizado. As antraciclinas como a doxorrubicina sdo o0s
quimioterapicos mais usados na terapéutica farmacoldgica do cancer e a estrutura
quimica destes compostos vai ser a responsavel pela sua atividade antineoplasica
mas também pela sua elevada toxicidade (RAJ et al., 2014). A doxorrubicina se liga

ao DNA, intercalando entre bases especificas impedindo dessa forma a sintese de
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DNA, RNA ou de ambos. Consequentemente, provoca a cisdo das cadeias de DNA
e interfere com os processos de replicacdo e transcricdo pela inibicdo da enzima
topoisomerase Il que € uma enzima chave na replicagdo do DNA (BURGESS et al.,
2008). O efeito citotoxico da doxorrubicina também esta associado a formacao de
radicais livres responsaveis por fenbmenos de estresse oxidativo e peroxidacao
lipidica. Esta antraciclina pode ainda ligar-se as membranas celulares alterando a
sua fluidez e capacidade de transporte de ions (RAJ et al., 2014). Todos estes
efeitos irdo culminar na ativacdo da maquinaria apoptoética e na morte das células
tumorais. Contudo, ndo se pode rejeitar o fato de estes processos ocorrerem ao
nivel dos cardiomidcitos, o que justifica a elevada cardiotoxicidade da doxorrubicina
(TAKEMURA et al., 2007; PEREIRA et al., 2011).

Dois taxanos muito utilizados para o tratamento do cancer de mama sao o
paclitaxel (Taxol ®, Bristol- Meyers Squibb) e o docetaxel (Taxotere ®, Sanofi-
Aventis). O paclitaxel foi originalmente extraido de uma &rvore teixo (Taxus spp.,
Taxaceae), conifera de desenvolvimento lento. Devido a caréncia inicial de
paclitaxel, o docetaxel, um analogo semisintético do paclitaxel produzido a partir das
agulhas do teixo europeu Taxus baccata, foi desenvolvido (YARED; TKACZUK,
2012). Atualmente os taxanos sao utilizados para conter e impedir 0 crescimento
celular, a diferenciacédo e proliferacédo das celulas de cancer. Eles sdo usualmente
conhecidos como inibidores de mitose ou inibidores de microtubulos. Os taxanos
estabilizam os microtubulos que se formam no inicio da divisdo celular, impedindo
que se quebrem. Assim as células do tumor param de se dividir durante a mitose, o
que retarda o crescimento do tumor ao matar suas células (FERGUSON et al.,
2007). Dessa maneira, os taxanos induzem apoptoses programadas. Além do mais,
também dao inicio a uma cascata de vias de morte celular ao atingir um amplo
espectro de proteinas “indutoras de morte" que sdo muito importantes no sucesso do
tratamento do céncer. Finalmente, a agdo de taxanos nas células pode induzir uma
gama de genes, citocinas e interleucinas que comprometem a proliferacao,
consequentemente, levando a inibicdo do crescimento celular e apoptose (FAUZEE;
DONG; WANG, 2011).

A incorporacdo do medicamento trastuzumabe ao SUS foi realizada com o

objetivo de melhorar a eficdcia do tratamento do cancer de mama para mulheres

7

hormonio irresponsivas. O trastuzumabe é um anticorpo monoclonal humanizado
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recombinante, do tipo 1gG;, que se liga com alta afinidade ao dominio extracelular do
receptor HER-2 (MORROW; ZAMBRANA; ESTEVA, 2009). A adicdo de
trastuzumabe a quimioterapia, na primeira linha de tratamento do cancer de mama
metastatico, resulta numa significante melhora da resposta objetiva, tempo de
progressao e sobrevida global. Combinacfes de trastuzumabe com taxanos, sais de
platina, vinorelbina e capecitabina promovem beneficios no tratamento do cancer de
mama metastatico (MORROW; ZAMBRANA; ESTEVA, 2009). O seu mecanismo de
acdo no tratamento de cancer de mama HER-2 positivo é multifacetado e ainda nao
foi completamente elucidado, mas sabe-se que este medicamento, a partir da sua
ligacdo ao dominio extracelular do receptor, atua inibindo a via de sinalizacéo
intracelular, suprime a angiogénese para 0 tumor e aumenta a resposta imune
contra as células neoplasicas (JUNTILA et al., 2009; SCHEUER et al., 2009). Sabe-
se que o trastuzumabe interage com 0s agentes citotoxicos, aumentando a sua
capacidade de induzir morte em células tumorais. Sua interacdo se da de forma
aditiva com a doxorrubicina, a epirrubicina e o paclitaxel; e de forma sinergistica com
a carboplatina, a ciclofosfamida, o docetaxel e a vinorelbina (LOPEZ et al., 1999;
PEGRAM et al., 2004).

O beneficio do trastuzumabe na quimioterapia prévia foi demonstrado por
uma analise combinada de dois estudos clinicos aleatorizados, em que 0s pacientes
foram submetidos a tratamento com quimioterapia isolada ou quimioterapia
associada ao trastuzumabe. Foi demonstrado um ganho estatisticamente
significativo na taxa de resposta patolégica completa - 43% versus 20% -, reducéo
na taxa de recorréncia de doenca (26% versus 39%) e uma tendéncia para reducao
de mortalidade (13% versus 20%), para a combinacdo de quimioterapia com
trastuzumabe (PETRELLI et al., 2011). Além disso, o trastuzumabe também sagrou-
se como tratamento padrdo, associado a quimioterapia citotoxica, nos cenarios
adjuvante e neoadjuvante, demonstrando reducdo de 50% no risco de recorréncia
apos 1 ano e aumento de sobrevida global (PICCART-GEBHART et al., 2005;
ROMOND et al., 2005; SMITH et al., 2007; MOJA et al., 2012). Todavia, sabe-se que
este tratamento apresenta cardiotoxicidade, que costuma ser reversivel com a
suspensao do tratamento, sendo raros agravos importantes a longo prazo na funcéo
cardiaca das pacientes tratadas com trastuzumabe (EWER et al.,1999; ZAGAR,;
CARDINALE; MARKS, 2015). Esse efeito colateral gera precaugdo em pacientes
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gue ja receberam alta dose cumulativa de antraciclinas, que também séo drogas
cardiotoxicas (ROCHE; VAHDAT, 2011).

O efeito terapéutico e toxico dos quimioterapicos depende da concentracao
plasmatica da droga e do tempo de sua exposicdo. Sua toxicidade é variavel para os
diversos tecidos e depende da droga que € utilizada (INCA, 2014). Nas ultimas
décadas, os progressos no tratamento oncoldgico resultaram também na maior
exposicao dos pacientes a fatores de risco cardiovasculares e a quimioterapia com
potencial de cardiotoxicidade (WU, 2008; MONSUEZ et al., 2010). Assim, uma
definicdo padronizada de cardiotoxicidade & essencial para fins assistenciais e de
pesquisa (KALIL et al., 2011). As definicdes de cardiotoxicidade dos ensaios clinicos
de oncologia sdo baseadas nas medidas da fracdo de ejec&o do ventriculo esquerdo
(FEVE). O Instituto Nacional de Saude (NIH) define cardiotoxicidade segundo a
FEVE (ALBINI et al., 2009):

e Grau I: reducéo assintomatica da FEVE entre 10% e 20%
e Grau lI: reducéo da FEVE abaixo de 20% ou abaixo do normal
e Grau llI: insuficiéncia cardiaca sintomatica

A cardiotoxicidade apresenta-se de forma aguda, subaguda ou crbnica
(ALBINI et al., 2009). A cardiotoxicidade aguda ou subaguda caracteriza-se por
alteracdes subitas na repolarizacdo ventricular, alteracdes no intervalo Q-T, arritmias
supraventriculares e ventriculares, sindromes coronarianas agudas, pericardite e
miocardite, geralmente observadas desde o inicio até 14 dias apdés o término do
tratamento (ALBINI et al., 2009). A cardiotoxicidade crénica pode ser diferenciada
em dois tipos, de acordo com o inicio dos sintomas clinicos. O primeiro subtipo
ocorre dentro de um ano apdés o término da quimioterapia, e o segundo ocorre
geralmente apds um ano do término da quimioterapia. A manifestacao mais tipica de
cardiotoxicidade crénica € a disfuncédo ventricular sistélica ou diastdlica que pode
levar a insuficiéncia cardiaca congestiva até a morte cardiovascular (DOLCI et al.,
2008).

A cardiotoxicidade pode determinar a interrupcdo do tratamento
guimioterapico e comprometer a cura ou o adequado controle do cancer (YEH et al.,
2004; YEH; BICKFORD, 2009). E valido ressaltar que a insuficiéncia cardiaca tem
pior prognoéstico que muitas neoplasias e pode comprometer seriamente a evolugéo

do paciente em tratamento (STEWART et al., 2001). A ocorréncia da disfuncao
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ventricular sistolica e diastolica assintomatica ou sintomatica varia nas séries clinicas
entre 5% e 30%, sendo mais frequente em pacientes que se apresentam com 0S
cldssicos fatores de risco como idade avancada, disfuncdo ventricular prévia,
hipertenséo arterial, diabetes, uso de associacdo de quimioterapicos, radioterapia
mediastinal e suscetibilidade genética (SINGAL; ILISKOVIC, 1998; SENGUPTA et
al., 2008). Na Tabela 3 estao listados os quimioterapicos mais utilizados e com maior
potencial para causar cardiotoxicidade.

A cardiotoxicidade das antraciclinas (doxorrubicina, epirrubicina e
idarrubicina) caracteriza-se por queda na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo,
ocorre em 5% a 35% dos casos, inicia-se nas primeiras doses, e esta relacionada a
dose cumulativa, especialmente com doses acima de 400 mg/m? de superficie
corpérea (Tabela 5) (KALIL et al., 2011). Nessa, observa-se dano permanente do
miocardico, caracterizado por apoptose dos midcitos, resultando em fibrose e perda
da funcdo cardiaca (MONSUEZ et al., 2010). A toxicidade relacionada a
ciclofosfamida geralmente € aguda ou subaguda, e tem relagdo com a dose, e é
irreversivel na maioria dos casos. A ciclofosfamida e a ifosfamida estéo relacionadas
a disfuncdo ventricular em até 10% a 20% dos casos (YEH et al., 2004; YEH;
BICKFORD, 2009). O segundo grupo em importancia como causa de toxicidade tem
como representantes o trastuzumabe e o bevacizumabe. O trastuzumabe causa
disfuncéo ventricular em até 28% dos casos (Tabela 5). Nessa, ocorre disfuncao
transitoria reversivel dos midcitos, sem que haja relacdo com a dose, resultando em
melhor prognéstico (SEIDMAN et al., 2002; WELLS; LENIHAN, 2010)

Tabela 5: Principais agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer e a

incidéncia de cardiotoxicidade (reducdo da fracdo de ejecdo e/ou insuficiéncia
cardiaca).

Agente quimioterapico Incidéncia (%) de disfuncdo Frequéncia
. . A de uso
ventricular ou insuficiéncia
cardiaca
Antraciclinas (doxorrubicina, 5% a 35% dos casos (dose ++++

epirrubicina, idarrubicina) acima de 400 mg/m2)

Agentes alquilantes 5% a 25% dos casos ++++
(ciclofosfamida, ifosfamida)

Agentes antimicrotubulos 2% a 10% dos casos +++
(docetaxel, paclitaxel)
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Anticorpos monoclonais e inibidores da tirosina-quinase

Trastuzumabe 2% a 28% dos casos ++
Bevacizumabe 2% a 10% dos casos ++
Sunitinibe 3% a 10% dos casos ++

Fonte: KALIL et al. (2011).

O monitoramento de sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca é aspecto
fundamental do manejo de pacientes que se submetem a terapia oncoldgica
cardiotoxica. Atencdo especial deve ser dada as manifestagfes clinicas precoces de
toxicidade, que embora ocorram raramente, podem se apresentar como quadro
clinico de miocardite aguda fulminante e/ou arritmias ventriculares graves
(CARDINALE et al., 2002; EWER; EWER, 2010). Como a toxicidade pode se
manifestar em qualquer momento apds o uso de quimioterapicos, até mesmo varios
anos apés a finalizacdo do tratamento, faz-se necessaria vigilancia continua das
manifestacdes clinicas da sindrome, com avaliagcdo de sintomas pouco especificos
como cansaco, fadiga e limitacdo funcional para as atividades do dia a dia
(CARDINALE et al., 2000).

Nesse sentido o uso de biomarcadores -cardioespecificos vem sendo
apontado como ferramenta Util na identificacdo precoce de lesdo cardiaca por
quimioterapicos e seguimento dos pacientes oncolégicos (CARDINALE; SANDRI,
2010), pois permite identificar o dano cardiaco antecipadamente, proporcionando
uma rapida resposta terapéutica e uso de medidas potencialmente cardioprotetoras,
além de acompanhamento clinico intensivo, incluindo rastreamento ativo de
disfuncdo ventricular. Essas medidas sdo essenciais e visam reduzir o risco de
mortalidade e melhorar a qualidade de vida da paciente com cancer de mama, sem

interferir, se possivel, no tratamento especifico da doenca.

1.3.2.2. Marcadores de toxicidade

A quimioterapia, por si SO, € um tratamento toxico. Sendo assim, esta é uma
toxicidade considerada “desejavel’. Apesar da constante evolucdo dos farmacos
guimioterapicos, estas drogas ainda representam um dos mais graves efeitos
colaterais dentre os grupos farmacoldgicos conhecidos. A elas sdo implicadas

lesGes estruturais e modificacdes da fisiologia e bioquimica normal do ser humano,
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algumas irreversiveis, que até podem se tornar o fator limitante do proprio
tratamento (ROBINSON, 1996). Sabe-se que a maioria das drogas sé&o
metabolizadas no organismo e 0s eventos bioquimicos que acompanham esse
processo determinam, em grande parte, a duracdo de acdo desses farmacos, a sua
eliminacao e possivel toxicidade associada (SCHONBORN; GWINNUTT, 2010).

Os efeitos colaterais ou as toxicidades decorrentes da quimioterapia
relacionam-se a nao-especificidade, ou seja, essas drogas ndo comprometem
unicamente as células tumorais, mas também, aquelas normais que tém
propriedades semelhantes. Tais efeitos remetem a toxicidade hematoldgica,
toxicidade gastrintestinal, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, toxicidade pulmonar,
neurotoxicidade, disfuncdo reprodutiva, toxicidade vesical e renal, alteracdes
metabolicas, toxicidade dermatologica, reacfes alérgicas, anafilaxias e fadiga

(BONASSA; GATO, 2012).

Marcadores laboratoriais de toxicidade na quimioterapia sao utilizados para
verificar o dano tecidual. A toxicidade hematoldgica decorrente da quimioterapia
relaciona-se ao fato de ser a hematopoiese um processo caracterizado por alta
atividade mitotica e rapida proliferacdo celular que produz células de curto ciclo
(FONSECA; ALMEIDA; MASSUNAGA, 2000). Esta caracteristica, comum a do
crescimento tumoral, faz com que a medula 6ssea seja extremamente susceptivel
aos efeitos destas drogas. Nesse sentido, a analise dos parametros hematoldgicos
sanguineos € relevante para a avaliacdo de risco, pois sugerem a probabilidade de
ocorrerem alteracdes do sistema hematoldgico em pacientes tratados com drogas
guimioterapicas, fornecendo um valor preditivo importante da toxicidade (OLSON et
al., 2008). A toxicidade hematolégica pode ser rastreada pelas alteragbes nos
resultados do hemograma como leucopenia, neutropenia,
trombocitopenia/plaquetopenia, anemia e depressao da medula éssea (GOZZO et
al., 2011; BONASSA; GATO, 2012).

A hemdlise (anemia) associada a quimioterapia € um problema muito comum
nos doentes em tratamento para o cancer de mama e esta associada a um aumento
da necessidade de transfusdes de eritrécitos, assim como uma diminuicdo da
qualidade de vida (SPIVAK, 2005). Segundo a National Comprehensive Cancer
Networks®, nos doentes oncoldgicos um valor de hemoglobina de 11 g/dL ou inferior

deve ser imediatamente avaliado. Contudo, nos doentes que apresentem valores de
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base mais elevados, uma diminuicdo do valor de hemoglobina superior ou igual a 2
g/dL deve também ser sujeita a uma avaliacdo cuidadosa no sentido da
caracterizacdo da anemia e identificacdo de alguma comorbilidade passivel de ser
corrigida (RODGERS et al., 2011).

O efeito nefrotdxico da quimioterapia verifica-se especialmente em esquemas
quimioterapicos que contém cisplatina (WILSON et al., 2007). A nefrotoxicidade
causada por esse medicamento atinge principalmente os tubulos renais proximais
(PRICE; SAFIRSTEIN; MEGYESI, 2003), levando a insuficiéncia renal aguda e dano
irreversivel aos rins com proteindria discreta (tipica de lesé@o tubular) e por excre¢éo
aumentada de magnésio (SANTOS, 2006). Na nefrotoxicidade causada pela
guimioterapia, as avaliacbes dos marcadores laboratoriais mais utilizadas sdo a
creatinina sérica, ureia, excrecao fracionada de sédio, proteindria e o declinio da
taxa de filtracdo glomerular (RONCO et al., 2010). Um biomarcador de lesdo renal
ideal seria aquele que fosse facilmente mensuravel, sem interferéncia de outras
variaveis biolégicas e capaz tanto de detectar precocemente uma lesdo renal,
guanto de estratificar seu risco (CULLEN; MURRAY; FITZGIBBON, 2012). Dentre os
biomarcadores emergentes mais estudados estdo: NGAL, interleucina-18, KIM-1,
cistatina-C, L-FABP, NAG, netrina-1, vanina-1 e MCP-1 (TESCH, 2010; SLOCUM,;
HEUNG; PENNATHUR, 2012).

A hepatotoxicidade induzida por farmacos constitui um problema grave a ser
considerado durante o tratamento quimioterapico. O figado compde o tecido com
maior atividade metabdlica onde h& elevada concentracdo enzimatica. A
hepatotoxicidade é caraterizada por resultados anormais em testes bioquimicos
hepéticos ou por presenca de disfuncdo hepatica. As caracteristicas ideais de um
marcador de toxicidade hepatica incluem especificidade para o tecido hepético e
forte correlacdo com alteracdes histomorfolégicas hepaticas bem definidas (OZER et
al., 2008). Atualmente, a analise bioquimica para verificar hepatotoxicidade devido
ao tratamento quimioterapico inclui a medicdo dos biomarcadores mais comuns
como a alanina aminotransferase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST), a
fosfatase alcalina (ALP), a gama glutamiltransferase (GGT) e a bilirrubina
(FONTANA et al., 2010). Os microRNA (miRNA) tém sido descritos como potenciais
biomarcadores de lesdo hepéatica aguda. No figado, o miRNA com maior expressao
€ 0 miRNA-122, seguido do miRNA-192. Alguns fatores de transcricdo especificos
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do tecido hepatico (HNF1a, HNF3a e HNF3B) foram associados a fungao regulatéria
do miRNA-122 (LEWIS et al., 2011). Estes apresentam maior especificidade e
sensibilidade comparativamente a ALT, sendo que, entre eles, o mMiRNA-122
apresenta maior especificidade do que o miRNA-192 para a lesdo hepética aguda
(WANG et al., 2009; LEWIS et al., 2011).

Durante o tratamento oncolégico, a paciente pode apresentar cardiotoxicidade
devido as drogas utilizadas para conter o avanco do tumor. E quanto antes se
detectar a lesdo cardiaca melhor € o prognéstico dessas mulheres. Alguns
marcadores bioquimicos sdo indicados como bons preditores precoces da
cardiotoxicidade induzida por quimioterapicos. Estudos demonstram que a troponina
pode representar um marcador sensivel e especifico de injaria miocardica nos
pacientes em uso de doses elevadas de quimioterapicos cardiotéxicos (CARDINALE
et al., 2004; LENIHAN; MASSEY; BAYSINGER, 2007). Ela mostrou-se capaz de
predizer o desenvolvimento de disfuncdo ventricular, pois, nessa situagéo, seu nivel
sérico pode manter-se elevado ap6s um més do uso de antraciclina (LENIHAN;
MASSEY; BAYSINGER, 2007; EIDEM, 2008). O peptideo natriurético do tipo B
(BNP), liberado em resposta a sobrecarga de pressédo, volume e aumento da tensao
parietal do ventriculo esquerdo, também € preditor da gravidade da lesdo miocéardica
(CARDINALE; SANDRI, 2010). Aumenta mesmo sem sinais e sintomas de
insuficiéncia cardiaca, o que demonstra alta sensibilidade do BNP em predizer
cardiotoxicidade (DOLCI et al., 2008; SALVATICI et al., 2009).

Outros marcadores cardiacos séricos tém sido investigados para monitorar a
cardiomiopatia relacionada a quimioterapia. A creatinaquinase (CK) e a
creatinofosfo-quinase isoenzima MB (CK-MB) sdo enzimas citoplasmaticas que
agem como reguladoras da producdo de fosfatos de alta energia e como
reguladoras da utilizacdo destes em tecidos contrateis, motivo pelo qual séo
encontradas em tecidos de alto consumo de energia, como as fibras musculares e
0s tubulos distais do rim (WANG et al., 2011). Quando ocorre cardiotoxicidade, ha
liberacdo da isoenzima CK-MB para 0 meio extracelular e sua dosagem representa
um recurso importante para a deteccdo de lesdo cardiaca (DINIZ; SCHWARTZ,
COLLICCHIO-ZUANAZE, 2007).

Os progressos da terapéutica antineoplasica e sua maior acessibilidade

necessitam que os fatores de risco que acompanham esse tratamento sejam
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levados em consideracéo. Isso seguramente contribuird para que haja uma maior
expectativa de vida com qualidade e autonomia e os efeitos toxicos da quimioterapia

sejam minimizados e prevenidos.
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2. JUSTIFICATIVA

Diante da importancia de se diagnosticar precocemente mulheres com cancer
de mama e de se obter um prognostico adequado no inicio do tratamento, bem
como identificar antecipadamente os efeitos toxicos dos medicamentos utilizados
para conter o avanco da doenga, o presente estudo visa avaliar os efeitos das
concentragbes plasméticas da vitamina D como um marcador progndstico de
malignidade, e também avaliar marcadores de citotoxicidade relacionados ao
tratamento quimioterapico, ja que as drogas utilizadas possuem efeitos colaterais

graves, como a cardiotoxicidade, que é responséel pela maioria dos Obitos

relacionados ao cancer de mama.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a 25(OH)D como um potencial marcador progndstico, além de
marcadores circulantes de toxicidade ao tratamento quimioterapico em mulheres

diagnosticadas com cancer de mama.

3.1. Objetivos especificos

v' Categorizar o0s niveis plasmaticos da 25(0OH)D de acordo com as
caracteristicas clinicas e histopatologicas do cancer de mama: grau
histologico, invasao linfonodal, estadiamento TNM e presenca do tumor
primario no momento da coleta de sangue.

v Analisar o nivel da 25(OH)D de acordo com o regime quimioterapico, perfil de
resposta terapéutica, disseminacdo da doenca e idade ao diagndstico.

v' Avaliar os niveis circulantes de 25(OH)D de acordo com os subtipos
moleculares do cancer de mama, sobrevivéncia apoés 5 anos de
acompanhamento e progndostico da doenca.

v" Analisar os niveis circulantes de marcadores cardiacos: creatina-quinase total
(CK-Total), na fracdo B da creatina-quinase B (CKMB) e proteina C reativa
(PCR) em pacientes com cancer de mama em uso de doxorrubicina,
paclitaxel ou trastuzumabe,

v Analisar o perfil lipidico das pacientes como colesterol total e os niveis de
triglicerideos e sua ocorréncia em associacdo com outros possiveis
marcadores de lesdo cardiaca.

v Verificar se ha associacao entre inflamagédo e dano cardiaco em pacientes
assintomaticos que iniciaram o0 tratamento quimioterapico através de
marcadores proinflamatorios circulantes como o fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a), homocisteina plasmatica e ferro livre.
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4. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS
4.1. Delineamento

Para a andlise das propriedades da vitamina D foi realizado um estudo
prospectivo. E no trabalho da cardiotoxicidade foi realizado um estudo observacional

em drogas quimioterapicas.

4.2. Aspectos éticos

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité Institucional de Etica
(CAAE 35524814.4.0000.0107), seguindo os principios para pesquisa médica
envolvendo seres humanos da Declaracdo de Helsinki (ANEXO). Todos os
individuos foram convidados a participar voluntariamente da pesquisa, e informados
sobre o estudo a ser desenvolvido e assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

4.3. Populacéao

Este estudo envolveu pacientes diagnosticadas com carcinoma ductal
infiltrativo da mama atendidos em dois Hospitais Publicos de Oncologia (Instituto do
Céancer de Londrina, Londrina, Parana e Hospital do Céancer Francisco Beltrdo,
Ceonc, Francisco Beltrdo, Parana). No mesmo periodo, foram convidadas mulheres

saudaveis da populacéo geral para constituir o grupo controle.

4.4. Amostra

Trata-se de uma amostra consecutiva, de conveniéncia de tempo e local, com
a inclusédo, prospectivamente, de pacientes com carcinoma ductal infiltrativo da
mama. Para o estudo da vitamina D foram incluidas 147 mulheres com céancer de
mama e para o estudo da cardiotoxicidade o n foi de 120 pacientes com cancer de
mama e 50 mulheres saudaveis para o grupo controle. Foram coletadas amostras de
sangue e as pacientes foram submetidas a procedimentos cirdrgicos para coleta do
tumor ao diagndstico, antes de iniciar o tratamento quimioterapico. As amostras
foram coletadas de janeiro de 2014 a janeiro de 2017. As biopsias de tumor foram

classificadas por imunohistoquimica e categorizadas em 4 subtipos histologicos:
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Luminal A (apresentando estrogénio - ER e ou receptores de progesterona - PR),
Luminal B (também com expressédo de ER e / ou RP associada a coloracao nuclear
para ki67> 14% ), HER 2 positivo (ER e PR negativo, superexpressando o receptor
do fator de crescimento epidérmico humano 2 - HER2) e triplo negativo (ER, PR e
HER2 negativo) (28). As amostras de sangue foram centrifugadas a 4000 rpm por 5
minutos e o plasma congelado a - 20 OC até a andlise. Registros clinicos foram

avaliados para obtencdo de dados clinico-patoldgicos.

As pacientes com cancer de mama também foram divididas de acordo com o
tratamento quimiotergpico: grupo doxorrubicina (DOX), grupo paclitaxel (PTX) e
grupo trastuzumab (TZ). A coleta de sangue nos grupos DOX e PTX foi realizada
apos o primeiro ciclo de quimioterapia, enquanto a coleta de amostras de sangue no
grupo TZ foi realizada ap6s o oitavo ciclo, garantindo niveis estaveis de
concentracdo plasmatica de trastuzumabe. Amostras de sangue periférico foram
coletadas de todos os grupos por pungéo venosa (10 mL), centrifugadas a 4000 rpm
por 5 minutos e o plasma obtido congelado a -200 ° C até a analise. Os marcadores
escolhidos para avaliar a toxicidade cardiaca foram creatina-quinase total (CK total),
fracdo MB (CK-MB) e proteina C-reativa de alta sensibilidade (hsPCR). Os
marcadores pro-inflamatérios foram: ferro livre (Fe), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e homocisteina. O perfil lipidico também foi incluido (colesterol total e niveis
de triglicerideos). As medicdes foram comparadas com amostras de controles

saudaveis.

4.5. Critérios de Excluséao

Os critérios de exclusdo foram mulheres com outros tipos histolégicos de
cancer de mama, pacientes submetidos a reposicdo de vitamina D e a presenca de
comorbidades secundarias que poderiam influenciar a investigacdo de vitamina D,
pacientes que foram submetidos a quimioterapia prévia, pacientes com morbidades
cronicas e fumantes, e pacientes com qualquer patologia cardiaca ou condi¢cbes que

pudessem afetar o metabolismo da homocisteina.

4.6 Exames Laboratoriais

4.6.1 Vitamina D
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A vitamina D (25(OH)D) foi avaliada em amostras de plasma usando um kit
comercial a base de quimioluminescéncia (Architet ™, Abbot). O limite de detecg¢ao

do kit € 8 ng / mL. O ponto de corte foi deficiéncia < 20 ng/mL.

4.6.2 Marcadores de toxicidade cardiaca

Creatina-quinase total (CK total) e a fracdo MB (CK-MB) foram avaliados por
um auto-analisador bioquimico (Dimension Dade AR; Dade Behring, USA), utilizando
métodos padronizados e reagentes disponiveis comercialmente. Foram
considerados os valores de referéncias estabelecidos pelos fabricantes dos
reagentes utilizados. Os niveis séricos de hsPCR foram avaliados por imunoensaio
de microparticula com quimioluminescéncia (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott
Park, IL, USA).

4.6.3 Marcadores inflamatérios

A dosagem dos niveis plasmaticos de TNF-a foi realizada por método
imunoenzimatico (ELISA, eBioscience, San Diego, Califérnia, USA). Ferro livre (Fe)
foi avaliado por um auto-analisador bioquimico (Dimension Dade AR; Dade Behring),
utilizando métodos padronizados e reagentes disponiveis comercialmente. Foram
considerados os valores de referéncias estabelecidos pelos fabricantes dos
reagentes utilizados. Os niveis séricos de homocisteina foram analisados por
imunoensaio de microparticula com quimioluminescéncia (Architech™, Abbott
Laboratory, Abbott Park, IL, USA).

4.7 Andlise Estatistica

Os experimentos foram realizados em duplicata, e os dados expressos em
mediana (para dados ndo paramétricos) ou médias (para dados paramétricos) +
erros padrdo. Os resultados foram analisados usando o teste de Grubbs para
deteccdo de outliers e nenhum outlier foi detectado neste estudo. Os resultados
foram comparados pelo teste t de Student ou pelo teste de Mann-Whitney, de acordo
com a distribuicdo das variancias. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo.
Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism verséo
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).



60
5. RESULTADOS
Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em dois
artigos cientificos submetidos as revistas:

e Artigo 1 - Hormones and Cancer, com fator de impacto 2.581.
e Artigo 2 - Cancer Chemotherapy and Pharmacology, com fator de impacto
2.808.



61

ARTIGO 1

Lower plasmatic 25-hydroxyvitamin D at diagnosis is associated with clinical

poor prognosis parameters in Brazilian women with breast cancer.

Micheletti P. L.; Silva, A. P. B. C.; Rech, D.; Victorino, V. J.; Souza, J. A. O; Herrera
A.C.S.A.; Simdo, A. N.C.; Panis, C" and Dichi I’

* These authors equally contributed to the study.

Corresponding Author:

Carolina Panis, Ph.D

Universidade Estadual do Oeste do Parana
Centro de Ciéncias da Saude

Rua Maringé 1200

Francisco Beltrdo, Parana

Brazil

Phone +55 46 35204886

Email: carolpanis@hotmail.com



mailto:carolpanis@hotmail.com

62
Abstract

Vitamin D (Vit D) has emerged as a substance with multiple functions in health and
disease. It is well known that when vit D levels fall, a wide of pathologies can rise in
human body, including breast cancer. In this study we investigated the circulating
levels of 25-hydroxyvitamin D (25-OHD) in Brazilian women with breast cancer at
diagnosis, and correlated such findings with clinicopathological parameters relevant
to disease prognosis. This study involved a total of 147 women with infiltrative ductal
carcinoma of the breast. Blood samples were collected and the patients underwent
surgical procedures to collect the tumor. Tumor biopsies were subtyped by
immunohistochemistry in 4 molecular subtypes: Luminal A, Luminal B, HER 2
positive and triple negative. Vitamin D (25-OHD) was measured on plasma samples
using a commercial kit. Our findings indicated that circulating vit D levels at diagnosis
was insufficient in patients with breast cancer (the median of the group was 22
ng/mL). Further, reduced plasmatic levels at diagnosis correlated significantly with
poor prognosis parameters, including axilla positivity (23.69£0.94 ng/mL in
lymphonodes negative and 20.34+1.3 ng/mL in lymphonodes positive, p = 0.0390),
chemoresistance (20.45+1.32 ng/mL in chemoresistant and 23.54+0.83 ng/mL in
chemosensitive, p = 0.0454) and metastasis (20.58+1.18 ng/mL in metastatic
patients and 23.61+0.94 ng/mL in those without metastasis, p = 0.05). Patients
bearing triple negative tumors also presented reduced vit D in plasma at diagnosis
when compared to those who carried Luminal tumors (23.42+0.99 ng/mL in triple
negatives and 17.17+2.89 ng/mL in luminal A tumors, p = 0.0409). Our data
suggested the existence of relevant correlations when vit D is reduced in plasma at
diagnosis, such as advanced disease with axilla positivity, chemoresistance with
advanced disease, early age at diagnosis with high histological grade and dead with
axilla positivity. Altogether, these findings reinforce that vit D reduction can be a

plausible marker of disease prognosis in breast cancer.

Keywords: breast cancer, diagnosis, prognosis, vitamin D.
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Introduction

Vitamin D (vit D) deficiency is a common problem in population worldwide [1],
and has been linked to a number of diseases spanning from type 1 diabetes [2], over
multiple sclerosis [3], rheumatoid arthritis [4], and inflammatory bowel disease [5], to
overall cancer mortality [6, 7]. Current guidelines recommend the measurement of
25-hydroxyvitamin D (25-OHD) in blood as the gold standard for the assessment of

vit D status [8, 9] under physiological and pathological conditions.

In spite of most of research regarding vit D have focused on its cancer-
preventing role [10, 11], several studies have highlighted vit D profile as a putative
predictor of cancer prognosis for haematological malignancies [12] and solid tumors,
including breast cancer [13, 14, 15, 16, 17, 18].

Breast cancer is a heterogeneous disease with different gene expression
profiles that translate into various clinical outcomes [19, 20]. Vit D has been
extensively reported by in vitro studies as an important mediator of major cellular
processes in breast cancer cells. Vit D binding to its receptor (VDR) controls the
expression of genes that regulate cell proliferation, differentiation, and apoptosis [21,
22]. On the other hand, these cells can undergo physiological changes, decreasing

their susceptibility to vit D and becoming resistance to its antitumor effects [23].

Although several studies have analysed physiopathological mechanisms by
which breast cancer may change vit D metabolism [24, 25], few data about its
clinical meaning in women carrying breast cancer have been reported [26, 27]. In this
context, the present study aimed to investigate the prognostic value of vit D in
plasma samples collected from women diagnosed with breast cancer at diagnosis
(after starting pharmacological or surgical intervention) and its correlation with the

main clinical parameters that determine disease aggressiveness.
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Methods

1. Study design and sample collection

This prospective study was conducted from February 2016 to May 2017 and
enrolled a total of 147 women diagnosed with infiltrative ductal carcinoma of the
breast. All participants signed consent forms and the research was approved by the
Ethics Institutional Committee (Number CAAE 35524814.4.0000.0107), following the
principles for medical research involving human subjects from the Declaration of
Helsinki. Inclusion criteria were women carrying unilateral infiltrative carcinoma of the
breast. Exclusion criteria were women with other histological types of breast cancer,
patients undergoing vit D replacement and the presence of secondary comorbidities

that could bias vit D investigation.

Patients were submitted to surgical procedures for tumor and blood sampling.
Tumor biopsies were subtyped by immunohistochemistry and categorized into 4
molecular subtypes: Luminal A (presenting estrogen - ER and or progesterone - PR
receptors), Luminal B (also with ER and/or PR expression, in association with nuclear
staining for ki67 > 14%), HER 2 positive (ER and PR negative, overexpressing the
receptor of the human epidermal growth factor 2 — HER2) and triple negative (ER,
PR and HER2 negative) [28]. Blood samples were centrifuged at 4000 rpm for 5

minutes and plasma frozen at — 20 °C until analyses.
Clinical records were assessed to obtain clinical-pathologic data.

2. Vitamin D measurement
The 25-OHD was measured in plasma samples by using a chemiluminescence-
based commercial kit (Architet™, Abbot, USA). The detection limit of the kit is 8
ng/mL.

3. Statistical analyses

Experiments were carried out in duplicate, and data expressed as median (for non-
parametric data) or means (for parametric data) + standard errors. Results were
analyzed by using the Grubbs test for outlier detection, and no outliers were detected
in this study. The results were compared by Student’s t-test or the Mann-Whitney
test, accordingly to variances distribution. A p-value < 0.05 was considered
significant. All statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Results

Clinical-pathologic characteristics are shown in Table 1. The mean age at
diagnosis was 56.1 years (ranging from 32 to 88 years), and most of patients
presented high-grade tumors. Luminal tumors were predominant in the present
cohort, and an equal distribution of disease staging was found. Figure 1 shows
the distribution of 25-OHD levels in all patients enrolled in the study, which ranged
from 4.05 to 29.10 ng/mL (min-max values). The median value was 22.0 ng/mL.

Vit D values under the limit of detection of the kit were discarded (n=2).

Regarding the distribution of vit D and the clinical-pathologic parameters, it
was observed that histological grade, Tumor, nodes, metastasis (TNM) staging
and the occurrence of surgery do not affect its circulating levels (Figure 2 A, 2C
and 2D). Patients in which tumor cells invaded the lymphonodal (LN) chains
presented lower vit D levels in plasma when compared to those without
lymphonodal invasion at diagnosis (Figure 2B, 23.69+0.94 ng/mL in LN negative
and 20.34+1.3 ng/mL in LN positive, p = 0.0390). Menopausal status at diagnosis

did not affect vit D levels.

The chemotherapic schedule chosen for treating patients after sample
collecting, as well as their age at diagnosis did not affect circulating vit D (Figures
3A and 3D). Patients who developed chemoresistance 6 months after
chemotherapy exhibited reduced vit D in plasma at diagnosis (Figure 3B,
20.45%1.32 ng/mL in chemoresistant and 23.54+0.83 ng/mL in chemosensitive, p
= 0.0454). In the same way, patients who developed distant metastasis along
disease follow-up (2 years) also presented reduced circulating levels of vit D at
diagnosis (Figure 3C, 20.58+£1.18 ng/mL in metastatic patients and 23.61+0.94
ng/mL in those without metastasis, p = 0.05).

In relation to breast cancer molecular subtypes (Figure 4A), only patients bearing
triple negative tumors presented significantly different levels of vit D at diagnosis
when compared to those carrying luminal A tumors (23.42+0.99 ng/mL in luminal A
and 17.17+2.89 ng/mL in triple negatives tumors, p = 0.0409), whereas, when
compared altogether, the other subtypes were not different. We further examined if
disease overcome was related with plasmatic vit D at diagnosis, and observed that
patients that were alive 2 years after diagnosis showed higher levels when compared
to those who died (Figure 4B, 23.62+0.80 ng/mL and 19.71+1.54 ng/mL, respectively,
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p = 0.0197). Finally, patients were categorized according to good (age>45 years,
luminal A/low grade tumors, with negative lymph nodes, those who were alive 2
years after diagnosis) or poor prognosis (age< 45 years, triple negative/high grade
tumors, with positive lymph nodes, those who dead until 2 years after diagnosis)
combined parameters. This categorization showed that patients with poor prognosis
presented lower levels of vit D at diagnosis in relation to those with good prognosis
(Figure 4C, 20.46%£1.03 ng/mL and 24.03+1.08 ng/mL, respectively, p = 0.0349).
Spearman’s correlations reinforced the relationship between low plasmatic levels of
vit D at diagnosis and poor prognosis parameters (Table 2), and the significant ones
were advanced disease vs positive axilla (p=0.0006, R = 0.73070, chemoresistance
vs advanced disease (p=0.0154, R = 0,5467) and positive axila and dead of patients
( p=0.0440, R = 0.62586).

Discussion

Few studies have focused on the meaning of circulating mediators in samples
collected from women with breast cancer at diagnosis. This approach seems
advantageous, since allows a prognostic value of putative biomarkers without any
interference of treatment. In the present study, we showed that lower plasmatic levels
of vit D at diagnosis are straightly associated with clinical markers of poor prognosis

in breast cancer.

Vit D deficiency is currently known as a common medical condition worldwide
[29] and have been reported as clinically relevant [30, 31]. Its active form regulates
the transcription of several genes that encode proteins involved in many biological
processes, including bone metabolism, modulation of the immune response, cell
proliferation and differentiation [32]. According to clinical guidelines, vit D
insufficiency can be defined as values between 21-29 ng/mL, and its deficiency is

diagnosed when the values are below 20 ng/mL [33].

Although several studies have highlighted the importance of vit D in breast
cancer risk [34, 35, 36], few studies have focused on understanding its clinical
relevance in patients diagnosed with breast cancer. In the present study, we have
shown that reduced levels of circulating vit D is a common finding at diagnosis, since
only 1 patient from the entire cohort presented sufficient levels of vitamin D. A

growing body of evidence indicate that vit D may prevent the development of breast
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cancer [37, 38], suggesting that reduced levels may occur before and during breast
cancer development. Lower rates of breast cancer are reported in localities closest to
the Equator, where there is a higher degree of insolation and, therefore, a higher

production of vit D through the skin [39].

Disease spreading is undoubtedly the worst prognostic factor in breast
cancer patients. Our data indicated that reduced vit D at diagnosis in plasma are
significantly associated with lymph nodal invasion and metastasis. Lymph node
invasion was positive when patients had vit D circulating levels at diagnosis equal to
or lower than 22.0 ng/mL. Our data are in agreement with a recent study performed
with 1295 patients with postmenopausal breast cancer also showed that patients with
low levels of vit D had a higher proportion of positive lymph nodes and metastasis
[40].

Several in vitro and in vivo studies suggest that vit D may prevent metastasis
of cancer cells, and most of evidence is based on reports with vit D supplementation.
Experimental data [41] demonstrated that the administration of vit D in rats
significantly decreased the size and number of breast cancer metastasis to the lungs.
Other studies demonstrated that synthetic analogs of vit D can inhibit breast cancer
cells metastasis both in vitro and in vivo [39, 42]. Further, it was demonstrated that vit
D was able to significantly inhibit the metastatic capacity of breast cancer cells to the
bone in a three-dimensional model that recapitulates the major steps of this process
[43]. These studies are in consonance with our findings, and suggest that sufficient
levels of vit D may be necessary to prevent disease spreading in breast cancer.

Another relevant point of our study was to identify reduced vit D in plasma at
diagnosis in chemoresistant patients. Tumors are highly adaptable and the activation
of pro-survival signaling pathways and/or inactivation of the death-inducing pathway
are intrinsically related to chemoresistance [44]. Sufficient levels of vitamin D are
known to have additive or synergistic effects with classical cytotoxic agents, thus
supporting their use in cancer therapy [45]. Some studies report improved cytotoxic
effects following the combination of vit D with different taxanes, when compared to
single drug-based treatments [37]. Pretreatment of breast cancer cells with vit D
followed by paclitaxel significantly reduced its dose-response curve (38). Further, vit

D treatment can decrease the expression of several RNA associated with drug
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resistance [46]. This body of evidences suggests that lower levels of vit D may favor
chemoresistance development in cancer cells.

When considering the molecular aspects of breast cancer, we noted that
circulating vit D levels at diagnosis patients bearing luminal tumors were completely
different from those carrying triple negative cancers. Breast cancer is known as a
heterogeneous disease, covering a wide spectrum of different morphological
subtypes, which result in biological behaviors with different outcomes [47, 48]. Low
levels of circulating vit D are reported in woman who developed estrogen negative
tumors [49]. In triple negative breast cancers, vit D suppresses several proteins
enrolled in cell survival, invasion and metastasis [50], suggesting that its
downregulation may be a necessary condition to ensure a “friendly” environment for
cancer cells. In triple negative breast cancer stem cells, vit D supplementation is able
to reduce its adhesive properties, as well as decrease its stem cell phenotype [51].
These studies suggest that restoring vit D may change the differentiation of such
cells into a less aggressive phenotype, which may help to understand why we found
higher levels of vit D in women bearing the less aggressive subtypes.

Finally, we found an association between reduced levels of circulating vit D
at diagnosis and patients’ death. It was further related with disease prognosis, since
patients grouped according to worst clinical-pathologic also exhibited reduced vit D in
plasma. Reduced vit D at diagnosis was associated with worse overall survival in
women with breast cancer worldwide [13,19, 52], and was well demonstrated in a
recent large-cohort study conducted in the USA [53]. Although our relative modest
cohort, our data are similar to the results from other studies, which strongly relate low
circulating vit D levels with positive axillary lymph nodes [40], reduced overall survival
and the occurrence of triple negative cancers. Another limitation of the study would
be the uncontrolled factors that may influence results such as diet, sunscreen use
and the period of the year the samples were collected. In conclusion, reduced vit D
levels in plasma at breast cancer diagnosis may be a reliable plausible marker of

disease poor prognosis.
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Table 1 — Clinicopathological characterization of patients.

Number of patients 96
Mean age at diagnosis (range, years) 56,1
Histologycal type

Ductal infiltrative carcinoma 100%

Histological grade

lor2 32
3 64
Molecular subtype

Luminal A 40%
Luminal B 20%
HER-2/neu enriched 19%
Triple negative 11%

Disease staging (TNM)
Early disease (I/IT) 50%
Advanced disease (III/TV) 50%

Legend: HER-2= human epidermal growth factor receptor 2, TNM = tumor
—node- metastasis classification
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Figure 1 — Overview of circulating levels of 25-hydroxyvitamin D in patients with
breast cancer. The box represents the min-max values (4.05-29.10 ng/mL) and the
median of the group (22 ng/mL).



25-hydroxy vitamin D (ng/mL)

25-hydroxy vitamin D (ng/mL)

“u A WN R

75

301
25 B g *
—1 E
2
201 £ —_—
o 20
£
15- 5
E
>
10+ 3 10
5
>
5 £
wn
o~
C T c 1
Low grade High grade positive LN negative LN
30 D .
— z
‘E-, —
20 a 20-
£
E
S
>
104 g 104
5
>
=
B
(2]
0 T 0 T
Early disease Advanced disease pre-surgery post-surgery

Figure 2- Categorization of circulating 25-hydroxyvitamin D according to the clinical and
histopathological features of breast cancer. (A) Histological grade, (B) lymphnodal
invasion, (C) TNM staging and (D) presence of the primary tumor at the time of blood
collection. * indicates significant difference bewteen groups (p<0.05). LN = lymphnodes.
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ABSTRACT

Purpose: The aimed at evaluating markers of cardiac damage (total CK, CKMB and
CRP), inflammatory markers (free iron, homocysteine and TNF-a) as well as
lipidogram in breast cancer patients undergoing acute cycles of doxorubicin (DOX),
paclitaxel (PTX) or trastuzumab (TZ) and to verify if there is an association between
these markers and the toxicity to the chemotherapeutic treatment.

Methods: Included in the study were 120 breast cancer patients and 50 healthy
controls. All analyzes were performed on automated systems. For the statistical
analyzes, each group was compared with the controls according to their normality by
Student's t-test and Mann-Whitney test.

Results: Our results showed that DOX treatment led to increased hsCRP (4.80 + 1.23
mg/dL, p = 0.0005), tryglycerides (187.6 + 25.06, p = 0.0231), TNF-a (42.31 + 17.96
pg / mL, p = 0.01) and Fe levels (138.8 + 18.6 pg / dL, p = 0.0193). PTX induced
changes in CK-MB (8.78 4.2 U/ L, p = 0.0361), hsCRP (7.12 £ 1.87 mg / dL, p =
0.0006), cholesterol (201.7 + 19.54, p = 0.05), triglyceride (201.7 + 19.54, p =
0.0277), TNF-a (38.27 £ 9.12 pg / mL, p = 0.023), homocysteine (10.95 £ 0, 86 ymol
/ L, p =0.005), free iron (113 + 18 6 ug / dL, p = 0.045) while TZ augmented CK-MB
(6.9 £ 197 U/ L, p <0.00), hsPCR (3.12 + 0.68 mg / dL, p = 0.095), cholesterol
(218.3 + 16.79, p = 0.0317), triglyceride (218.3 £ 16.79, p = 0.0127), TNF-a (89.6
12.11, p = 0.032), homocysteine (9.95 + 1.15 ymol / L, p = 0.0396), free iron (120.5
4.64 pg/ dl, p = 0.0058). Conclusions: Our data demonstrated
the existence of a proinflammatory net triggered by breast cancer chemotherapy that
could increase cardiomyocytes permeability and allow the leakage of circulating
proteins as hsCRP and CKMB.

Keywords: breast cancer; chemotherapy; proinflammatory markers; cardiac toxicity.



80

INTRODUCTION

Although breast cancer treatment has experienced significant progress in
recent years, chemotherapy remains the main modality for treating patients with
disseminated disease. The main drugs used for treating breast cancer are associated
with numerous side effects, and cardiotoxicity is one of the most significant [1].
Cardiotoxicity can appear as acute or subacute events [2] and patients may have a
variety of clinical forms of heart disease, including congestive heart failure (CHF),
decreased left ventricular ejection fraction (LVEF), hypertension, arrhythmias and

acute myocardial ischemia with or without ST elevation [3].

Chemotherapy and radiotherapy may cause premature cardiac disease that
may be asymptomatic or symptomatic [4]. One of the challenges of modern oncology
is to be able to tailor a patient’s treatment by administering the drugs most adapted to
the molecular characteristics of the disease while simultaneously preventing or
reducing side effects [5]. Therefore, an important aspect is the detection of
cardiovascular conditions that predispose cardiotoxicity in patient [5]. On the other
hand, there are no tools to date to establish whether or when patients will develop
such condition. Routinely, cardiac damage can be assessed in blood by measuring
classical circulating markers as troponins, creatine-kinase and lactate
dehydrogenase, since these proteins leak from cardiomyocytes due to the increase
of membrane permeability as consequence of proinflammatory conditions or cell
death [6, 7].

Studies have described wide modifications in genes and proteins acutely
induced by chemotherapic regimens at subclinical levels, suggesting that cardiac
damage is an earlier event prior to clinical symptoms in breast cancer patients [8, 9].
Thus, new markers associated with cardiac injury are rising. A recent proteomic study
conducted by our group has shown that a single dose of paclitaxel can change the
circulating proteomic profile in breast cancer patients, appointing acute cholesterol
deregulation as a putative pathway associated with chemotherapy infusion [10].
Further, we verified that doxorubicin also modifies circulating proteins one hour after
infusion in women with breast cancer, downregulating some acute phase proteins in
relation to untreated patients [11]. Other proteins like natriuretic peptides [12],

troponin T [13] and nitric oxide-arginine metabolites have been implicated in initial
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cardiotoxicity of trastuzumab-based regimens during breast cancer treatment [14].
These data reinforce the need for early monitoring cardiac damage in breast cancer
patients ongoing chemotherapy, and highlight that non-conventional circulating
markers can be useful tools for quickly detecting both subclinical and clinical
cardiotoxicity when associated with routine circulating markers. In this context, we
compared routine circulating markers of cardiac damage (total creatine-kinase, high-
sensitivity C-reactive protein, as well as concentrations of circulating lipids
(cholesterol and tryglicerides) and its concomitant occurrence with other putative
markers of heart injury (tumor necrosis factor alpha, free iron and homocysteine) in
breast cancer patients ongoing doxorubicin, paclitaxel or trastuzumab-based
treatments, aiming to assess the possible association between inflammation and

cardiac damage in asymptomatic patients.

PATIENTS AND METHODS

This study enrolled patients diagnosed with breast cancer attended in two
public Oncology Hospitals (Londrina Cancer Institute, Londrina, Paranad and
Francisco Beltrdo Cancer Hospital, Ceonc, Francisco Beltrdo, Parand). All patients
were informed about the study and signed consent forms. This study was approved
by Institutional Ethics board (CAAE 35524814.4.0000.0107).

A total of 120 breast cancer patients and 50 healthy controls were included in
the study, and categorized as control group (CTR group, n = 50, healthy individuals
without any previous chemotherapeutic treatment). The patients with breast cancer
were assigned into one of the following groups: doxorubicin group (DOX group, n =
33, doxorubicin 60 mg/m?), paclitaxel group (PTX group, n = 35, paclitaxel 175
mg/m?), and trastuzumab group (TZ group, n = 52, submitted to 8 cycles of
trastuzumab, starting with 8 mg/kg for 1 cycle and following with 6 mg/kg for 7
cycles). The blood collection in DOX and PTX groups was performed after the first
cycle of chemotherapy, while collecting blood samples in the TZ group was
performed after the eighth cycle, ensuring plasma trastuzumab concentration stable
levels [15].

Peripheral blood samples were collected from all groups by venous puncture (10

mL), centrifuged at 4000 rpm for 5 minutes and the obtained plasma frozen at -20°C
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until analyses. Exclusion criteria in all groups were patients who underwent prior
chemotherapy, patients with chronic morbidities and smokers, and patients with any
cardiac pathology or conditions which could affect homocysteine metabolism. The
markers chosen for evaluating cardiac toxicity were total creatine-kinase (total CK),
its MB fraction (CK-MB) and high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP). The
proinflammatory markers were: free iron (Fe), tumor necrosis factor alfa (TNF-a) and
homocysteine. Lipidic profile was also included (total cholesterol and tryglycerides

levels). The measurements were compared with samples from healthy controls.

All analyzes were conducted in automatized systems, and TNF- a was measured by
a commercial ELISA kit (e-Biosciences, USA). For statistical analyzes, all data were
evaluated by the Grubbs test for detection of outliers. Data distributions were also
performed, and each group was compared with controls according its normality by
Student t test (parametric data) and Mann-Whitney test (non-parametric data). DOX,
PTX and TZ groups were not compared among them. Significant results were

considered when p<0.05.

RESULTS

Clinical-pathologic characteristics of patients are shown in Table 1. Control
group (CTR group, n = 50) consisted of healthy women with average age of 55.2
years (range 30-77 years); Doxorubicin group (DOX group, n = 33), comprising
women with a mean age of 51.35 years (range 33-72 years), the paclitaxel group
(PTX group, n = 35), comprising women with a mean age of 51.06 years (range 35-
63 years, and the trastuzumab group (TZ group, n = 52), consisted of women with a
mean age of 53.4 (range 36-77 years). All patients included in the study were
diagnosed with infiltrative ductal carcinoma of the breast. DOX and PTX patients
presented predominantly Luminal A tumors, while TZ had exclusively HER2-

amplified/hormonal receptors negative tumors.

Figure 1 shows the circulating levels of routine cardiac markers. Total CK did
not change after any treatment when compared to controls (CTR 68,33%£6,5 UI/L;
DOX 51,65+7,73 U/L; PTX 63,24 +8,6 U/L; and TZ 81,65+6,4 U/L, Figure 1A).
Increased CK-MB levels were found in the group treated with trastuzumab (p<0.001)

and in those treated with paclitaxel (p=0.0361) when compared to healthy controls



83

(CTR 1,26+0,338 U/L; DOX 5,208+2,73 U/L; PTX 8,78+4,2 U/L, TZ 6,9+1,97
U/LFigure 1B). Plasma levels of hs C-reactive protein were significantly higher in the
three groups after treatment (CTR 0,66%£0,18 mg/dL; DOX 4,80+1,23 mg/dL,
p=0.0005; PTX 7,12+1,87 mg/dL, p =0.0006; TZ 3,12+0,68 mg/dL, p=0.095; Figure
1C).

Lipidic profile showed a significant increase in total cholesterol levels in
patients treated with paclitaxel and trastuzumab (PTX 201.7 £ 19.54, p = 0.05, TZ
218.3 + 16.79, p = 0.0317, Figure 2A), in relation to the healthy controls (CTR
Cholesterol 167.1 + 7.85); and in triglycerides levels (DOX 187.6 + 25.06, p = 0.0231,
PTX 201.7 £19.54, p =0.0277, TZ 218.3 £ 16.79, p = 0.0127), regarding control data
(CTR Triglicerides 137.9 £ 5.24, Figure 2B).

Analysis of circulating TNF-a showed an increase in this cytokine in all treated
groups when compared to controls (CTR 9,47+1,56 pg/mL; DOX 42,31+17,96 pg/mL,
p=0,01; PTX 38,27+9,12 pg/mL, p=0,023; and TZ 89,6+12,11, p=0,032, Figure 3A).
Plasma homocysteine levels were significantly augmented in DOX, PTX and TZ
groups in relation to healthy controls (CTR 7,80+0,397 umol/L; DOX 9,11+0,83
pmol/L, p=0.021; PTX 10,95+0,86 pmol/L, p=0.005; and TZ 9,95+1,15 pmol/L,
p=0.0396, Figure 3B). Free iron was found significantly elevated in DOX, PTX and TZ
groups (CTR 89,174+9,5 ug/dL; DOX 138,8+18,6 ug/dL, p=0,0193; PTX 113+18,6
ug/dL, p=0.045; and TZ 120,5+4,64 ug/dL, p=0.0058, Figure 3C).

DISCUSSION

Measuring circulating markers of cardiac damage will not replace the clinical
diagnosis of heart pathology, but may predict the earlier occurrence of
cardiomyocytes damage and the need for patient monitoring. In the present study,
we show that routine markers of cardiac damage evaluation as CKMB and hs C-
reactive protein are altered in blood after acute treatment in breast cancer patients.
Other pro-inflammatory mediators as TNF-a, homocysteine, and free iron were
concomitantly augmented in the same plasma samples from all treated patients,
suggesting a possible interplay among them and their relationship with cardiac

damage.
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CKMB is a faithful marker for cardiac injury [16]; thus, its elevation in plasma
of breast cancer patients after the eight cycle of trastuzumab treatment may be
suggestive of subclinical cardiac damage in our study. The drugs used in breast
cancer chemotherapy have considerable side effects, and cardiovascular injury is
one of the most frequent. When we analyzed creatine kinase fraction B (CKMB), a
significant increase was found in patients treated with trastuzumab. Trastuzumab
therapy has dramatically improved the clinical outcome of patients with breast cancer
that overexpress human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2), and treatment-
induced cardiotoxicity has been emerged as a relevant clinical problem [17]. This
toxicity increases when trastuzumab is administered with anthracyclins, which is a
current protocol in breast cancer treatment [17, 18]. Similarly, PTX treatment
produced significant increases in serum CKMB. A study conducted by [19] showed
that mice treated with PTX alone also showed an increase in CKMB levels
evidencing heart injury, where the PTX produced significant depletion of cardiac GSH
and GSH-Px and increases in MDA production level and NOx levels in a lower

magnitude than those changes produced by DOX alone.

Another circulating marker analyzed in the present study was C-reactive
protein, an acute phase protein synthesized by the liver associated with systemic
pro-inflammatory conditions. C-reactive protein levels enhanced significantly in all
groups undergoing chemotherapy. CRP is routinely known as a cardiovascular risk
marker, associated with heart damage induced- inflammation [20]. CRP binds to
specific ligands exposed in the damaged tissue and can increase heart damage
extent boosting proinflammatory related-processes [21]. Therefore, the augmented
levels of circulating hsCRP found in the current study may potentiate the output of
other markers of cardiac lesion also found altered in the set of parameters evaluated
for some drugs, such as CK-MB in trastuzumab-treated patients. Although, its prime
role is in the pathogenesis of coronary heart disease, researchers have associated
plasma/serum lipids and lipoproteins with different cancers [22, 23, 24, 25].
Alterations in the circulatory cholesterol levels have been associated with the etiology
of breast cancer [26]. Moreover, there are reports regarding elevated plasma lipid
levels, such as total lipids, phospholipids, triglycerides, total-cholesterol, low density
lipoprotein-cholesterol and free fatty acids, in pre and post-menopausal breast

cancer [27]. Anticancer treatment, especially cytotoxic chemotherapy, is associated
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with immediate, as well as long-term toxicities [28], and some of them are associated
with metabolic changes that could lead to increased cardiovascular risk [29, 30]. A
report on Italian pre- and post-menopausal patients with early breast cancer showed
increased cholesterol levels in patients who received cytotoxic chemotherapy, but not
in those who also received endocrine therapy [30]. Further, a recent study form our
group demonstrated that lipid metabolism is acutely deregulated in breast cancer
after paclitaxel treatment [10]. Our findings are in agreement with this information,
and showed a significant increase in plasma levels of total cholesterol after paclitaxel
and trastuzumab treatment, and triglycerides in all treated groups. Considering the
pro-inflammatory environment detected in such patients after treatment, high lipids
may represent a real factor for cardiovascular risk, since inflammation can promote

the formation of potent reactive molecules as oxidized cholesterol [31, 32].

Considering that breast cancer is under systemic oxidative stress, and that
chemotherapy enhances this situation, we also investigated if the levels of
homocysteine were altered in patients after treatment altogether with the routine
markers of cardiac damage. Homocysteine is as an intermediate metabolite formed
under prooxidant conditions, by cysteine and methionine oxidation, which is straightly
associated with endothelial dysfunction [33] cardiovascular damage [34] and high risk
of venous thromboembolism [35]. We found that homocysteine levels were
significantly higher in both PTX and TZ groups, suggesting that our patients were
under cardiovascular risk. Some evidences have confirmed that elevated plasma
levels of homocysteine as an independent risk factor may induce endothelial
dysfunction through oxidative stress and apoptosis [36] Thus, high levels of plasma
homocysteine, as an independent risk factor, contribute to the occurrence and
development of cardiovascular diseases [37, 38]. These findings of
hyperhomocysteinemia in breast cancer women after treatment are new in the

literature, and from the best of our knowledge, were never previously reported.

We further found that, together with systemic proinflammatory status, the patients
also presented high levels of circulating free iron. In our study, circulating free iron
was significantly higher in the group treated with DOX. Free iron is extremely toxic
due to the induction of lipid peroxidation by Fenton’s reaction [39] a mechanism

intimately associated with DOX-induced cardiotoxicity [40].
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Taking into account the proinflammatory milieu found after cytotoxic
chemotherapy and the concomitant rising of cardiovascular risk shown by increases
in CKMB, hs C-reactive protein and homocysteine levels, we may establish some
considerations in relation to the altered TNF-a levels. TNF-alpha is a mediator of
interest for understanding the systemic proinflammatory milieu of breast cancer. This
cytokine is secreted primarily by macrophages, and has a range of pro-inflammatory
functions. Several studies indicate that TNF-alpha levels are especially high in
plasma of patients with advanced breast cancer, [41, 42], and were also found
increased in the present study. Unfortunately, most of patients with breast cancer
have been diagnosed with advanced disease in Brazil [43], as it was also verified in
our study since most of patients (80%) were undergoing adjuvant chemotherapy. As
shown in our results, serum concentrations of this cytokine varied significantly in all
groups after chemotherapy, and data showed a wide variation among them. In TZ
group, the average was roughly nine times higher than the controls. Therefore, an
active proinflammatory state was triggered in such patients after chemotherapy when
compared to healthy controls. It is possible that cancer itself has some contribution to
this finding, as we have previously demonstrated that patients submitted to DOX
treatment can reduce TNF-a levels [11]. It is feasible to suggest that an immune
activation also occurred after tumor destruction by chemotherapy with PTX and TZ
considering the significant high levels found in TNF-a levels. It is known that tumors
can mask its antigens aiming to self-protect from immunological-driven responses
[44]. Cytotoxic chemotherapy acts by inducing tumor death by several mechanisms,
and the intense cellular lysis releases several new proteins that will be recognized by
immune cells as foreign. In our study, we have a set of pro-inflammatory mediators
that not necessarily target heart proteins as antigens, but affects cardiac cells in a
not-selectively way, augmenting its permeability to leak some intracellular enzymes
as CKMB. Moreover, Serbanescu et al. (2017) [45] have also demonstrated that
cytotoxic chemotherapy is associated with enhanced oxidative stress after DOX, PTX
and TZ treatments, leading to systemic lipid peroxidation. Lipid peroxidation can
compromise the integrity of cell membrane, thus, it is possible to hypothesize that this
way of injury can also affect the cardiomyocytes, augmenting membrane permeability
and allowing protein leaking. In this way, we measured the levels of lactate
dehydrogenase in such patients (data not shown), but due to the wide range of

variation among samples this analysis did not vary significantly in compared groups.
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Our study has some limitations (modest sample size, need for long-term
follow-up, measurement of other circulating markers). However, this is the first study
to show that routine circulating markers of cardiac injury can be used as possible
predictors of drug-induced cardiotoxicity used in chemotherapy (doxorubinin,
paclitaxel and trastuzumab) as early as the first cycles of treatment of patients
diagnosed with cancer of breast. Further studies are needed to analyze the role of
circulating markers as a putative concomitant marker of cardiovascular risk in

asymptomatic chemotherapeutic patients with ongoing breast cancer.
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Table 1 — Clinicopathological characteristics of patients.

Healthy controls

Number of patients 50 33 35 52
Age at diagnosis 55,2 51,35 51,06 534
(range) (30-77) 33-72) (35-63) (36-77)
Histological type - 100% ductal 100% ductal 100% ductal
Chemotherapic regimen -—-- 60 mg/m? 175 mg/m? 6 mg/m?
Blood collection - End of the cycle 1 End of the cycle 1 End of the cycle 8
Hormonal and HER2 - ER: 85% ER:72% HER-2: 100%
status PR : 79% PR : 72%

HER-2: 29% HER-2: 35%
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Figure 1 — Circulating levels of cardiac markers. In A, total creatine-kinase (CK-
Total), in B creatine-kinase fraction B (CKMB) and in C, C reative protein. Data are
presented as means and the errors of the means. * indicates significant difference in
comparison to healthy controls (CTR). DOX = patients diagnosed with breast cancer
treated with doxorubicin; PTX= patients diagnosed with breast cancer treated with
paclitaxel, and TZ = = patients diagnosed with breast cancer treated with
trastuzumab.
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Figure 2 — Lipidic profiling. In A, total cholesterol and in B triglycerides levels. Data
are presented as means and the errors of the means. * indicates significant
difference in comparison to healthy controls (CTR). DOX = patients diagnosed with
breast cancer treated with doxorubicin; PTX = = patients diagnosed with breast
cancer treated with paclitaxel, and TZ = = patients diagnosed with breast cancer
treated with trastuzumab.
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Figure 3 — Circulating proinflammatory markers. In A, plasmatic levels of tumor
necrosis factor alfa (TNF-a), in B plasmatic homocysteine, and in C circulating free
iron. Data are presented as means and the errors of the means. * indicates
significant difference in comparison to healthy controls (CTR). DOX = patients
diagnosed with breast cancer treated with doxorubicin; PTX = = patients diagnosed
with breast cancer treated with paclitaxel, and TZ = = patients diagnosed with breast
cancer treated with trastuzumab.
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6. CONCLUSAO

» Niveis plasméaticos mais baixos de vitamina D no momento do diagnostico
estdo diretamente associados a marcadores clinicos de mau prognostico em
cancer de mama. Este trabalho mostra-se relevante, pois poucos estudos
mostraram a importancia de se detectar precocemente mediadores
circulantes em amostras coletadas de mulheres diagnosticadas com a
doenca.

» Marcadores de rotina de lesédo cardiaca podem ser utilizados como possiveis
preditores de cardiotoxicidade induzida pelas drogas utilizadas na
quimioterapia de pacientes com cancer de mama. No presente estudo
mostramos que os marcadores circulantes de avaliacdo do dano cardiaco e
os mediadores pré-inflamatérios sdo alterados no sangue apés o tratamento
agudo das pacientes, sugerindo uma possivel interacdo entre eles e sua
relacdo com o dano cardiaco.

» Fica cada vez mais evidente a necessidade de se diagnosticar precocemente
o tumor de mama e de predizer os efeitos \colaterais da quimioterapia. Por
isso a busca por novos marcadores que predizem os desfechos clinicos da
doenca sao cada vez mais utilizados a fim de que se possa intervir de forma

satisfatoria sem prejudicar o tratamento.
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Titulo da Pesquisa: Mapeamento do cancer de mama familial no sudoeste do Parana e estudo de
associacdo de risco coma exposicdo ocupacional a agrotéxicos.
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Neste estudo pretende-se avaliar todas as mulheres diagnosticadas com céncer de mama, atendidas no
Hospital de Cancer de Francisco Beltrdo (Ceonc), em um periodo de 48 meses. A partir da andlise de
anotagdes em prontudrios serdo selecionadas para investigacdo dos genes de interesse aquelas mulheres
com histéria de cancer de mama familial com ou sem exposi¢cao ocupacional a agrotoxicos. Atende aos
requisitos tedricos, metodoldgicos e éticos.

Objetivo da Pesquisa:

Mapear os casos de cancer de mama familial na regido Sudoeste do Parand e identificar possivel
associacdo a exposicdo ocupacional a agrotéxicos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos diretos aos sujeitos, uma vez que serdo estudados materiais coletados durante cirurgias
oncolégicas.
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Relevante para a area de oncologia.
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