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Resumo 

Objetivo: Avaliar a associação entre a deficiência de vitamina D (VD) e o perfil imuno-

histoquímico do câncer de mama em mulheres na pós-menopausa.  

Métodos: Realizou-se estudo clínico de corte transversal com 192 mulheres, idade 

entre 45-80 anos, atendidas em Hospital Universitário. Foram incluídas mulheres com 

diagnóstico recente de câncer de mama, em amenorréia >12 meses e idade ≥ 45 anos, 

sem uso de medicações ou condições clínicas que interfiram nos valores da VD. Por 

meio de entrevista foram coletados dados clínicos e antropométricos. Foi solicitada 

dosagem sérica de 25 hidrovitamina D [25(OH)D], 20-30 dias após o diagnóstico do 

câncer de mama. Foi considerada deficiência de VD valores séricos de 25(OH)D < 

30ng/mL. Foram coletados dados sobre o câncer de mama (histopatológico, grau, 

estádio do tumor, linfonodos) e o status hormonal (receptor de progesterona, RP; 

receptor do fator de crescimento epidérmico humano-2, HER2) e a atividade 

proliferativa epitelial (Ki67). Para análise estatística foram empregados o teste t-

student, a Distribuição Gama (variáveis assimétricas), o teste do Qui-quadrado e a 

regressão logística (odds ratio-OR).  

Resultados: O valor médio de 25(OH)D foi de 25,8 ng/mL (12,0 a 59,2 ng/mL). Valores 

suficientes de VD foram detectados em 65 pacientes (33,8%) e deficientes em 127 

(66,2%). Estas apresentaram maior proporção de tumores de alto grau e estádio 3, 

maior comprometimento linfonodal, menor proporção de tumores RE e RP positivos e 

maior Ki-67 (p<0.05). As pacientes com VD suficiente apresentaram maior ocorrência 

de tumores luminal A e luminal B (80,0%) quando comparadas aquelas com 

hipovitaminose D (65,2%) (p<0.05). Todos os casos de tumores triplos negativo foram 

detectados em mulheres com deficiência de VD.  A análise multivariada, ajustada para 



11 
 

idade, tempo de menopausa e índice de massa corpórea, mostrou que pacientes com 

deficiência de VD apresentaram maior risco para ocorrência de tumores RE negativo 

(OR 4.18, CI 95% 1.17-15.87, p=0.034) e Ki-67 positivo (OR 2.78, CI 95% 1.34-66.65, 

p=0.005) e com comprometimento linfonodal axilar (OR 2.26, CI 95% 1.10-5-16, 

p=0.043).  

Conclusão: Em mulheres na pós-menopausa com câncer de mama observou-se 

associação entre a deficiência de VD e tumores com perfil imuno-histoquímico de pior 

prognóstico.  A deficiência de vitamina D mostrou-se como fator de risco para tumores 

RE negativos, com axila positiva e maior taxa de proliferação celular. 
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Abstract  

 

Objective: To evaluate the association between vitamin D (VD) deficiency and the 

breast cancer immunohistochemical profile in postmenopausal women. 

Methods: An analytical cross sectional study was conducted with 192 women, aged 45-

75 years, attended at University Hospital. Women with recent diagnosis of breast 

cancer, in amenorrhea> 12 months and age ≥ 45 years, without medication use or 

clinical conditions that interfere with vitamin D values were included. Clinical and 

anthropometric data were collected. Serum level of 25 hydroxyvitamin D [25(OH)D] 

was measured in all patients, 20 to 30 days after breast cancer diagnosis, and values of 

25(OH)D <30ng / mL were considered as VD deficiency. Data on breast cancer 

(histopathology, grade, tumor stage, lymph nodes), hormone status (estrogen 

receptor, ER, progesterone receptor, PR, human epidermal growth factor receptor-2, 

HER2) and epithelial proliferative activity (Ki67) were collected. For statistical analysis, 

the t-student test, the Gamma Distribution (asymmetric variables), the chi-square test 

and the logistic regression (OR-odds ratio) were used. 

Results: The median 25(OH)D level was 25.8 ng/ml (range 12.0 to 59.2 ng/ml). 

Sufficient vitamin D levels were detected in 65 patients (33.8%), while deficient levels 

in 127 cases (66.2%). Participants with deficient 25(OH)D levels had a higher 

proportion of tumors with a high grade and stage 3, more positive lymph node, a lower 

proportion of ER, PR positives tumors and higher Ki-67 (p<0.05). Patients with normal 

vitamin D had higher frequency of luminal A and luminal B (80%) when compared to 

patients with vitamin D deficiency (65,2%) (p<0.05). Further, all cases of triple negative 

were detected in vitamin D deficient women. Multivariate analysis, after adjusting for 
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age, time since menopause and BMI, showed that a deficient level of vitamin D was an 

independent prognostic indicator of  positive axilar lymph node (OR 2.26, CI 95% 1.10-

5-16, p=0.043), negative estrogen receptor (OR 4.18, CI 95% 1.17-15.87, p=0.034), and 

positive Ki-67 (OR 2.78, CI 95% 1.34-66.65, p=0.005). 

Conclusions: In postmenopausal women with breast cancer, there was an association 

between VD deficiency and tumors with worse immunohistochemical profile. Vitamin 

D deficiency was shown to be a risk factor for ER negative tumors, with positive axilla 

and higher rate of cell proliferation. 
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1. Introdução 

 

1.1. Câncer de Mama  

O câncer de mama é o tipo de câncer que mais acomete as mulheres em todo o 

mundo, tanto em países em desenvolvimento quanto em países desenvolvidos. Cerca 

de 1,67 milhões de casos novos dessa neoplasia foram esperados para o ano de 2015, 

o que representa 25% de todos os tipos de câncer diagnosticados em mulheres. É a 

principal causa mundial de morte por câncer em mulheres, com cerca de 520 mil 

mortes estimadas por ano.1 O Instituto Nacional de Câncer (INCA) estima para o 

biênio2016-2017, que sejam diagnosticados 57.960 casos novos de câncer de mama no 

Brasil, com um risco estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres.Excetuando-se o 

câncer de pele não melanoma, o câncer de mama corresponde a 28,1% dos casos de 

câncer em mulheres.2 

Os fatores de risco relacionados à vida reprodutiva da mulher (menarca 

precoce, menopausa tardia, nuliparidade, idade da primeira gestação acima dos 30 

anos), antecedentes familiares, uso de anticoncepcionais orais e de terapia hormonal 

estão estabelecidos em relação ao desenvolvimento do câncer de mama.1 Contudo, a 

idade é o principal fator de risco para o câncer de mama. As taxas de incidência 

aumentam rapidamente próximo aos 50 anos, e posteriormente, ocorrem de forma 

mais lenta. Essa mudança no comportamento da taxa é atribuída ao início da 

menopausa. De fato, cerca de 70% dos casos ocorrem em mulheres acima dos 50 

anos.2 

A prevenção primária dessa neoplasia não é possível devido à variação dos 

fatores de risco e às características genéticas que estão envolvidas na sua etiologia. 



15 
 

Até o momento, a mamografia, para mulheres com idade entre 40 e 69 anos, é 

recomendada como método efetivo de rastreamento para detecção precoce 

constituindo o método ideal para identificação de lesões subclínicas.1, 3 O prognóstico 

das pacientes com câncer de mama é diretamente relacionado ao estádio da doença 

no momento do diagnóstico. A sobrevida em cinco anos de pacientes com estádio I é 

de 98% e estádio IV de 16%.1 O diagnóstico precoce do câncer de mama é fundamental 

para que ocorra uma redução da mortalidade pela doença. No Brasil, o rastreamento 

mamográfico para mulheres de 50 a 69 anos é a estratégia recomendada para controle 

do câncer de mama.2 

Apesar de ser considerado um câncer relativamente de bom prognóstico se 

diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por câncer de mama 

continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente pelo diagnóstico em estádios 

avançados.2 Na população mundial, a sobrevida média após cinco anos da doença é de 

61%, sendo que nos países em desenvolvimento é de 57% e nos países desenvolvidos 

essa sobrevida aumenta para 78%.  De acordo com dados de 2016, do American 

Cancer Society (ACS), a taxa de sobrevida em 5, 10 e 15 anos para o câncer de mama 

são 89%, 83%, e 78%, respectivamente.1 Entre 2003 a 2012, o rastreamento 

mamográfico populacional nos Estados Unidos proporcionou uma redução na taxa de 

mortalidade de câncer de mama de 1,9% por ano em mulheres brancas e de 1,4% ao 

ano em mulheres negras,1 sendo que a taxa de mortalidade por câncer de mama em 

geral diminuiu 36% de 1989-2012, devido a melhorias na detecção precoce e 

tratamentos mais eficazes para a doença.4 Em relação ao câncer de mama na América 

do Sul e Central, o estudo CONCORD-2 (Cancer survival in five continents: a worldwide 

population-based study) encontrou aumento nas taxas de sobrevida câncer-específica 
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entre 1995-1999 e 2005-2009, principalmente no Brasil, de 78% para 87%, 

respectivamente.5 Em relação à sobrevida global em 10 anos no Brasil, apenas dois 

estudos avaliaram informações coletadas em registros de base populacional, ambos 

evidenciando sobrevida global de 41,5% entre 1998 e 2000 e de 57,8% entre 1995 e 

2003.6 Estes dados, mesmo escassos, diferem consideravelmente em relação a países 

desenvolvidos possivelmente em decorrência da ausência de um programa eficaz de 

rastreamento populacional e por uma cobertura mamográfica inadequada no Brasil. 

 

1.2. Fatores Prognósticos do Câncer de Mama 

O câncer de mama compreende um grupo heterogêneo de tumores com vários 

subtipos morfológicos, resultando em diferentes comportamentos biológicos, de 

apresentação e de prognóstico. Classicamente, pode-se inferir o prognóstico do câncer 

de mama por fatores e biomarcadores que fornecem informações sobre o potencial 

biológico e clínico.7 Os fatores clinicopatológicos como idade, status menopausal, 

tamanho do tumor, comprometimento axilar, histologia, grau e estádio do tumor são 

úteis na estimativa do prognóstico. Sua aplicação baseia-se nas recomendações de 

consensos multidisciplinares como do College of American Pathologists (CAP) e do 

American Society of Clinical Oncology (ASCO).8-12Considerando a idade, as pacientes 

com câncer de mama com idades inferior a 40 anos têm um prognóstico pior que 

aquelas na peri e pós-menopausa com idade superior a 50 anos.13 O estado dos 

linfonodos axilares é fator prognóstico importante na ausência de metástases à 

distância e está fortemente correlacionado com a evolução da doença. O prognóstico 

torna-se pior à medida que aumenta o número de linfonodos positivos.14-20 Após o 

estado axilar, o tamanho do tumor é importante fator prognóstico relacionado à 
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sobrevida global. O risco de recorrência da doença aumenta proporcionalmente à 

medida que o tamanho do tumor aumenta.21,22 

Os carcinomas de mama invasivos podem ser classificados com base em suas 

características morfológicas, como tipo histológico ou grau de diferenciação. Ambos 

são importantes marcadores prognósticos. Atualmente, recomenda-se empregar o 

sistema de classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS) atualizado em 2012, 

que reconhece 20 diferentes tipos histológicos.23,24 O grau do tumor é um importante 

componente da avaliação patológica. Atualmente, a graduação histológica de Scarff-

Bloom-Richardsonmodificado por Elston-Ellis conhecida como oSistema de 

Classificação de Nottingham25 é o sistema de gradação amplamente aceito nos EUA, na 

Europa e em outras partes do mundo.26,27 Este sistema de classificação baseia-se na 

avaliação semiquantitativa das características morfológicas do tumor, incluindo a 

formação dos túbulos, o pleomorfismo ea contagem mitótica. Cada parâmetro é 

avaliado e atribuído um valor de 1 (favorável) a 3 (desfavorável), e as pontuações de 

todas as três categorias são somadas. Uma pontuação combinada de 3-5 pontos é 

designada como grau 1 (baixo grau), de 6 ou 7 pontos grau 2 (grau intermediário) e de 

8 ou 9 pontos grau 3 (alto grau).25 

Para o estadiamento do câncer de mama emprega-se a 7ª edição do sistema 

TNM da American Joint Committee on Cancer (AJCC) de 2010, que considera o 

tamanho e extensão do tumor local (T), comprometimento de linfonodos regionais (N) 

e metástases à distância (M).28 Após a atribuição dessas categorias, o câncer de mama 

pode ser agrupado em cinco estágios (0-IV). O uso rotineiro do estadiamento permite a 

identificação efetiva das opções de tratamento e fornece informações prognósticas de 

base, podendo ser organizado em grupos prognósticos. Mais recentemente, a National 
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Comprehensive Cancer Network (NCCN)Clinical Practice Guidelines in Oncologydividiu o 

estadiamento do câncer de mama em três categorias: câncer de mama invasivo 

localizado (estágio I, II e T3 N1 M0, considerado câncer de mama localmente avançado 

operável), câncer de mama invasivo localmente avançado inoperável (estágio III, 

Exceto T3 N1 M0) e doença metastática (estágio IV).29 

Entretanto, tumores que apresentam as mesmas características patológicas 

clássicas podem ter comportamentos distintos expressos pela sua 

biologia.30Atualmente, o padrão biológico do tumor é considerado ferramenta 

importante não só para o prognóstico, mas também para decidir que modalidade de 

tratamento éo melhor para cada paciente. Entre as alterações moleculares associadas 

ao câncer da mama, o receptor de estrogênio (RE), o receptor de progesterona (RP), o 

receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) e a taxa de 

proliferação tumoral (Ki67) são os principais biomarcadores utilizados. A avaliação 

desses biomarcadores tornou-se um fator essencial na avaliação de cada câncer de 

mama diagnosticado. Os ensaios de imunohistoquímica (IQ) tornaram-se o método 

padrão para essa avaliação e visam demonstrar a presença e localização de proteínas 

em secções de tecido.31 Os ensaios de IQ são acessíveis a pequenos tumores e podem 

ser realizados em tecido fixado em formol, embebido em parafina, incluindo tecidos de 

arquivo. 

O receptor de estrogênio (RE) e em menor grau, o receptor de progesterona 

(RP) apresentam papel central como biomarcadores no câncer de mama. Estudos 

mostram uma relação entre o estado hormonal do tumor e a evolução da doença.32-34 

A expressão de RE indica tumor indolente e de crescimento lento com menor taxa de 

recorrência. Os tumores RE positivo são frequentemente encontrados em pacientes 
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mais velhas35,36 e bem diferenciados histologicamente.37 Assim como, com mais 

frequência apresentam metástase para osso, tecido mole, e trato genital, enquanto 

nos tumores RE negativo, as metástases ocorrem para vísceras e cérebro.38,39 A 

expressão do RP é fortemente dependente da presença de RE. Tumores expressando 

RPmas não o RE são incomunse representam 1% de todos os casos decâncer de 

mama.33 

O gene HER2, localizado no cromossomo 17 que codifica a proteína p185, está 

envolvido em várias vias regulatórias, incluindo mobilidade celular, invasão, apoptose 

e proliferação celular, com diversos efeitos na biologia do câncer de mama. A 

amplificação deste gene e a expressão de sua proteína estão presentes em 15 a 30% 

dos cânceres de mama e estão associados com alto grau histológico, RE negativo, taxa 

de proliferação elevada e evolução clínica agressiva.40-45 A paciente com tumor HER2-

positivo tem um pior prognóstico que aquela com tumor HER2-negativo. A importância 

do HER2 na prática clínica também foi enfatizada pelo desenvolvimento de terapias 

alvo contra esse receptor. 

A taxa proliferativa de tumores é uma das características do câncer e reflete um 

desequilíbrio na proliferação e morte celular. A avaliação imuno-histoquímica de 

marcadores relacionados à proliferação tem sido utilizada na prática clínica. Ki-67, uma 

proteína não histônicapresente em todas as fases do ciclo de divisão celular,46 é o 

marcador mais comumente utilizado.47,48 O índice de marcaçãoKi-67 que representa a 

percentagem de células tumorais que são positivas para a coloração nuclear é 

considerado fator prognóstico independente para o câncer de mama.49 Um índice Ki-

67 elevado no diagnóstico está geralmente associado com desfavorável história 
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natural da doença e pior prognóstico,48 mas pontos de corte para taxas de proliferação 

elevadas são difíceis de determinar. 

Mais recentemente, este conceito biológico associado com avanços na análise 

molecular e sequenciamento genético descreveram uma diversidade de tumores de 

mama, empregando uma combinação de análises de microarranjo e sequenciamento 

de DNA, o que proporcionou um refinamento na tomada de decisão no câncer de 

mama.50-52 Em 2000, Perou et al.foram os primeiros a examinar o padrão molecular 

dos cânceres de mama, e demonstraram que a assinatura molecular de um câncer é 

determinada pela expressão de um conjunto de genes e que a expressão genética 

intrínseca pode prever o desfecho clínico da doença.53Em 2011, no 12th St. Gallen 

International Breast Cancer Conference Expert Panel, a classificação dos subtipos de 

câncer da mama realizada através da IQ e da hibridização fluorescente in situ (FISH) foi 

adotada para as deliberações sobre estratégias terapêuticas.51 Nessa conferência foi 

sustentado o uso do RE, do RP, do HER-2 e do Ki-67 para a classificação dos subtipos 

moleculares do câncer de mama.  Dessa forma, os subtipos clínico-patológicos foram 

assim classificados: 1- luminal A, RE e/ou RP positivos, HER-2 negativo e Ki-67 baixo 

(<14%); 2- luminal B HER-2 negativo, RE e/ou RP positivos, HER-2 negativo e Ki-67 alto 

(≥14%); 3-luminal B HER-2 positivo, RE e/ou RP positivos e HER-2 positivo; 3- HER-2 

superexpresso (não luminal), RE e RP negativos e HER-2 positivo; 4- triplo-negativo, 

ausência de expressão de RE, RP e HER-2.51 A partir de 2011, essa classificação teve 

grande importância na indicação do tratamento sistêmico do câncer de mama.  

Na 13th St. Gallen International Breast Cancer Conference Expert Panel, em 

2013, a classificação em subtipos clínico-patológicos foi modificada, considerando-se a 

avaliação semiquantitativa da expressão dos RP na evolução clínica e a resposta ao 
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tratamento. Prat et al.avaliaram o valor prognóstico da proporção de células que 

expressavam os genes e a proteína RP nos tumores classificados como luminais A. A 

fraca positividade dos RP (<20%) pela IQ passou a ser considerada um marcador para 

luminal B.54 Assim, os tumores luminais A passaram a ser definidos como sendo: RE 

positivo, RP positivo com expressão >20%,HER-2 negativo, Ki-67 <14%.  Entre os 

luminais B HER-2 negativos foram incluídos os tumores RE positivos com RP negativo 

ou RP expresso em menos de 20% dos núcleos corados, assim como os tumores RE 

positivos com RP positivo e Ki-67 >14%. Portanto, apenas os tumores de melhor 

prognóstico foram considerados luminais A, reduzindo proporcionalmente os cânceres 

classificados nessa categoria.55 

A avaliação genômica é o padrão ouro para a classificação dos tumores nesses 

subtipos, mas ela é complexa e tem alto custo, o que dificulta seu uso na prática 

clínica. No entanto, existe alta concordância entre seus resultados e aqueles 

fornecidos pela IQ. Isso faz com que esse seja o exame mais utilizado para a 

classificação molecular, que por sua vez direcionará as terapias alvo.55A importância 

atual dos subtipos moleculares não pode ser subestimada, pois apresenta diferenças 

significativas em termos de incidência, fatores de risco, predição de alvos terapêuticos 

e exibem evolução clínica e de prognóstico únicos.56 O subtipo luminal A é o mais 

frequentemente diagnosticado em 51% dos casos, seguido por Luminal B em 29%, 

triplo negativo em 17% e não luminal HER2 em 12,5%.57 Luminal A está associado a 

baixo grau histológico e evolução clínica relativamente indolente com melhor 

prognóstico em comparação aos outros subtipos. Luminal B tem valores mais baixos de 

expressão de genes relacionados com receptores hormonais e maior expressão de 

genes relacionados com a proliferação. Demonstram maior grau histológico e menores 
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níveis de expressão de receptores RE e RP. Cerca de 30% dos tumores luminais B 

também super expressam HER2 e estão associados a evolução clínica mais 

agressivacom pior prognóstico que os cânceres luminal A.58-60Os tumores luminais A e 

B diferem na expressão de genes relacionados com a proliferação e muito 

provavelmente representam dois pólos no espectro do câncer RE-positivo.61 O índice 

de proliferação de KI-67 é útil separando luminal B de tumores luminal A. O câncer 

relacionado com HER2 positivo apresenta elevado índice proliferativo. Estes se 

associam à menor faixa etária, maior grau histológico, evolução clinica mais agressiva, 

e são mais propensos a apresentar linfonodos positivos e de mau prognóstico.56 O 

subtipo basal também está associado com um mau prognóstico. Apresentam 

características histológicas típicas, como padrão de rápido crescimento, presença de 

áreas de necrose e infiltrado linfocítico denso. Os tumores basais são geralmente 

triplo-negativos (RE, RP e HER2 negativos).62 

 

1.3. Vitamina D 

A vitamina D (VD) é uma vitamina lipossolúvel, essencial para manutenção do 

esqueleto e para absorção de cálcio. Se proveniente da síntese em animais, é 

denominada de colecalciferol (vitamina D3). É adquirida pela dieta pela ingestão de 

alimentos ricos em óleo de peixe, fígado e ovos. Entretanto, a maior fonte decorre da 

ativação na pele (derme e epiderme). A partir da exposição aos raios UVB ocorre a 

ativação na pele (derme e epiderme), do composto 7-deidrocolesterol que se 

transforma em vitamina D3, sendo armazenada e liberada pelas células de gordura.63 

Essa forma, cuja ativação não é metabólica, necessita das funções hepáticas e renais 

preservadas. É transportada pela corrente sanguínea até o fígado, onde sofre uma 
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hidroxilação no carbono 25,pelo citocromo P450 R21, tornando-se 25 hidroxivitamina 

D [25(OH)D] ou calcidiol, forma inativa da VD. Para se tornar ativa, a 25(OH)D necessita 

ainda de uma hidroxilação na posição 1, pelo citocromo P450 27B1,nos túbulos 

proximais dos rins, sob a ação da enzima 1α-hidroxilase, transformando-se em 1,25-

diidroxivitamina D  [1,25(OH)2D] ou calcitriol, que é responsável pelos  efeitos 

biológicos.64-66A 1,25(OH)2D,produzida no rim, é secretada na circulação sanguínea, 

ligada à proteína de ligação à vitamina D (VDBP) e, em seguida, transportada para 

órgãos-alvo, onde induz respostas genômicas e não-genômicas através da interação 

com o receptor de vitamina D (VDR). Muitas células e tecidos expressam o citocromo 

P450 27B1 assim como VDR, o que implica que a conversão local de 25(OH)D para 

1,25(OH)2D, a forma ativa, possa ocorrer em vários tecidos.65 

O nome 'vitamina D' é um equívoco histórico. A forma ativa, o calcitriol, pode 

ser considerada um hormônio, pois é sintetizado em humanos, e submetido a 

regulação autócrina e interage com receptor nuclear. A VD tem importante e 

reconhecido papel na mineralização óssea, na concentração de cálcio/fósforo e na 

regulação da paratireoide.63 A forma ativa da VD regula a transcrição de número 

expressivo de genes que codificam proteínas transportadoras de cálcio e proteínas da 

matriz óssea. A VD também modula a transcrição de células do ciclo protéico que 

diminuem a proliferação celular e aumentam sua diferenciação (precursores de 

osteoclastos, enterócitos e queratinócitos). Essa propriedade pode explicar a ação da 

VD na reabsorção óssea, no transporte intestinal de cálcio e na pele.63 

Atualmente, a dosagem de 25(OH)D é adequada para se avaliar e monitorizar o 

status nutricional de VD no organismo humano, pois os valores plasmáticos são os 

principais indicadores das reservas corporais.65,66 Em diretriz clínica da Task Force 
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Norte-Americana, a insuficiência de VD foi definida como valores entre 21–29 ng/ml 

(52,5–72,5 nmol/l) e a deficiência de VD como valores inferiores a 20 ng/ml (50 

nmol/l).65 Número crescente de estudos sugere que são necessários valores acima de 

30ng/ml para garantir melhor disponibilidade de VD.66-68 Caracterizam-se como 

hipovitaminose D concentrações plasmáticas de 25(OH)D abaixo do limiar de 30ng/ml, 

ou seja, do limiar considerado suficiente para manutenção da secreção normal de 

paratormônio (PTH) pelas paratireoides.69  Na insuficiência de VD evidencia-se 

elevação do PTH circulantes, traduzindo um hiperparatireoidismo secundário, com 

redução da fração ativa de 1,25(OH)2D, que aumenta a reabsorção óssea.66,70 A 

suplementação diária de VD é capaz de reverter esse quadro de hiperparatiroidismo e 

impedir a perda óssea em mulheres com idade superior a 50 anos.71 A deficiência da 

VD pode ser confirmada pela aferição dos níveis séricos de 25(OH)D. Por outro lado, as 

concentrações de 1,25(OH)2D estão usualmente dentro dos valores normais de 

referência ou mesmo aumentada em pacientes deficientes/ insuficientes, razão pela 

qual não são utilizadas como referência na prática clínica diária.66,70 

Reconhece-se que a deficiência de VD é condição médica frequente em todo 

mundo.72 Mesmo moradores de regiões próximas a linha do equador, com alta 

incidência de sol, apresentam valores inadequados de VD. Estudo epidemiológico em 

18 países de latitudes variadas, avaliando a prevalência de concentrações plasmáticas 

de 25(OH)D em mulheres na pós-menopausa, observou valores baixos em quase todo 

o planeta, sendo que em média 64% das participantes apresentavam valores 

inadequados.73  Imaginava-se que o Brasil, por ser um país tropical e ensolarado, não 

apresentasse população exposta à deficiência de VD. No entanto, pesquisas brasileiras 

têm revelado números alarmantes.74-76 O estado de hipovitaminose D é comumente 
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encontrado em mulheres na pós-menopausa. Entre as prováveis causas descrevem-se: 

baixa exposição solar e capacidade reduzida de produção de VD; função renal 

diminuída; menor absorção de VD pelo trato gastrintestinal; e uso de múltiplas drogas 

que podem interferir absorção e metabolização da VD. Outros fatores também 

influenciam a capacidade de produção de VD pela pele: uso de filtro solar, cor da pele, 

roupa e idade.77 

Sabendo-se que as fontes dietéticas de VD são inadequadas, é interessante que 

mulheres na pós-menopausa recebam suplementação para garantir a saúde óssea.70 

Em 2010, a International Osteoporosis Foundation(IOF) publicou posicionamento sobre 

a VD, com base em dados observacionais, recomendando manutenção de valores 

séricos de 25(OH)D de 30ng/ml para pessoas idosas e afirmando que o consumo de VD 

de até 2000UI/dia pode ser necessário para atingir valor recomendável em alguns 

pacientes.67 Em contraste, Institute of Medicine baseado em evidências a partir de 

estudos observacionais e randomizados sugere que nível sérico de 20 ng/ml protegeria 

97,5% da população contra efeitos adversos na massa óssea, tais como fraturas e 

quedas (Rosen et al, 2012). Contudo permanece incerta a dose apropriada de 

suplementação para atingir os valores desejados, embora se recomende dose de 

600UI/dia para mulheres na pós-menopausa e doses superiores a 800UI/dia para 

aquelas com idade superior a 70 anos.78 A suplementação diária de 1000UI de VD 

(dentro de um período mínimo de seis meses) aumenta os valores séricos em torno de 

10ng/ml, dose esta sugerida para pacientes com idade inferior a 65 anos. Já com idade 

superior deveriam receber dose diária de 2000UI.79 Em geral,para cada100UIde VD 

suplementada há aumentode1 ng/ml a nível séricode 25(OH)D e quanto menor os 

valores séricos basais, melhor a resposta a suplementação.A suplementação destina-se 
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a elevar valores séricos de 25(OH)D acima de 30ng/ml de modo a aproveitar o máximo 

os benefícios da VD.80 

A relevante função desempenhada pela VD sobre a massa óssea está bem 

definida, contudo efeitos extra-ósseos da VD sobre os marcadores cardiometabólicos e 

imuno-inflamatórios estão sob investigação atual. A forma ativa da VD regula a 

transcrição de número expressivo de genes que codificam proteínas transportadoras 

de cálcio e proteínas da matriz óssea e está envolvida em processos biológicos, 

incluindo o metabolismo ósseo, a modulação da resposta imune, e a regulação da 

proliferação e da diferenciação celular.81 A VD também modula a transcrição de células 

do ciclo protéico que diminuem a proliferação celular e aumentam sua diferenciação 

(precursores de osteoclastos, enterócitos e queratinócitos). Essa propriedade pode 

explicar a ação da VD na reabsorção óssea, no transporte intestinal de cálcio e na 

pele.82 

 

1.4. Vitamina D e o Câncer de mama 

A VD parece desempenhar papel no desenvolvimento do câncer, atuando 

através da ligação ao VDR, que é expresso no tecido mamário.83 O VDR foi identificado 

pela primeira vez em linhagem de células do câncer de mama em 1979.84 A ação do 

metabólito ativo da VD na mama é mediada pelo seu receptor. A ativação de VDR pela 

1,25(OH)2D3 resulta em heterodimerização com o receptor de retinóide X e ligação a 

elementos de resposta cognatos de VD em genes alvos que participam na 

diferenciação celular, crescimento celular, apoptose, inflamação e modulação 

imune.85-87 O ligante VD-VDR exibe atividade antiproliferativa em muitos tipos de 

tumor, assim como os membros da família p53 ativada, através da indução do 



27 
 

bloqueio do ciclo celular, da senescência, da diferenciação e de apoptose.88 Evidências 

suportam ligação cruzada entre as vias da VD e da sinalização p53. Todos os três 

membros da família - p53-p53, p63, p73 - participam da ativação do gene VDR,88,89 

enquanto VDR regula vários genes que também são alvos das proteínas da família p53, 

incluindo p21, Bax, Bcl-2 e MDM2.88,91 Alguns estudos têm demonstrado redução na 

expressão do VDR em células de câncer de mama em comparação a células normais da 

mama, devido a polimorfismos do gene do VDR.92-94 No câncer de mama a expressão 

do VDR varia de 58% a 80%, com relatos de pacientes portadoras de tumores VDR 

positivos apresentarem maior sobrevida livre de doença.83 

Estudos experimentais têm indicado que a VD pode reduzir o risco de câncer 

por inibir a proliferação celular, induzir a diferenciação e a apoptose, e inibir a 

angiogênese na mama normal e no câncer.95-98 A VD parece exercer efeito 

antiproliferativo em linhagens de câncer de mama, mediado pela regulação da 

expressão de moléculas que controlam a progressão do ciclo celular.99,100As células 

cancerosas sofrem alterações fisiológicas, que diminuem a sua susceptibilidade à VD. 

As células malignas têm níveis intracelulares diminuídos de 1α-hidroxilase (enzima 

ativadora codificada pelo CYP27B1) em comparação com as células normais, o que 

diminui a produção intracelular de VD. Além disso, há uma maior degradação da VD 

nas células tumorais, causando resistência aos efeitos antitumorais da vitamina D.101 

Estudos experimentais com camundongos knockout VDR, observaram elevada 

taxa de incidência de lesões mamárias pré-neoplásicas induzido por 

carcinógenos.102,103 Estes estudos demonstraram a importância da deficiência de VDR 

na sensibilização da glândula mamaria para transformação em resposta a um agente 

carcinogênico. Estudos imunohistoquímicos confirmaram que o VDR está expresso em 
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amostras de tecidos normais da mama104 e também em amostras de câncer de 

mama.105,106Lopes et al estudaram a expressão do VDR por imunohistoquímica em 

uma coorte de mama normal, lesões mamárias benignas, carcinomas in situ e 

carcinoma invasivo de mama. Os resultados obtidos mostram que o VDR foi expresso 

nos vários tecidos mamários, porém em quantidades diferentes, sendo mais frequente 

em lesões benignas (93,5%) com os seus níveis de expressão diminuindo em tumores 

invasivos (56,2%). Os autores concluem que há desregulação da sinalização da VD e de 

suas vias metabólicas no câncer de mama, que poderia favorecer a progressão do 

tumor. Assim, durante a transformação maligna da mama, células tumorais perderiam 

a capacidade de sintetizar a forma ativa da VD e de responder aos efeitos da VD 

mediado pelo VDR.92 

Em 2014, LaPorta & Welsh caracterizaram as ações moleculares do VDR em 

modelo de câncer de mama triplo negativo. Linhagem de células tumorais estrogênio 

independente, estabelecidas a partir de ratos do tipo selvagem e knockout VDR foram 

utilizados para demonstrar que o VDR é necessário para mediar à ação anticancerígena 

da 1,25(OH)2D3, in vitro e para identificar novos alvos deste receptor. 

Semelhantemente a tumores da mama triplos negativos, as linhagens de células 

empregadas falharam em expressar os receptores de estrogênio, progestagênio e HER-

2. Os autores demonstraram que a 1,25(OH)2D3 exerce efeito anti-proliferativo 

(inibição docrescimento celular) no tumor triplo negativo apenas nas células que 

expressam VDR.107 Recente estudo, avaliando a expressão de VDR em tecido tumoral 

da mama em 1.114 pacientes, observou em 58% dos tumores de mama expressão de 

VDR de moderada a forte. A expressão de VDR foi inversamente relacionada com 



29 
 

características agressivas do tumor, incluindo grande tamanho do tumor, negatividade 

de receptor hormonal e subtipo triplo negativo.106 

Vários estudos não controlados têm relatado elevada frequência de 

hipovitaminose D em pacientes com câncer de mama.108-110 Crew et al identificaram 

que 74% das pacientes com câncer de mama apresentavam deficiência de VD (<20 

ng/ml) e que apesar da prescrição de 400UI de VD/dia, poucas pacientes (<15%) 

atingiram valores desejáveis de VD (>30 ng/mL).109 Em estudo retrospectivo com 

avaliação de 500 mulheres recém-diagnosticadas com câncer de mama, 69% eram 

deficientes para VD.110Entretanto, os resultados de estudos epidemiológicos que 

examinaram a associação entre valores circulantes de 25(OH)D e o risco de câncer têm 

sido inconsistentes. Alguns estudos prospectivos não demonstraram associação111-117, 

enquanto outros encontraram associação inversa significativa.118-121 

Scarmo et al conduziram estudo caso-controle com duas coortes prospectivas, 

New York University Women’s Health Study, que envolveu 14.274 mulheres saudáveis 

(34 a 65 anos idade) de uma clínica de mamografia da cidade de Nova York e Northern 

Sweden Mammary Screening Cohort  com 28.800 participantes de um programa de 

rastreamento do câncer de mama na Suécia. Foram incluídos 1585 casos novos de 

câncer de mama para 2940 controles. Não houve associação entre os níveis circulantes 

de 25(OH)D e risco global do câncer de mama.87 Por outro lado, no Nurses' Health 

Study foi demonstrado efeito protetor mais significativo da VD no risco de câncer de 

mama em mulheres acima dos 60 anos,118 enquanto o estudo de coorte francês E3N 

demonstrou efeito mais forte em mulheres abaixo dos 53 anos de idade.93 Os 

investigadores sugeriram que a VD pode atuar inibindo o fator de crescimento 

insulino-like (IGF-1), que tem ação proliferativa e diminui com a idade; assim seria 
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esperado um efeito anti-carcinogênico mais forte da VD em mulheres na pré-

menopausa.93 Entretanto, alguns estudos que encontraram associação entre valores 

reduzidos de 25(OH)D com a maior incidência do câncer de mama,122,123 obtiveram as 

dosagens de VD em algum intervalo após o diagnóstico de câncer de mama, com 

potenciais alterações pelo tratamento do câncer. Por exemplo, mulheres com menor 

atividade física têm menores valores de 25(OH)D, e reconhecidamente a atividade 

física é reduzida após o diagnóstico de câncer de mama.124 

Kawase et al realizaram pesquisa sobre a associação entre ingestão de VD e 

cálcio e o risco de câncer de mama em mulheres japonesas na pré e pós-menopausa. 

Foram incluídos 1.803 casos e 3606 controles pareados pela idade e status 

menopausal. Na análise estratificada, uma associação inversa significativa foi 

observada somente entre mulheres na pré-menopausa.125 Por outro lado, mulheres 

participantes do estudo Women’s Health Initiative (WHI) foram randomizadas a 

receber 1000mg de cálcio associado a 400 UI de VD ao dia ou placebo, durante sete 

anos, sendo que valores de 25(OH)D foram avaliados em estudo caso-controle com 

1.067 casos e 1.067 controles. Nenhum efeito da suplementação sobre o risco de 

câncer de mama foi observado.126 Uma metanálise examinou os efeitos da 

suplementação de VD sobre o risco de câncer de mama, sendo incluídos 11 estudos.  

Foi observada relação inversa significativa entre a ingestão de VD e o risco de câncer 

de mama, com risco relativo (RR) de 0,91 (IC 95% = 0,85-0,97). Estes resultados 

indicam forte evidência de que a VD têm efeito quimiopreventivo contra o câncer de 

mama.127 Com base nessas descobertas, alguns autores têm sugerido o 

monitoramento de rotina dos valores de 25(OH)D e a suplementação para os casos de 

hipovitaminose D.109,128 Contudo, as evidências atuais são insuficientes para 
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recomendar a suplementação de VD na prevenção do câncer de mama, e que mais 

pesquisas clínicas são necessárias.129-131 O relatório do Institute of Medicine norte 

americano concluiu que as provas são inconsistentes e inconclusivas quanto à 

causalidade, e insuficientes e limitadas, não conclusivas.132 

A concentração de VD poderia ser considerada um fator prognóstico em 

pacientes com câncer de mama.133,134 Um estudo observou que mulheres com valores 

deficientes de VD apresentaram maior risco de recorrência e morte quando 

comparadas as mulheres com valores adequados.135 Estudo de revisão sistemática 

avaliou o papel da VD sobre o prognóstico em pacientes com câncer.  Entre janeiro de 

2009 e setembro de 2013, seis estudos investigaram as associações dos níveis de 

25(OH)D com a sobrevida global em pacientes com câncer de mama.136 As 

concentrações de 25-OHD circulantes elevadas foram associadas com significante 

melhora na sobrevida em dois estudos,121,137 com tendência a melhor sobrevivida em 

outros dois135,138 e nenhuma associação nos últimos dois.139,140 Esta revisão destaca a 

necessidade de mais estudos avaliando o papel da VD no prognóstico entre pacientes 

com câncer.136 Outra meta-análise foi realizada a partir de cinco estudos que avaliaram 

a relação entre a VD e a mortalidade pelo câncer de mama. Valores plasmáticos 

elevados de 25(OH)D estiveram associados com menores taxas de mortalidade após o 

diagnóstico de câncer de mama. Pacientes no quartil mais alto de 25(OH)D tiveram 

aproximadamente metade da taxa de mortalidade por câncer de mama quando 

comparadas aquelas no menor quartil. Os autores sugerem que valores de 25(OH)D 

deveriam ser restaurados ao seu valor normal (30-80 ng/ml) em todas as pacientes 

com câncer de mama. Entretanto mais estudos clínicos devem ser iniciados para 

confirmar esta associação.141 
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Alguns estudos não observaram associação entre a VD com a presença de 

receptor estrogênio positivo ou negativo no câncer de mama.111,142. Entretanto, 

Kawase et al investigaram o efeito da ingestão de VD e cálcio sobre status do receptor 

tumoral de 713 casos de câncer de mama, especificamente receptor de estrogênio 

(RE), receptor de progesterona (RP) e receptor do fator de crescimento epidérmico 

humano (HER-2). Tumor RE  e RP positivo e HER-2 negativo associou-se com a ingestão 

de VD entre mulheres na pré-menopausa.143 Kim et al investigaram a associação entre 

os valores séricos de VD e o prognóstico do câncer de mama de acordo com subtipos 

de câncer pela imunoistoquímica em 310 mulheres. Em 54,8% os valores de VD foram 

deficientes (< 30ng/ml). A concentração de 25(OH)D foi inversamente associada com o 

prognóstico de pacientes com câncer RE positivo e HER-2 negativo, mas não com os 

subtipos HER-2 positivo ou triplo negativo.133 Estudo transversal avaliou os níveis de 

VD e as características clínico-patológicas de 200 casos de câncer de mama em 

mulheres talilandesas (pré-menopausa, n=105 e pós-menopausa, n=95). O nível médio 

de VD foi de 23,0±6,6 ng/ml, sendo que em apenas em 7% valores foram superiores a 

≥ 32 ng/ mL. Valores insuficientes de VD foram encontrados na maioria dos casos em 

estádio avançado, com axila positiva e em tumores grandes.101 

Recente estudo Sueco de base populacional investigou a associação potencial 

entre os níveis séricos de 25OHD3 no pré-diagnóstico e o risco de diferentes subtipos 

de câncer de mama. Utilizando dados do Malmö Diet and Cancer Study, que recrutou 

17.035 mulheres entre 1991 a 1996, um total de 764 cânceres de mama com amostras 

de 25(OH)D3 coletadas antes do diagnóstico foram analisados. Em comparação a 

pacientes com valores de 25(OH)D no primeiro tercil (≤ 30ng/mL), aquelas no segundo 

tercil (entre 30 a 40ng/mL) apresentaram menor risco de tumores RE e RP negativos e 
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com alta expressão de Ki67. Por outro lado, aquelas no terceiro tercil (≥40ng/mL) 

apresentaram risco semelhante ao primeiro tercil.144 O Pathways Study é um estudo 

de coorte prospectivo de sobreviventes de câncer de mama estabelecido em 2006, no 

Kaiser Permanente Northern California.  Mulheres com um diagnóstico de câncer de 

mama são seguidas em 12, 24, 48, 72 e 96 meses após a entrevista inicial. Um estudo 

de caso-coorte (n=1666 casos) foi utilizado para determinar a associação entre a 

dosagem de 25(OH)D no diagnóstico do câncer com o prognóstico. As concentrações 

séricas de 25OHD foram mais baixas em mulheres com tumores em estádio avançado 

e em mulheres na pré-menopausa com tumores triplo-negativos. Comparado com o 

tercil mais baixo de 25(OH)D, mulheres no tercil mais elevado tiveram a sobrevivência 

global superior, contudo essa associação foi mais forte entre mulheres na pré-

menopausa. Os autores concluem que os níveis séricos de 25(OH)D foram 

independentemente associados às características prognósticas do câncer de mama, 

sendo mais proeminente entre as mulheres na pré-menopausa.134 Por outro lado, 

estudo avaliando a correlação entre valores de VD e as características do tumor em 

1800 mulheres com câncer de mama, observou que quando se considerou o estado da 

menopausa, valores de 25(OH)D elevados apresentaram correlação com a taxa de 

sobrevida e menores tumores em pacientes na pós-menopausa. Enquanto nenhuma 

associação foi demonstrada em pacientes na pré-menopausa. Concluem que níveis 

elevados de VD no diagnóstico do câncer de mama correlacionam-se com menor 

tamanho do tumor e melhor taxa de sobrevida, especialmente em pacientes pós-

menopausa.137 
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2. Objetivo 

 

Analisar a associação entre a deficiência de vitamina D e o perfil imuno-

histoquímico do câncer de mama em mulheres na pós-menopausa.  
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3. Métodos 

 

Desenho do estudo e Seleção da Amostra 

Trata-se de estudo clínico de corte transversal. O grupo populacional foi 

constituído de pacientes atendidas no Centro de Avaliação em Mastologia da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) – UNESP, nos anos de 2015 e 2016. O 

cálculo do tamanho amostral foi realizado pelo escritório de Apoio à Pesquisa (EAP) da 

FMB e que foi embasado no estudo de Kermani et al. 145, que encontraram diferença 

no marcador imunoistoquímico HER2+ entre mulheres com e sem deficiência de VD 

(12 e 2 casos, respectivamente). Considerando a diferença entre os valores e 

corrigindo a estimativa para os efeitos dos erros do tipo I (5%) e do tipo II (20%) 

atribuídos ao estudo, estimou-se tamanho amostral de no mínimo 153 mulheres com 

câncer de mama. Foram incluídas mulheres com diagnóstico recente de câncer de 

mama, com data da última menstruação há pelo menos 12 meses e idade ≥ 45 anos. E 

critérios de exclusão foram: uso de doses farmacológicas de VD, etilista ou drogaditas, 

carcinoma de mama in situ, história prévia de outros cânceres, falência renal 

(creatinina >1.4 mg/dL) e doenças hepáticas. Todas as voluntárias participantes do 

estudo foram informadas sobre os objetivos da pesquisa, procedimentos e 

confidencialidade dos dados, sem quaisquer prejuízos para as mesmas. Foram 

solicitadas a assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I), de 

acordo com exigência da resolução nº 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde. O 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da FMB- UNESP em 30 de 

novembro de 2014 (Anexo II). 
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Metodologia  

Inicialmente, no momento do diagnóstico foram coletados por meio de 

entrevista os seguintes dados clínicos: idade, idade da menopausa, tempo de 

menopausa, paridade, idade da primeira gestação, amamentação, tabagismo atual, 

uso prévio de terapia hormonal, histórico de doenças crônicas, antecedente familiar de 

câncer de mama e uso de medicamentos. Foram definidas como tabagistas as 

pacientes com o hábito de fumar diariamente, não importando o número de cigarros 

fumados. Foram obtidos os seguintes dados para avaliação antropométrica: peso, 

altura e índice de massa corpórea (IMC= peso/ altura2). Para mensuração do peso, foi 

utilizada balança antropométrica eletrônica microdigital tipo plataforma (Filizola®, 

Brasil), com capacidade de 150 kg com precisão 0,1 Kg e 0,5 cm (peso e estatura), com 

a paciente descalça e com o mínimo de roupa. Para medir a estatura, a paciente 

permaneceu com os braços ao longo do corpo ereto, mantendo os olhos fixos em 

plano horizontal paralelo ao chão, medida por haste vertical com graduação de 0,5 cm, 

acoplada à balança. Foram empregados os critérios da World Health Organization 

(WHO) de 2002 para classificação das pacientes, conforme o IMC: menor que 18,5 

kg/m2 como baixo peso, de 18,5 a 24,9 kg/m2 normal, de 25 a 29,9 kg/m2 sobrepeso, 

de 30 a 34,9 kg/m2 obesidade grau I, de 35 a 39,9 kg/m2 obesidade grau II e maior ou 

igual a 40 kg/m2 obesidade grau III.146 

 

Análise da vitamina D  

A avaliação sérica de VD foi realizada imediatamente após o diagnóstico do 

câncer de mama antes do tratamento proposto, aproximadamente 20 a 30 dias pós-

diagnóstico. Para a dosagem sérica de 25(OH)D foi empregado o método da 
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quimiluminescência automatizada por micropartículas (Chemiluminescent 

Microparticle Immunoassay, CMIA) com Architect 25-OH Vitamin D assay Kit, pelo 

analisador Architect® i2000 (Abbott®, Santa Clara, California, USA). A sensibilidade 

analítica é de 1,9 ng/mL e o coeficiente de variação intra e inter-ensaio é < 10%, 

segundo descrição do Kit. O intervalo de referência é de 0.0-160.0 ng/mL, segundo o 

método. Foram considerados suficientes valores ≥ 30ng/mL e deficiência < 30ng/mL.66 

Todos os exames foram processados pelo Laboratório de Análises Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu. 

 

Anatomopatológico e Imunohistoquímica 

A partir dos relatórios dos prontuários das pacientes, foram obtidos: o 

diagnóstico histopatológico do câncer de mama, grau, estádio do tumor, status de 

receptor hormonal (receptor de estrogênio, RE; receptor de progesterona, RP; 

receptor do fator de crescimento epidérmico humano-2, HER2) e a atividade 

proliferativa epitelial (Ki67). O envolvimento linfonodal foi avaliado após a cirurgia ou 

pela avaliação do linfonodo sentinela. Os tumores foram classificados de acordo com a 

classificação da National Comprehensive Cancer Network (NCCN), dividindo o 

estadiamento do câncer de mama em três categorias: 1- câncer de mama invasivo 

localizado (estágio I, II e T3 N1 M0, considerado câncer de mama localmente avançado 

operável); 2- câncer de mama invasivo localmente avançado inoperável (estágio III, 

Exceto T3 N1 M0); 3-doença metastática (estágio IV).147 O diâmetro do tumor foi 

obtido a partir dos laudos histopatológicos e, graduados histologicamente em grau I 

(bem diferenciado), II (moderadamente diferenciado) e III (indiferenciado), de acordo 
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com o método proposto por Elston & Ellis148, que utiliza como critérios os aspectos 

arquiteturais, o grau de diferenciação nuclear e o índice mitótico.  

A definição do perfil imuno-histoquímico dos tumores foi realizada a partir dos 

resultados de laudos emitidos pelo Serviço de Patologia da Faculdade de Medicina de 

Botucatu de reconhecida qualidade técnica, baseando-se na avaliação dos RE e RP, de 

HER2 e índice de proliferação celular Ki67. Os cânceres de mama foram categorizados 

em quatro subtipos moleculares com base em perfis de imuno-histoquímica em: 1-

Luminal A: RE positivo, RP positivo com expressão >20%, HER-2 negativo; 2- Luminal 

B:RE positivo, RP positivo com expressão < 20% ou negativo, HER-2 positivo; 3- Não-

luminal HER-2:RE e RP negativos e HER-2 positivo; 4- Triplo-negativo: RE, RP e HER-2 

negativos.10  

O perfil de RE, RP, HER e Ki67 foram determinados pela técnica de 

imunohistoquímica (IQ) utilizando blocos de tecido, segundo recomendação dos Kits 

empregados (DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Os ensaios de IQ visam 

demonstrar a presença e localização de proteínas em secções de tecido, por meio de  

análise semi-quantitativa quanto a positividade ou negatividade do marcador. A 

coloração para IQ é realizada em secções finas de tecido fixado em formalina que 

estão sujeitas a vários métodos de recuperação de antígenos. Isto é seguido por 

incubação do tecido com um anticorpo primário dirigido contra a proteína/antígeno 

alvo. Uma vez que os anticorpos são altamente específicos, o anticorpo irá ligar-se 

apenas à proteína de interesse na secção de tecido. A interação anticorpo-antígeno é 

então visualizada utilizando detecção cromogênica, em que uma enzima conjugada ao 

anticorpo cliva um substrato para produzir um precipitado colorido no local da 
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proteína, denominada detecção fluorescente, sendo visualizado pela microscopia de 

fluorescência.149 

Após avaliação imuno-histoquímica, os tumores foram agrupados em nenhum, 

baixa, média ou alta expressão de RE, RP e Ki67, utilizando intervalos de 0-1%, 2-10%, 

11-50% e 51-100% de núcleos positivos. Para os receptores de estrogênio e 

progesterona foram considerados positivos quando houve marcação nuclear em mais 

de 1% das células tumorais.150 Para o Ki67, como não existe consenso na literatura em 

relação à positividade, foi considerado positivo se mais de 14% das células tumorais 

estivessem marcadas.151 Para análise do HER2 foi utilizado critérios da ASCO152, sendo 

0 sem marcação de membrana, 1+ marcação parcial de membrana, 2+ marcação 

completa de membrana, fraca ou moderada em mais de 10% das células tumorais e 3+ 

marcação completa e intensa de membrana em mais de 10% das células tumorais. A 

amplificação do gene HER2 foi testada por hibridação in situ fluorescente (FISH) 

quando a imunohistoquímica resultou em escore 2+.153 Todo estudo 

anatomopatológico e de imunohistoquímica foram realizados pelo Serviço de Patologia 

da Faculdade de Medicina de Botucatu. O grau histológico, o status do receptor 

hormonal e os subtipos moleculares foram usados como características independentes 

no prognóstico do câncer de mama.  

 

Análise Estatística 

A partir dos dados foram construídas tabelas das variáveis clínicas e dos 

parâmetros avaliados segundo grupo de mulheres na pós-menopausa com câncer de 

mama de acordo com valores séricos de Vit D (normal ou deficiente). Para análise dos 

dados foi calculado média e desvio-padrão para variáveis quantitativas e, frequência e 



40 
 

porcentagem para variáveis qualitativas. Foram analisadas as seguintes variáveis: 1- 

clínicas (idade, parididade, idade da primeira gestação, tempo de amamentação, idade 

e tempo de menopausa, historia de uso de TRH, de hipertensão, diabetes, tabagismo e 

IMC); 2- Dosagem sérica de 25(OH)D; 3- dados antomopatológicos e de 

imunohistoquímica do câncer de mama (tipo e grau histopatológico, tamanho do 

tumor, estádio do tumor, subtipo molecular, linfonodo axilar, RE, RP, Her2 e Ki-67). 

Para comparação entre os grupos em relação às características quantitativas foi 

empregado o Teste t-student e a distribuição Gama (variáveis assimétricas). Na 

associação entre a freqüência das características categóricas foi empregado o Teste do 

Qui-quadrado. 

Foi realizada análise multivariada por regressão logística binária, considerando-

se intervalo de confiança (IC) de 95%, com cálculo da respectiva odds ratio (OR), para 

examinar a associação entre os valores séricos de Vit D (variável dependente ou 

resposta) e os fatores prognósticos para o câncer de mama (variáveis independentes 

ou explanatórias), sendo ajustada para idade, tempo de menopausa e IMC (variáveis 

confundidoras).  Foram testadas todas as variáveis analisadas através do ajuste do 

modelo de regressão logística múltipla utilizando procedimento “stepwise” para as 

variáveis que apresentaram diferença significativa. Em todos os testes foi adotado o 

nível de significância de 5% ou o p-valor correspondente. As análises foram realizadas 

utilizando-se o programa Statistical Analyses System (SAS), versão 9.2, pelo Escritório 

de Apoio à Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu que deu o 

atendimento metodológico e conduziu os procedimentos estatísticos. 
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Abstract 

Objective: To evaluate the association between pretreatment vitamin D (VD) 

deficiency with breast cancer prognostic features in postmenopausal women. 

Methods: An analytical cross sectional study was conducted with 192 women, aged 45-

75 years, attended at University Hospital. Women with recent diagnosis of breast 

cancer, in amenorrhea> 12 months and age ≥ 45 years, without medication use or 

clinical conditions that interfere with vitamin D values were included. Clinical and 

anthropometric data were collected. Serum level of 25 hydroxyvitamin D [25(OH)D] 

was measured in all patients 20 to 30 days after breast cancer diagnosis, and values of 

25(OH)D <30ng/mL were considered as VD deficiency. Data on breast cancer 

(histopathological type, grade, tumor stage, lymph node status), hormone status 

(estrogen receptor, ER, progesterone receptor, PR), human epidermal growth factor 

receptor type 2 (HER2) and epithelial proliferative activity (Ki-67) were collected. For 

statistical analysis, the t-student test, the Gamma Distribution (asymmetric variables), 

the chi-square test and the logistic regression (OR-odds ratio) were used. 

Results: The median 25(OH)D level was 25.8 ng/ml (range 12.0 to 59.2 ng/ml). 

Sufficient vitamin D levels were detected in 65 patients (33.8%), while deficient levels 

in 127 cases (66.2%). Participants with deficient 25(OH)D levels had a higher 

proportion of tumors with a high grade and locally advanced and metastatic disease, 

more positive lymph node, a lower proportion of ER, PR positives tumors and higher 

Ki-67(p<0.05). Patients with normal vitamin D had a higher frequency of luminal A and 

luminal B (80%) when compared to patients with vitamin D deficiency (65.2%) 

(p<0.05). Further, all cases of triple negative were detected in vitamin D deficient 

women. Multivariate analysis, after adjusting for age, time since menopause and BMI, 
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showed that a deficient level of vitamin D was an independent prognostic indicator of 

positive axillary lymph node status (OR 2.26, CI 95% 1.10-5-16, p=0.043), negative 

estrogen receptor (OR 4.18, CI 95% 1.17-15.87, p=0.034), and high Ki-67 (OR 2.78, CI 

95% 1.34-66.65, p=0.005). 

Conclusions: In postmenopausal women with breast cancer, there was an association 

between VD deficiency and tumors with worse prognostic features. Vitamin D 

deficiency was shown to be a risk factor for ER negative tumors, with positive axilla 

and a higher rate of cell proliferation. 

Key words: Postmenopausal Women; Vitamin D; Breast Cancer; Immunohistochemical 

Profile 
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Introduction 

 

Breast cancer is the type of cancer that mostly affects women in the world, 

both in developing and developed countries. It is also the leading cause of death by 

cancer in women worldwide, with an estimated 520,000 deaths annually.1 In Brazil, the 

National Cancer Institute (INCA) estimates 57,960 new cases of breast cancer to be 

diagnosed for the biennium 2016-2017 that, with an estimated risk of 56.20 cases per 

100,000 women.2 The prognosis of breast cancer patients is directly related to the 

stage of the disease at the time of diagnosis and may be inferred by factors and 

biomarkers that can provide information on the biological potential and most likely 

clinical course irrespective of treatment.3 For that reason, breast cancer is ccurrently 

acknowledged as a heterogeneous disease, comprising a wide spectrum of 

morphologically different subtypes and resulting in different biological behaviors, 

presentations, and prognoses.4,5 

Standard clinicopathological factors such as patient age, menopausal status, 

tumor size, lymph node status, tumor histology and grade, tumor stage continue to be 

useful in estimating prognosis.6 Assessment of biological and molecular pattern has 

also been considered as an important tool not only for prognosis, but also in deciding 

which treatment modality is the best for an individual patient.4-6. Estrogen receptor 

(ER), progesterone receptor (PR), human epidermal growth factor receptor type 2 

(HER2) and Ki-67, an index of tumor proliferative rate, are currently detected by 

immunohistochemistry (IHC) technique and used to estimate prognosis and to 

categorize breast cancer into intrinsic molecular subtypes that exhibit similar 
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morphological and prognostic features (luminal A, luminal B, HER2-overexpressing, and 

triple negative cancers).5 

In addition, a number of other breast cancer-related etiological and prognostic 

factors have been identified as its molecular pathogenesis is still not clear. It has been 

reported recently that vitamin D and its receptor (VDR) could play an important role in 

breast cancer pathogenesis.7-9 Vitamin D acts by binding to the vitamin D receptor 

(VDR), which is expressed in mammary tissue. The VDR controls the expression of 

genes regulating cell proliferation, differentiation, and apoptosis.10,11 Evidence from 

several trials supports that low levels of 25 hydroxyvitamin D [25(OH)D] are associated 

with an increased risk of breast cancer.12-19 However, some prospective studies have 

not shown any association.20-26 Circulating 25(OH)D is considered the best marker of 

vitamin D status because it reflects vitamin D obtained from both diet/supplements 

and sun exposure and has a longer half-life than 1,25-dihydroxyvitamin D3  

[1,25(OH)2D].27,28 

Researchers have demonstrated that vitamin D, as activated 1,25-(OH)2D, 

influences events at the cellular level that are potentially important not only in the 

pathogenesis of breast cancer, but also in its prognosis and survival.8,29-31 In fact, 

studies have been focusing in addressing this possible relation of vitamin D levels and 

breast cancer with a poorer prognosis.32 An understanding of the prognostic 

significance of vitamin D in patients with breast cancer may identify a high-risk patient 

subgroup. Therefore, in our study, we aimed at analyzing the association between 

vitamin D deficiency and the prognostic features of breast cancer and at evaluating the 

relationship between vitamin D deficiency and the current molecular subtypes of 

breast cancer in postmenopausal women. 
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Methods 

 

Study design and sample selection 

This is a clinical, analytical, cross-sectional, and comparative study. The 

population group comprised 192 postmenopausal women newly diagnosed with 

breast cancer, aged 45 to 75 years, who attended the Breast Disease Assessment 

Center of the University Hospital in Southeastern Brazil during 2015-2016. Women 

with the following characteristics were included: histological diagnosis of breast 

cancer, last menstruation dating at least 12 months prior to presentation, and aging 45 

years or older. Exclusion criteria were: use of pharmacological doses of VD 

(>100IU/day); in situ breast carcinoma; personal history of other cancers; renal failure 

(creatinine> 1.4 mg/dL); liver diseases; abusive alcohol consumption and grade III 

obesity. This study was performed in compliance with the Helsinki Declaration. 

Informed consent was obtained from all participants and the study was approved by 

the Research Ethics Committee of the Botucatu Medical School, Sao Paulo State 

University (UNESP). 

 

Methodology 

All participants underwent individual interviews in which the following data 

were collected: age, menopausal age, time since menopause, parity, age of first 

gestation, duration of breastfeeding, current smoking, prior use of hormone therapy, 

history of chronic diseases, family history of breast cancer and use of medications. 

Smokers were defined as patients who reported smoking, regardless of the number of 

cigarettes smoked. Anthropometric data included weight, height, and body mass index 
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(BMI; weight / height2). BMI were classified according to the system used by the World 

Health Organization in 2002: less than 24.9 kg/m2 as normal, from 25 to 29.9 kg/m2 

asoverweight, from 30 to 34.9 kg/m2 as grade I obesity, from 35 to 39.9 kg/m2 as 

grade II obesity, and 40 kg/m2 or greater as grade III obesity.33 

 

Vitamin D assessment  

Serum VD assessment was collected immediately after diagnosis of breast 

cancer prior to any proposed treatment, approximately 20 to 30 days post-diagnosis. 

For the serum 25(OH)D dosage, the Architect 25-OH Vitamin D assay Kit was used by 

the Architect® i2000 analyzer (Abbott®, Santa Clara, California, USA), using the 

chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA). The detection limit was 1.9 

ng/mL and the intra- and inter-assay coefficient of variation is <10%, as described in 

the assay Kit. Values ≥ 30ng/mL were considered sufficient and deficiency <30ng/Ml.27 

All laboratory tests were processed by the Clinical Analysis Laboratory of Botucatu 

Medical School. 

 

Tumor characteristics 

The breast cancer tumors were classified according to established prognostic 

characteristics: tumor size, type and histological staging, grade, axillary lymph node 

status, hormone receptor status and epithelial proliferative activity. The tumor 

diameter was obtained from histopathological reports and histologically graded as 

grade 1 (well differentiated), grade 2 (moderately differentiated), and grade 3 

(undifferentiated) according to the method proposed by Elston and Ellis, which uses 

architectural aspects, nuclear differentiation levels, and mitotic index as criteria.34 The 
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axillary lymph node status was classified as positive lymph node involvement if there 

was at least one positive lymph node according to the histopathological examination. 

Tumors were categorized according to 7th edition of the American Joint Committee on 

Cancer (AJCC) TNM system35, grouped into stages (I-IV) and classified according to the 

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) classification, which further divides 

breast cancer staging in three categories based on management options: 1- localized 

invasive breast cancer (stage I, II and T3 N1 M0, the latter considered to be an 

operable locally advanced breast cancer), 2- inoperable locally advanced invasive 

breast cancer (stage III, except T3 N1 M0), and 3- metastatic disease (stage IV).35 

The hormone receptor status and epithelial proliferative activity were assessed 

by standard methods, using immunohistochemistry for estrogen receptor (ER), 

progesterone receptor (PR), human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) and cell 

proliferation index (Ki-67) status. Breast cancer was then categorized into four 

molecular subtypes based on surrogate immunohistochemical profiles: luminal A (ER+ 

and / or PR+, HER2-, Ki-67<14%); luminal B (ER+ and / or PR+, HER2-/+, Ki-67≥14%), 

non-luminal HER2 (ER-, PR- and HER2+), and  triple negative (ER-, PR- and HER2-).5 

Immunohistochemistry (IHC) with antibodies for ER, PR, HER2, Ki-67 was performed 

according to the streptavidin–biotin–peroxidase complex methods (DakoCytomation, 

Glostrup, Denmark). ER and PR were considered positive if >1% of cells stained positive 

on IHC.36  Ki-67 was considered high if > 14% of the tumor cells were labeled.5 HER2 

was considered positive if the fluorescence in situ hybridization (FISH) test, 

systematically performed in all IHC 2+ tumors, showed HER2 genomic amplification or, 

in the absence of FISH, if IHC was 3+.37,38 All the histopathological and 

immunohistochemical analyses were performed by the Department of Pathology of 
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Botucatu Medical School. Histologic grade, ER status and molecular subtypes defined 

by ER, PR, HER2 and Ki-67 were used as independent prognostic characteristics for 

breast cancer. 

 

Statistical analysis 

The sample size estimation was based on the study by Kermani et al.39 who 

found a difference in the HER2 + between women with and without VD deficiency (12 

and 2 cases, respectively). Considering the difference between the values and 

correcting the estimate for type I (5%) and type II (20%) errors attributed to the study, 

the estimated sample size was at least 153 women with breast cancer.  

From the data, tables were constructed based on VD serum values (normal ≥ 

30ng/mL and deficient<30ng/mL). For data analysis, means (SDs) were calculated for 

quantitative variables, and percentages were calculated for qualitative variables. For 

comparison between the groups in relation to quantitative characteristics, Student’s t 

test and gamma distribution (asymmetric) were used. Chi-Square test was used to 

assess the association between the frequencies of categorical characteristics. 

Multivariate analysis was performed by binary logistic regression, considering a 95% 

confidence interval (CI), with a respective odds ratio (OR), to examine the association 

between serum VD (dependent variable or response) and the prognostic 

characteristics for breast cancer (independent or explanatory variables), adjusted for 

age, time since menopause and BMI (confounding variables). A level of significance of 

5% or the corresponding P value was adopted in all tests. The analyses were 

performed using the Statistical AnalysisSystem 9.2 program (SAS). 
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Results 

One hundred and ninety two postmenopausal women with a mean age at 

diagnosis of 61.3 ± 9.6 years were enrolled in the study. Serum samples were drawn 

from 20 to 30 days after diagnosis, and the median 25(OH)D level was 25.8 ng/ml 

(range 12.0 to 59.2 ng/ml). Patients were classified based on serum 25 (OH) D 

concentration into those with normal or sufficient (≥30 ng/ml) or deficient (<30 ng/ml) 

levels. Sufficient vitamin D levels were detected in 65 patients (33.8%), while deficient 

levels in 127 cases (66.2%). Clinical characteristics according to serum of 25-hydroxy 

vitamin D level are shown in Table 1. No differences in age, time of menopause, parity, 

BMI, smoking, hormone replacement therapy use and history of hypertension or 

diabetes were observed. 

The associations of vitamin D levels with tumor characteristics are shown in 

Table 2.  When compared vitamin D with clinicopathological parameters, we found 

that low vitamin D level (<30 ng/ml) was significantly mainly detected in cases with 

poor prognosis. Participants with deficient 25(OH)D levels had a higher proportion of 

tumors with a high grade, locally advanced and metastatic disease, more positive 

lymph node involvement, a lower proportion of ER, PR positive tumors and higher Ki-

67 indices. There was a significant association between vitamin D concentration and 

intrinsic subtypes. Patients with normal vitamin D had a higher frequency of luminal A 

(47.7%) and luminal B (32.2%) tumors when compared to patients with vitamin D 

deficiency. Further, all cases of triple negative were detected in vitamin D deficient 

women. There were no significant associations between vitamin D concentration and 

tumor size, histology of breast cancer and HER2 status (Table 2). 
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Multivariate analysis, after adjusting for age, time since menopause and BMI, 

showed that a deficient level of vitamin D was an independent prognostic indicator of 

positive axillary lymph node status (OR 2.26, CI 95% 1.10-5-16, p=0.043), negative 

estrogen receptor (OR 4.18, CI 95% 1.17-15.87, p=0.034), and high Ki-67 (OR 2.78, CI 

95% 1.34-66.65, p=0.005) (Table 3). Other clinicopathological variables did not show 

significance.  
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Table 1. Comparison of clinical characteristics based on serum of 25-hydroxy vitamin D 

level (normal ≥ 30ng/mL and deficient < 30ng/mL). 

 

Variables Normal (n=65) Deficient (n=127) P  value 

Age (years), mean ± SD 60.7 ± 9.6 61.6 ± 10.2 0.565a 

Age of menarche (years), mean ± SD 13.1 ± 1.6 12.8 ± 1.5 0.260a 

Age at menopause (years), mean ± SD 48.4 ± 3.8 48.6 ± 3.4 0.759a 

Time of menopause (years), mean ± SD 12.3 ± 10.3 13.0 ± 10.4 0.754b 

Parity (no. of children), mean ± SD 2.9  ± 2.2 2.8 ± 1.9 0.616b 

First pregnancy age (years), mean ± SD 22.3 ± 4.9 22.7 ± 5.2 0.642a 

Breast-feeding (months), mean ± SD 29.1 ± 34.4 30.7 ± 38.4 0.579b 

25 (OH) D (ng/mL), mean ± SD 22.7 ± 4.4 35.0 ± 6.1 <.0001a 

BMI (kg/m2), n (%)   0.973c 

≤ 24.9 8 (12.3) 16 (12.6)  

25 – 29.9 20 (30.8) 37 (29.1)  

≥ 30 37 (56.9) 74 (58.3)  

Family history of BC, n (%)   0.393c 

Yes 10 (15.4) 26 (20.5)  

No 55 (84.6) 101 (79.5)  

Smoking, n (%)   0.945c 

Yes 11 (16.9) 21 (16.5)  

No 54 (83.1) 106 (83.5)  

HRT use, n (%)   0.158c 

Yes 10 (15.4) 11 (8.7)  

No 55 (84.6) 116 (91.3)  
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Hypertension, n (%)   0.239c 

Yes 30 (46.2) 70 (55.2)  

No 35 (53.8) 57 (44.8)  

Diabetes, n (%)   0.139c 

Yes 9 (13.9) 29 (22.8)  

No 56 (86.1) 98 (77.2)  

25(OH)D, 25-hydroxy vitamin D; BMI, body mass index; BC, breast cancer; HRT, 

hormone replacement therapy 

 *Significantly difference if P<0.05 (Student t-testa , Gamma distributionb or Chi-Square 

Testc).  
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Table 2.  Comparison of clinicopathological variables based on serum of 25-hydroxy 

vitamin D level (normal ≥ 30ng/mL and deficient < 30ng/mL). 

 

Variables Normal (n=65) Deficient (n=127)  P  value a 

Tumor size (cm), n (%)   0.841 

≤ 2 19 (29.2) 38 (29.9)  

2-5 40 (61.6) 74 (58.3)  

 ≥ 5 6 (9.2) 15 (11.8)  

Histology of BC, n (%)   0.824 

Ductal 62 (95.4) 122 (96.1)  

Lobular 3 (4.6) 5 (3.9)  

Grade, n (%)    0.013 

Low 9 (13.8) 7 (5.6)  

Intermediate 38 (58.5) 60 (47.2)  

High 18 (27.7) 60 (47.2)  

Tumor NCCN staging, n (%)   0.048 

Localized disease 50(76.9) 78 (61.4)  

Inoperable locally advanced disease 12 (18.5) 30 (23.6)  

Metastatic disease 3 (4.6) 19 (14.9)  

LN status, n (%)   0.0012 

negative 39 (60.0) 45 (35.4)  

positive 26 (40.0) 82 (65.6)  

Estrogen Receptor, n (%)   0.004 

Positive 61 (93.8) 98(77.2)  

Negative 4 (6.2) 29 (22.8)  
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Progesterone Receptor, n (%)   0.036 

Positive 52 (80.0) 83 (65.4)  

Negative 13 (20.0) 44 (34.6)  

HER2, n (%)   0.959 

Positive 13 (20.0) 25 (19.7)  

Negative 52 (80.0) 102 (80.3)  

Ki-67, n (%)   0.0003 

<14% 32 (49.2) 30 (23.6)  

≥ 14% 33 (50.8) 97 (76.4)  

Intrinsic subtype, n (%)   <.0001 

Luminal A 31 (47.7) 24 (18.8)  

Luminal B 21 (32.3) 59 (46.5)  

non-luminal HER2  13 (20.0) 25 (19.7)  

Triple negative 0 (0.0) 19 (15.0)  

BC, breast cancer; LN, lymph node 

aSignificantly different if P<0.05 (Chi-Square Test ).  
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Table 3. Multivariate-adjusted stratified analyses of clinicopathological variables 

according to deficient serum of 25-hydroxy vitamin D levels. 

 

Variables Odds ratio (OR)a CI 95% P-valueb 

Estrogen receptor - 4.18 1.17-15.87 0.034 

Ki-67≥14% 2.78 1.34-66.65 0.005 

Lymph node positive 2.26 1.10-5.16 0.043 

Note: Only statistically significant results are presented. Other variables did not show 

significance.  

aOdds Ratio (OR) adjusted for age, time of menopause and body mass index  

bSignificantly different if p<0.05 (Logistic regression) 
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Discussion 
 
 

In this study, we evaluated the long-standing interest in studying the 

relationship and potential impact of vitamin D level in patient with newly diagnosed 

breast cancer. Partly because numerous trials have been investigating the association 

between circulating vitamin D levels and breast cancer risk, but few have been 

designed to assess a possible relation of vitamin D with the prognostic features in 

breast cancer or with regard to the recent different molecular subtypes.12, 40-44 

Consistent with previous trials, which report 50-74% vitamin D deficiency in 

newly diagnosed breast cancer patients,16-19,31,45 our study demonstrated that 66.2% of 

patients with breast cancer had a deficient level of vitamin D. This fact may have more 

impact when analyzed by clinicopathological parameters in our study, considering that 

compared to the patients with normal level of vitamin D, those with a deficient level of 

vitamin D at diagnosis had a greater risk of breast cancer with tumor grade 3, higher 

rate of positive lymph node status, locally advanced and metastatic disease and 

ultimately a worse prognosis. This is in accordance with literature data showing that 

locally advanced breast cancer patients have more severe vitamin D deficiency than 

those with early stage disease.40,44 Thanasitthichai et al.43 conducted a cross-sectional 

analysis of vitamin D levels and clinicopathological characteristics in 200 cases of 

breast cancer. Low vitamin D level (<32 ng/mL) was significantly found in majority of 

cases with advanced stage of the disease, positive node involvement and large 

tumors.43 In view of the increasing numberof cancer survivors and the high prevalence 

of vitamin D deficiency among patients withcancer, an evaluation of the role of 

circulating 25-OHD in prognosis among patients with cancer is essential.46 
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It suggests that lower serum vitamin D levels might have some contribution in 

the progression from early-stage to advanced disease as a result of altered gene 

transcription, supporting the hypothesis that vitamin D deficient has a role in the 

pathogenesis and progression of breast cancer.7,29 Some studies have demonstrated a 

reduction in vitamin receptor (VDR) expression in breast cancer cells compared to 

normal breast cells, by VDR gene polymorphisms.47-49 During malignant transformation 

of the breast, tumor cells lose the ability to synthesize the active form of vitamin D 

andto respond to the effects of vitamin D mediated by VDR.47 In breast cancer, the 

expression of VDR varies from 58% to 80%, with reports of patients with VDR positive 

tumors showing a higher disease-free survival rate.9  

Prospective trials have sustained this conception. Goodwin et al.31, measuring 

all-cause mortality rates in breast cancer patients, found that women who had vitamin 

D deficiency when they were diagnosed with breast cancer were 94% more likely to 

have their cancer metastasized and 73% more likely to die within 10 years. The authors 

also found that only 24% of the women in the study had adequate levels of vitamin D 

at the time of the diagnosis.31 Likewise, in a current large prospective cohort study with 

more than 4500 women diagnosed with breast cancer followed up for 96 months, Yao 

et al. 44 showed that serum 25OHD concentrations at diagnosis were lower in women 

with advanced-stage tumors and levels were inversely associated with hazards of 

disease progression and death.44 Hatse et al.50 correlated serum 25(OH)D levels with 

tumor characteristics and clinical disease outcome in 1800 early breast cancer 

patients. Lower 25(OH)D serum levels significantly correlated with larger tumor size at 

diagnosis but not with lymph node invasion, receptor status, or tumor grade. High 

serum 25(OH)D (>30 ng/mL) at diagnosis significantly correlated with improved overall 
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survival and disease-specific survival. However, when considering menopausal status, 

serum 25OHD had a strong impact on breast cancer-specific outcome in 

postmenopausal patients, whereas no association could be demonstrated in 

premenopausal patients.50  

In our study, a lesser proportion of estrogen and progesterone receptors 

positives tumors and higher Ki-67 was observed in patient with deficient vitamin D 

levels and, interestingly, all patients with biologically aggressive triple-negative tumor 

phenotype were vitamin D deficient. In regard to prognostic biomarkers and their 

relation with vitamin D level, similar results have been observed.51,52  Estrogen 

receptor (ER) and, to a lesser extent progesterone receptor (PR) have long been 

accepted asplaying a central role in the pathobiology and treatment of breast cancer 

by predicting an indolentand slowly growing tumor with longer time todisease 

recurrence.53,54 Robien et al.51 showed a strong relation between postmenopausal 

women with low vitamin D intake and a higher risk of negative estrogen and 

progesterone receptor breast cancers.51 Shirazi et al.52 investigated the potential 

association between pre-diagnostic serum 25(OH)D levels and the risk of different 

subtypes of breast cancer.  The study was based on The Malmo Diet and Cancer Study 

recruiting 17,035 women from 1991 to 1996. A total of 764 incident breast cancers 

with matched controls were analyzed for 25(OH)D in samples collected at baseline, 

before diagnosis. As compared to the firsttertile of 25OHD3, the second tertile had a 

significantly lower risk of ER and PR negative tumors and with a high expression of Ki-

67. However, the third tertile had a similar risk as the first one.52 

The relationship of vitamin D with breast cancer risk may be subtype-specific, 

with emerging evidence of stronger effects of vitamin D for more aggressive breast 
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cancer.55 An aggressive subtype of breast cancer is the triple negative breast cancer, 

which lacks expression of ER and PR, without amplification of HER2 and expresses a 

high proliferation rate.5 In our study, all cases of triple negative were detected in 

vitamin D deficient women. In the current literature, some studies have shown that 

while vitamin D deficiency is common in all breast cancer patient populations, it is 

particularly prevalent in those with these triple negative tumors.56  Rainville et al.57, in 

a case series, observed that 87% of triple negative patients had the lowest average and 

median baseline vitamin D level and had the highest percentage with vitamin D 

deficiency.57 Park et al.58, in a large case–control study, compared serum 25(OH)D 

between breast cancer patients (n= 3634) and general population (n = 17,133). The 

adjusted odds ratio (OR) for breast cancer comparing women with deficient level of 

serum 25(OH)D to women with sufficient level of serum 25(OH)D was 1.27 (1.15–1.39). 

The inverse association remained significant in both positive and negative hormone 

receptor (HR) status of the tumor. However, this association was more pronounced in 

HR-negative breast cancer, particularly with triple-negative breast cancer patients 

(1.45, 95 % CI1.15–1.82). This association did not significantly vary by menopausal 

status (pre-menopause vs. post-menopause).58 Since studies have demonstrated a high 

prevalence of vitamin D deficiency in women with triple-negative breast cancer, 

correction of vitamin D deficiency in these women represents a reasonable, but yet 

untested, strategy to delay recurrence and extend survival.56 

In our study, the serum vitamin D assessment was collected immediately after 

diagnosis of breast cancer prior to the proposed treatment, approximately 20 to 30 

days post-diagnosis. However, some studies that found an association between 

reduced values of 25(OH)D with the highest incidence of breast cancer performed the 
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dosages of vitamin D at some interval after the diagnosis of breast cancer,13-15 with 

potential changes for cancer treatment. For example, women with lower physical 

activity have lower values of 25(OH)D, and it is recognized that physical activity is 

reduced after the diagnosis of breast cancer.59  Vrieling et al.17, in a prospective cohort 

study, assessed the effect of post-diagnostic serum 25(OH)D on overall survival and 

distant disease-free survival in 1,295 incident postmenopausal breast cancer patients 

(50-74 years), with median follow-up was 5.8 years.  Lower concentrations of 25(OH)D 

were linearly associated with a higher risk of death and significantly higher risk of 

distant recurrence. Compared with the highest tertile, patients within the lowest 

tertile of 25(OH)D had a HR for overall survival of 1.55 (95%CI,1.00 to 2.39) and a HR 

for distant disease-free survival of 2.09 (95%CI, 1.29 to 3.41). In addition, the 

association with overall survival was found to be significant only for 25(OH)D levels of 

blood samples collected before start of chemotherapy but not for those of samples 

taken after start of chemotherapy.17 A meta-analysis, which correlated serum 25(OH)D 

with breast cancer risk, confirmed an inverse correlation in case-control studies 

sampling 25(OH)D immediately after breast cancer diagnosis, but not in prospective 

studies when 25(OH)D measurement was done years before diagnosis.60 

Due to the nature of our data, our results do not allow for definite causal 

conclusions, i.e., whether low 25(OH)D levels cause worse prognostic featuresin breast 

cancer. As breast cancer is a disease that develops over several years, a major 

assumption for a causal relationship between 25OHD levels and breast cancer is that 

25OHD levels, in the individual subject, are at a steady level for a longer time period. 

Thus, a limitation of our study is that only a single measurement of vitamin D at 

diagnosis was used, which may not necessarilyrepresent vitamin D levels at the time of 
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cancer initiation. However, in a study, the correlation coefficientfor measurement of 

25OHD concentrations in serum samplescollected in 1994 and 2008 ranged from 0.42 

to 0.52, and was 0.80when measured 12 months apart,61 suggesting reason able 

stability of endogenous vitamin D status. However, more studies are needed on 

whether a single measurement of a plasma 25OHD level is a sensitive indicator of a 

person's long-term vitamin D status. 

 

Conclusion 

In postmenopausal women with breast cancer, there was an association 

between VD deficiency and tumors with worse prognostic features. Vitamin D 

deficiency was shown to be a risk factor for estrogen receptor negative tumors, 

positive axillary lymph node status and a higher rate of cell proliferation. 
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5. Conclusões 

 

No presente estudo, foi observada associação entre a deficiência de vitamina D 

e perfil imuno-histoquímico de pior prognóstico. Em relação às mulheres com valores 

adequados de vitamina D, aquelas com deficiência tiveram maior risco de câncer de 

mama de pior prognóstico, caracterizado por estágios mais avançados e alto grau 

histológico. A deficiência de vitamina D mostrou-se como fator de risco para tumores 

receptores estrogênicos negativos, com axila positiva e maior taxa de proliferação 

celular. 
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7. Anexos 

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

 

Você esta sendo convidada a participar do estudo “Associação entre a deficiência de 

vitamina D e o perfil imunoistoquímico do câncer de mama em mulheres na pós-menopausa” 

que será realizado sob a responsabilidade do Dr. Bendito de Almeida Filho.  

Este estudo deseja conhecer se existe associação entre os valores de vitamina D no 

sangue e o câncer de mama. Como a senhora está em acompanhamento no Serviço de 

Mastologia, do Hospital das Clínicas de Botucatu, está sendo convidada a participar desta 

pesquisa. Sua participação será autorizar utilizar dados sobre a sua saúde e resultados de 

exames que estão no seu prontuário. Para seu conhecimento, seus dados serão confidencias e 

apenas dados em conjunto serão divulgados nas publicações em revistas médicas, sem 

identificação da sua pessoa. Os pesquisadores responsáveis estarão disponíveis para 

responder a quaisquer perguntas e sua participação é voluntária e tem o direito de receber 

informações adicionais sobre o estudo se achar necessário. A senhora pode retirar-se deste 

estudo, sem perder seus cuidados médicos. Caso não se sinta satisfeita poderá entrar em 

contato com os médicos responsáveis pela pesquisa e com Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Medicina de Botucatu pelo telefone 14-38801608.  

Eu.......................................................................................................................tendo sido 

satisfatoriamente informada, concordo em participar deste estudo. Declaro ter lido e 

compreendido este consentimento, na qual me foram informados os dados importantes sobre 

este estudo. Foi me oferecida ampla oportunidade de fazer perguntas e recebi respostas que 

me satisfizeram totalmente. Estou ciente de que este consentimento será produzido em duas 

iguais, em que uma será entregue a mim e outra será arquivada pelos pesquisadores. 

 

Botucatu, ______/______/________. 

 

______________________________                               ________________________________ 

Assinatura da Participante                                                           Assinatura do Pesquisador 

 

Benedito de Almeida Filho-  e-mail: almeidabeneditofilho@gmail.com  Fone:38801377 

mailto:almeidabeneditofilho@gmail.com
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7.2. Anexo II – Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FMB. 
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