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Resumo: A mama € um dos principais 6rgaos do corpo humano onde ndo sao
totalmente desenvolvidos apds o nascimento, desenvolve-se ao decorrer da
vida por diferentes modificacdes. Sabe-se que este oOrgdo sofre mutacdes
podendo desenvolver um cancer mamario onde € a neoplasia mais
diagnosticada no mundo entre as mulheres sendo responsavel pelo alto indice
de mortalidade entre as mulheres. Esta neoplasia depende de varios fatores
biolégicos e moleculares onde ha evidencias da expressdo de COX-2 em
tumores mamarios, havendo dificuldades nas estratégias terapéuticas
promovendo a importancia de se estudar esta malignidade. Buscou-se entdo
por meio da metodologia 0 objetivo de avaliar-se a expressao da Cox-2 em
modelos de carcinoma mamario gerado por inducdo quimica com DMBA em
ratas Sprague-Dawley virgens com 40 a 45 dias de vida na dose 100mg/kg de
peso vivo diluida em 1 ml de 6leo de soja e administrada intragastricamente por
gavagem.De acordo com este método obteve-se resultados média de 4
tumores desenvolvidos por animal sendo estes encontrados bilateralmente. A
média do volume tumoral foi de 3,74cm 3 obtendo-se subtipos histolégicos
predominantes de carcinomas ductais, tumores filoides e carcinomas
papelifero. A imunomarcacdo da COX-2 foi predominante citoplasmatica e
nuclear, manifestando apenas em tecidos de carcinoma ductal, sendo expressa
em 55,61% das células cancerigenas, concluindo que o modelo de
carcinogenése mamaria por DMBA em ratas SD virgens é um bom modelo a
ser utilizado em estudos experimentais in vivo com foco na COX-2.

Palavras- chaves:Cancer de mama,neoplasia,expressado de COX-2.
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Abstract: The breast cancer is one of the main organs of the human body
which are not fully developed after birth, develops due lifelong through different
modifications. It is known that this body mutates and can develop a breast
cancer which is the most diagnosed cancer worldwide among women being
responsible for the high mortality rate among women. This neoplasm depends
on various biological and molecular factors where there is evidence of COX-2
expression in breast tumors, with difficulties in therapeutic strategies promoting
the importance of studying this malignancy. This paper aims to, through
methodology, to assess Cox-2 expression in breast carcinoma models
generated by chemical induction with DMBA in virgin Sprague-Dawley rats 40 to
45 days of life in a dose 100 mg / kg of body weight diluted in 1 ml of soybean
oil and administered intragastrically by gavage. Accordance with this method
yielded average results of 4 tumors developed by these animals being found
bilaterally. The mean tumor volume was 3,74cm 3 Yyielding predominant
histological subtypes ductal carcinoma, phyllodes tumors and carcinomas
papillary. The immunostaining of COX-2 was predominantly cytoplasmic and
nuclear, manifesting only in ductal carcinoma tissue and is expressed in 55.61%
of the cancer cells, finding that the mammary carcinogenesis model by DMBA in
virgin SD rats are a good model to be used in experimental studies in vivo
focused on COX-2.

Key -words: breast cancer , cancer , COX -2 expression

INTRODUCAO

Cancer de mama representa a neoplasia mais comum no Sexo
feminino, sendo responsavel por um grande indice de morte (1,2). Mesmo com
o avanco do diagnostico e de novas estratégias terapéuticas é necessario
conhecer mecanismos de prevencao, a fisiopatologia da iniciacdo e da
promocao tumoral (1). A utilizacdo de moduladores hormonais, recomendacfes
de dietas especificas e 0 uso de inibidores da ciclo-oxigenase sao promissores
para o controle e prevencédo da doencga (1).

Para o estudo do cancer mamario e de outras neoplasias € comum a
utilizacdo da experimentacdo animal (3, 4). Estudos in vivo podem fornecer
dados importantes sobre a doencga, enriguecendo o conhecimento sobre o
tema (3). Modelos murinos que utilizam as espécies de ratas Sprague-Dawley
(SD) e Wistar-Furth sdo uteis nos estudos de céancer de mama, ja que 0s
tumores desenvolvidos nestes animais mantém diversas semelhancas aos
diversos subtipos histolégicos em mulheres (1, 3). Estas espécies de murinos

sdo suceptiveis ao desenvolvimento de lesdes mamarias através da inducéo
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guimica, como pela exposicdo ao carcinogénico 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
(DMBA) ou N-metilnitroureia (NMU) (1, 3, 5, 6).

Dentre os interesses em modelos de carcinogénese mamaria, € a
tentativa de reproduzir modelos que expressem diversas proteinas, enzimas e
receptores comumente vistos na clinica. Dentre os marcadores presentes na
clinica estdo receptores hormonais (eg. estrogeno e progesterona) e indice de
proliferacéo (eg. Ki67) (7, 8). Além dos marcadores classicos citados utilizados
em rotinas no diagnostico por amostras histolégicas a pesquisa e identificacao
de outras proteinas e enzimas podem ser uteis, contribuindo para o diagnostico
e para a escolha da estratégia terapéutica. Dentre estes marcadores destaca-
se a ciclo-oxigenase 2 (COX-2). Atualmente, novas opgdes terapéuticas vém
se destacando, como a utilizacdo de inibidores da COX-2 (eg. acido
acetilsalicilico) para o tratamento de neoplasias (9).

A COX é uma enzima responsavel pela producdo de prostaglandinas
(10,11). Dentre o aspecto patolégico, a COX-2 esta ligada a fisiopatologia do
tumor mamario, contribuindo para o desenvolvimento e malignidade da doenca
(12). A expressdo a COX-2 em diversas neoplasias correlaciona-se com piores
prognésticos, volume tumoral, indice de proliferagcdo celular e metastase
linfatica (8). Outros estudos demonstram que a COX-2 € responsavel pela
carcinogénese, angiogénese, proliferacdo celular e prevencao de apoptose por
células tumorais (9).

Dada a importancia fisiopatolégica da COX-2 em neoplasias, como na
mama, este se torna um importante biomarcador, tornando-se um alvo
terapéutico promissor (9). Este trabalho tem como objetivo estudar a avaliar a
expressdo de COX-2 em neoplasias mamérias em ratas SD utilizando o

modelo de carcinogénese quimica por DMBA.

METODOLOGIA

Tratamento

Ratas Sprague-Dawley virgens pesando 150-180 g foram adaptadas
durante uma semana ao Biotério do Departamento de Farmacologia-Unicamp.
As ratas foram mantidas em gaiolas plasticas alimentadas com racdo para

roedores e agua “ad libthium” sob temperatura em média de 22°C em foto
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periodo de 12h (ciclo calro/escuro). Com 40 a 45 dias de vida os animais foram
tratados com uma dose Unica de 100 mg/Kg de DMBA diluida em 1 ml de 6leo
de soja (n=4, Comité de ética 2335-1 CEUA-IB).

Analise Tumoral

Apbs o desenvolvimento macroscépico da neoplasia mamaria (com
dimensbes 1 x 1 cm de largura e comprimento), os animais foram analisados
clinicamente durante 15 dias consecutivos. No final do periodo proposto, os
animais foram submetidos a necropsia com énfase no tecido mamario. Os
tumores foram analisados clinicamente quanto a textura, peso e volume. O
volume foi verificado com auxilio de um paquimetro digital utilizando a formula
T axbxc/é (sendo a, b e c as trés maiores dimensdes do tecido). Amostras
de tumores foram fixados por 24 horas em formalina 10%, processados por
baterias automatizadas de alcool e xilol e incluidos em parafina. LAminas de 5
pum foram confeccionadas, coradas pelo método classico de hematoxilina e

eosina e analisados por microscopia de luz.

Analise de COX-2

Para a analise de COX-2 foi utilizado o método de imuno-histoquimica.
Apoés a confeccdo de laminas de 5 um, os tecidos (o maior tumor desenvolvido
por animal) foram desparafinizados, hidratos e bloqueados com peroxidade
enddgena (banhos de H202 10 volumes). Para a recuperacdo antigénica
utilizou-se tampao citrato de sédio (pH 6,0). As amostras foram incubadas com
anticorpo primario anti-COX-2(1:150 — Clone CX-294, Dako), anticorpo
secundario e revelados a reacdo com substrato cromogénico de tetraidrocloreto
de 3-3-diaminobenzidina (DAB). Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer e alocaram-se laminulas. Realizou-se controle negativo
omitindo a etapa da incubacéo do anticorpo primario.

A quantificacdo foi realizada através da selecdo de 10 campos de
médio aumento (200x) aleatorios. Procedeu-se a contagem de células epiteliais
positivas para a marcacao de COX-2 e negativas por campo. As imagens foram
analisadas manualmente por dois observadores (cegos as intervencdes),

utilizando o programa Image J (NIH, USA). Para a captura das imagens foi
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utilizado microscopio oOptico (Leica DM 5000B, Alemanha) com sistema de

fotomicroscopia digital (cAmera CCD).
RESULTADOS

Ap6s em média 45 dias o tratamento agudo, todos os animais
desenvolveram tumores mamarios com lesdes macroscopicas. Os tumores
foram desenvolvidos em ambas as linhas mamarias (bilateralmente) e os
tumores apresentavam-se aspectos arredondados com projecdes irregulares e
com boa delimitagdo em relag&do aos outros tecidos adjacentes (Figura 1). Na
tabela 1 sdo demonstradas as caracteristicas de cada tumor ap6s o periodo
experimental (15 dias pos-formacdo de lesdo macroscopica). A média de
tumores desenvolvidos por animal foi de 4,5 tumores (variando de 2 a 8
nédulos malignos), com uma média de volume tumoral total de 10,42 cm?®.

Na andlise microscopica por hematoxilina-eosina os tumores foram
classificados como mistos, sendo compostos por mais de um tipo histolégico
com a predominancia do carcinoma ductal. Os outros subtipos histologicos

encontrados foram lesdes papeliferas e tumor filoide.

Figura 1. Analise macroscépica dos tumores mamarios. A- Lesao neoplasica, B-
Circulagdo sanguinea do tumor (seta) e C- Tumores desenvolvidos em um dnico animal
(Rata 1).
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Tabela 1. Dados sobre a neoplasia mamaria desenvolvida nos animais ap6s o periodo
experimental.

Animal N. de Volume Tumoral Total  Peso tumoral total
Tumores (cm®) (@)
R1 4 7,86 15,05
R2 4 12,3 17,9
R3 8 19,7 26,52
R4 2 1,83 3,13

Meédia e Desvio

~ 45+2 51 10,42+7,52 15,65+9,66
Padréo

Para andlise da expressdao por imunomarcacdo de COX-2 foi
selecionado o maior tumor desenvolvido por animal. Os testes foram realizados
utilizando anticorpos primarios do clone CX-294 de COX-2. A contagem
procedeu-se pela porcentagem de células positivas para a marcacdo. Na figura
2 € ilustrada a expressdo de COX-2 em ductos mamarios. A marcacdo da
COX-2 foi positiva parte na membrana celular e parte no citoplasma (figura 2
C). A figura 2 D é uma fotomicrografia de uma amostra de controle negativo,
com auséncia de marcacdes primarias e secundarias.

Na quantificacdo do numero de células positivas foram consideradas
células epiteliais com a presenca de marcacdo de COX-2, fraca, média ou
forte. A tabela 2 exibe os dados de quantificacdo (10 campos de aumento de

200x). 55,61% das células epiteliais expressaram COX-2.
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Figura 2. Imunomarcacéo de COX-2 em tumores mamarios de ratas Sprague-Dawley.
A, B e C ilustram reacdes positivas e D controle negativo. Contra-colaragéo:
Hematoxilina. Escalas: 20 um (200x), 10 um (400x) e 5 um (1000x).

Tabela 2. Quantificacdo de COX-2 em tecidos mamarios neoplasicos.

. Células Células Total de % de células
Animal I, . ] g
positivas Negativas Células positivas
56,98
1012 1426 2438 41,50

A marcacdo da COX-2 concentrou-se em areas do carcinoma ductal.
Em areas sem alteracdes diagnosticas microscépicas houve uma marcacao de
baixa intensidade nas células epiteliais dos ductos e dos alvéolos (figura 3 A).

A marcacdao foi negativa em tumores filoides (figura 3 B).
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Figura 3. Expressdo de COX-2 por imuno-histoquimica em tecido mamario sem leséo
(A) e no subtipo filoide (B). Contra-coloracdo: Hematoxilina-eosina, escala 10 um
(200x).

DISCUSSAO

Céancer de mama é a neoplasia com maior incidéncia no sexo feminino
(11). O numero de novos casos vem aumentando em paises industrializados e
em paises de desenvolvimento, como o Brasil (12). Os riscos para o
desenvolvimento da neoplasia incluem nuliparidade, menarca precoce,
gravidez em idades avancadas, historico familiar, menopausa tardia, terapia de
reposi¢cdo hormonal, obesidade na menopausa e historico de lesdes benignas
na mama (12).

Estudos cientificos vém comprovando que o0 cancer mamario se
desenvolve através de alteracbes moleculares, seguido do processo de
oncogénesis de: iniciacdo, promocao e progressao maligna (12). O cancer de
mama também é caracterizado pelo alto indice de metastases, sendo uma das
principais causas de morte por esta doenca ja que as terapias atuais podem
falhar na tentativa de inibir estes processos (12). O tratamento do cancer de
mama incluem cirurgias de remocéo tumoral, radioterapia, quimioterapia,
terapia hormonal (11, 12). H& hipoteses que o uso de anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINE) possam contribuir no tratamento farmacol6gico do cancer (9,
13).

ISSN 1679-8902



Revista Intellectus N°35 Vol 3 2016

Para maiores estudos sobre a fisiopatologia e a busca de novas
alternativas e estratégias terapéuticas sao utilizados modelos da doenca em
animais in vivo (12). Dentre os modelos in vivo estdo a inducdo quimica por
DMBA (1). DMBA é um composto hidrocarboneto aromatico policiclico capaz
de aumentar a producdo de radicais livres, causando lesGes aos &acidos
nucleicos de células mamérias (11, 12, 13). Morfologicamente, as lesdes
tumorais em ratos desenvolvidas pela exposicdo ao DMBA sédo bem proximas
das lesbes mamarias em mulheres (12).

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a expressédo de ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) no modelo quimico utilizando DMBA em ratas Sprague-
Dawley (SD) virgens, validando o modelo experimental para protocolos
experimentais visando a vias de sinalizacao celulares, diagnéstico ou com a
utilizacdo inibidores da COX. Ciclo-oxigenase € uma enzima inflamatoria
induzida através de citocinas, que catalisa a conversédo de acido araquidénico
em prostaglandinas (7, 10, 12). A expressdo de COX-2, isoforma induzivel em
cancer pode estimular a angiogénese (via inducdo de fator de crescimento
endotelial — VEGF) e esta associado ao crescimento tumoral, invasao tecidual
e metastases (2, 10, 12). A expressdo de COX-2 em células tumorais é
regulada através de oncogénese, fatores de crescimentos e citocinas (7).

Héa indicios da expressdo de COX-2 em tumores mamarios induzidos
por DMBA em ratas SD (11, 12, 14). A inibicdo de COX-2 nesses tumores
impacta no crescimento e desenvolvimento tumoral e na formacdo da
angiogenése (11). Estudos demonstram que ao inibirem a expressédo da COX-2
podem levar as células malignas a processos de apoptose (11).

Em nossos resultados utilizou-se método de imuno-histoquimica para
avaliacdo da COX-2. A imuno-histoquimica é amplamente utilizada na clinica,
facilitando o diagnéstico e fornecendo informacdes sobre a patogénese (15).
Esta técnica histolégica da a oportunidade de observar a localizacdo da
expressao enzimatica no tecido. Em nossos resultados a COX-2 foi expressa
na membrana e citoplasma das células epiteliais. Mais de 50% foram positivas
para COX-2, sugerindo que a COX-2 deve estar ligada a diversos processos
patolégicos neste modelo. As altas percentagens de células positivas validam o

método como uma boa opgéo para estudos focados na ciclo-oxigenase ou pelo
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uso de inibidores da enzima. A expressao foi concentrada na area do
carcinoma ductal.

Ha hip6teses que a superexpressdo de COX-2 no tumor mamario esta
associado ao desenvolvimento tumoral e com um pior prognéstico (9). Em
modelos in vitro observando a a¢do de um inibidor seletivo de COX-2 em
culturas celulares de cancer mamario altera o ciclo celular diminuindo a fase de
Sintese (fase S) e aumentando a fase GO0/G1 (13). JA em modelos in vivo
inibidores seletivos contribuem para diminuir o incremento tumoral durante o
tratamento experimental (13). Ja em estudos clinicos, a expressdo de COX-2
em tumores correlaciona-se positivamente a uma diminuicdo de sobrevida e ao
aumento do volume tumoral (7, 8). Estudos sobre diagnésticos por imuno-
histoquimica demonstram um indice de 40 a 70% de positividade para COX-2

em amostras de tumores mamarios (8, 9).
CONSIDERACOES FINAIS

Pelos resultados, conclui-se que o modelo de carcinogenése mamaria
por DMBA em ratas SD virgens € um bom modelo a ser utilizado em estudos

experimentais in vivo com foco na COX-2.
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