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Resumo

A imunoistoquimica para a expressdo da ciclooxigenase -2 (COX-2)
para o cancer de mama na mulher tornou-se aplicacdo rotineira devido a
relevancia biolégica. Acredita-se que a COX-2 esteja intimamente
relacionada a angiogénese tumoral, inibicdo do mecanismo de apoptose,
adesdo e metastases. Dessa forma, a expressdo de COX-2 contribui para
verificar o potencial maligno de cancer de mama. Entretanto, pouco
utiizado em carcinomas mamarios espontaneos em cadelas. Em vista
disto, os inibidores da COX-2 surgem como perspectiva promissora na
prevencao e o tratamento de alguns tipos de cancer.

O presente trabalho de conclusdo de curso teve como objetivo
demonstrar a ocorréncia da expressao da COX-2 em alguns carcinomas

mamarios espontaneos em cadelas.

Palavras-chave: ciclooxigenase-2; carcinoma; mamaria; neoplasia,;

cadelas.



Abstract

The immunohistochemistry regarding the expression of
cyclooxygenase-2 (COX-2) for the woman’s breast cancer became a
routine application due to the biological relevance. It is possible that COX-
2 is closely related to tumor angiogenesis, inhibition of apoptosis
mechanism, adhesion and metastasis. Herewith the COX-2 expression
contributes to verify the malignant potential of the breast cancer. However
it is slightly used in female dog’s spontaneous breast carcinomas. Keeping
this in mind, the \cox-2 inhibitions appear as a promising perspective for
the prevention and treatment of some sorts of cancer.

The present dissertation had as main purpose to show the
occurrence of the COX-2 expression in some of the female dog’s

spontaneous breast carcinomas.

Key-words: cyclooxygenase-2; carcinoma; mammary; neoplasm; female

dog.



Sumario
pagina
=25 U] o T 3
ADSIIACT. ...ee e 4
L. INErOAUGED. ...ttt e 6
2. ReVISA0 de lIteratura..........cooovuuiiiiii e 9
3. ConsideragBes fiNAIS.........cceiiiiii e 13

4. Referéncias Bibliograficas..........ccoocveeiiiiiiie i, 14



1. Introducéo

O tumor mamario é a neoplasia mais comum em cadelas (HELLER
et al., 2005). Cerca de 50% de todos estes tumores sao diagnosticados
como malignos (MOULTON, 1990). A etiologia desta neoplasia é
complexa e ainda nao foi totalmente elucidada. No entanto fatores
genéticos, hormonais, nutricionais, ambientais e carcinogénicos podem
atuar como mediadores da tumorogénese (PAWLOWSKY et al., 2009). O
papel do estr6geno e da progesterona no desenvolvimento da glandula
mamaria tem sido estudado por varios autores. Lana et al. (2007)
associaram a ocorréncia direta destes tumores com o estado reprodutivo
das fémeas caninas, visto que a maioria das neoplasias mamarias em
cées sédo hormonio-dependentes.

A ocorréncia de desenvolvimento de carcinoma mamario em
cadelas ovariectomizadas antes do primeiro ciclo estral € cerca de 0,05%.
Em contraste, em cadelas castradas apds o segundo estro, a ocorréncia
aumenta para 26% (SCHNEIDER et al, 1969). Lana et al. (2007)
descreveram que a idade média da manifestacdo do tumor de mama é de
10 a 11 anos de idade e, raramente, em cadelas com idade abaixo de
quatro anos. Misdorp (1996) afirmou que a incidéncia dos tumores de
mama em cadelas aumentam ao redor de 6 a 7 anos de idade. Itoh et al.
(2005) estudaram 101 tumores de mama em animais de racas de
pequeno e grande porte, e observaram que 25% dos cdes de racas
pequenas possuiam tumores malignos em comparacdo aos 58% dos
cées de racas grandes.

O prognoéstico dos tumores de mama em cadelas esta diretamente
relacionado a fatores como tamanho do tumor, envolvimento de
linfonodos, presenca de metastases, tipo histolégico, graduacao
histologica, grau de diferenciagdo nuclear, grau de invasdo, crescimento

intravascular e presenca de receptores de estrégeno (LAVALLE et al.,



2008). O tratamento de eleicdo para tumores de mama na cadela é a
excisdo cirurgica, com excec¢do nos carcinomas inflamatérios e casos de
metastase (BRODEY et al.,, 1983). Para pacientes com carcinoma
inflamatdério preconiza-se 0 tratamento sintomatico, enquanto nos
pacientes com metastase é realizada também a quimioterapia. Entretanto,
deve-se ressaltar que a quimioterapia ndo € utilizada com frequiéncia e
gue nenhum protocolo adjuvante tem sido efetivo (LAVALLE et al., 2008).
Desde 1980, estudos experimentais, clinicos e epidemiologicos tém
relacionado o desenvolvimento e a progressao tumoral com a presenca
da ciclooxigenase (COX) em células tumorais humanas (BOONSODA &
WANIKIAT, 2008). A ciclooxigenase (COX), também conhecida como
prostaglandina G/H sintase, é a enzima responsavel pela sintese de todas
as prostaglandinas originadas a partir do acido aracdoénico (SMITH, 1992).
Apresenta papel regulador na fisiologia celular, liberada a partir de
fosfolipideos de membrana regulada pela enzima fosfolipase A2, ativada
por diversos estimulos (quimico, inflamatério, traumatico, mitogénico)
(KUMMER & COELHO, 2002). Esta enzima é composta por duas
subunidades de 70000 Daltons e um grupo heme (VAN DER OUDERAA
et al., 1979). Duas isoformas da COX foram identificadas e denominadas
Ciclooxigenase-1 (COX-1), conhecida como a forma constitutiva, e
Ciclooxigenase-2 (COX-2), referida como a forma induzida. Praticamente
em quase todos os tecidos normais foi detectada a presenca estrutural da
COX-1 (DUBOIS et al.,1998), que desenvolve fun¢des vitais na fisiologia
celular normal, incluindo a protecdo as células da mucosa géstrica,
regulacdo do fluxo sanguineo renal e agregacdo plaguetaria. Baixos a
indetectaveis niveis da COX-2 foram identificadas nos tecidos normais,
com excecao de rins, cérebro, ossos e cartilagens, que expressaram
niveis significativos da forma induzida (BOONSODA & WANIKIAT, 2008).
Os niveis da COX-2 apresentam-se mais elevados na presenca de
citocinas, fatores de crescimento e estimulantes tumorais (FITZGERALD

& PATRONO, 2001), sugerindo sua participacdo nas neoplasias e em



processos inflamatérios (KUMMER & COELHO, 2002). A expressao da
COX-2 foi encontrada em varios tumores humanos, incluindo em colon,
pulm&o, mama, géstrico, prostata, cabeca, pescoco e bexiga (DEMPKE et
al., 2001, THUN et al., 2002). A COX-2 também tem sido demonstrada em
neoplasias que acometem os cdes, como carcinomas de células
escamosas (ALMEIDA et al, 2001, MOHAMMED et al., 2004),
carcinomas de células renais (KHAN et al., 2001), carcinoma de células
transicionais (KHAN et al., 2000, MOHAMMED et al, 2004),
adenocarcinomas prostéaticos (BOUTEMMINE et al., 2002, MOHAMMED
et al.,, 2004) e neoplasias intestinais (MCENTEE et al., 2002). Uma
expressao minima tem sido evidenciada em alguns tumores
mesenquimais e linfoma (MOHAMEED et al., 2001). Recentemente, a
expressao da COX-2 foi demonstrada em tumores mamarios caninos, de
maneira mais frequente e intensa em tumores malignos do que em
benignos, sugerindo que a COX-2 pode estar associada com a evolugéo
dos tumores para formas malignas (DORE et al., 2003). Com efeito, com
base em estudos da expressdo da COX-2 em certos tipos de cancer, tem
sido proposto o uso de farmacos inibidores da COX-2 na prevengéo e no
tratamento de neoplasias (BOONSODA & WANIKIAT, 2008).

O presente estudo procurou revisar 0S principais aspectos da

expressao da ciclooxigenase-2 nos carcinomas mamarios em cadelas.



2. Revisao de Literatura

Nas ultimas décadas, diferentes autores tém investigado o papel
da COX-2 em varios tipos de canceres em humanos e em animais
(TAKETO, 1998), bem como comparado 0s principais aspectos da
fisiopatologia dos tumores espontaneos mamarios caninos com o cancer
de mama em humanos (VAIL & MaCEWEN, 2000; MOHAMMED et al.,
2004). Evidéncias apontam as mdultiplas acdes da superexpressdo da
enzima COX-2 nas neoplasias, como o0 aumento na producdo de
prostaglandina E2 (PGE2) que contribui para a malignidade tumoral
(PARHAR & LALA, 1988; BROCK et al., 1999) e supressdo do sistema
imune (SHARMA et al., 2003). A maior expressdo de COX-2 nas células
tumorais estimula a angiogénese (GROSCH et al., 2006), uma vez que
esta enzima possui acdo reguladora sobre varios fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular — VEGF
(Vascular endothelial growth factor) — e o fator de crescimento de
fibroblastos — FGF (Fibroblast growth factor) (LAVALLE et al., 2008). A
neovascularizagdo promove a nutricdo e o crescimento tumoral, além de
contribuir na metastatisacdo (DEMPKE et al., 2001).

A COX-2 também tem sido relacionada a inibicdo da apoptose.
Sugere-se que a sintese de PGE2, a inibicao da proteina pro-apoptética
bax (B-cell lymhoma 2-associated protein X) e a superexpressdo da
proteina anti-apoptética bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2) contribuam
para a inibicdo da apoptose (CHOW, et al.,, 2005), o qual permite o
prolongamento no tempo de vida da célula tumoral, favorecendo,
portanto, o acumulo sequencial de mutagfes, as quais podem aumentar o
risco da carcinogénese (DEMPKE et al., 2001). Outros mecanismos pelos
quais a COX-2 contribui para o desenvolvimento tumoral incluem a

facilitacdo de adesdo celular e 0 aumento da capacidade da célula
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tumoral em invadir tecidos locais e sitios distantes do tumor primario
(DUNCAN & LASCELLES, 2007).

As recentes descobertas da presenca da COX-2 em diversos tipos
de tumores em humanos e em cées, tém estimulado estudos visando
determinar a expressado e o papel da COX-2 nos carcinomas mamarios
espontaneos em cadelas, muitas vezes associando esta expressdo com o
tipo histolégico da neoplasia (HELLER et al., 2005).

Doré et al. (2003) avaliaram pioneiramente a expressao da COX-2
em 147 casos de tumores mamarios caninos utilizando o método de
imunohistoquimca no diagnéstico. No mesmo estudo, quatro amostras de
tecido mamario de cadelas normais também foram avaliadas para a
presenca de expressdo da COX-2. Foi observado que 63 adenomas
(24%) e 84 adenocarcinomas (36%) expressaram algum grau da COX-2 e
gue a intensidade dessa expressdo foi significantemente maior nas
neoplasias malignas. Os resultados das amostras de tecidos de glandula
mamaria normal foram negativos para COX-2 em todos 0s casos.

Heller et al. (2005) analisaram 50 amostras de trés tipos de
tumores mamarios malignos caninos (adenocarcinoma, carcinoma solido
e carcinoma anaplasico) pelo método de imunohistoquimica, atribuindo
notas aos tumores que expressaram positividade para a COX-2, em
relacdo a sua distribuicdo e a intensidade nas células. Os resultados
revelaram marcacdo positiva da expressdo da COX-2 em 56% das 50
amostras tumorais analisadas. A expressdo da COX-2 nas neoplasias
estudadas revelou que 46% dos adenocarcinomas (n=37), nenhum dos
carcinomas solidos (n=2) e 100% dos carcinomas anaplasicos (n=11)
expressaram alguma marcacdo da COX-2. Os achados deste estudo
revelaram que os tumores pouco diferenciados expressaram a COX-2
com maior intensidade e freqiéncia quando comparados com tumores
mais diferenciados, como os adenocarcinomas. Estes achados foram
também similares aos encontrados em carcinoma mamario em humanos

(RISTIMAKI et al., 2002). Os dois carcinomas solidos ndo apresentaram
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nenhum grau de expressdo de COX-2. Tal fato poderia ser atribuido ao
comportamento bioldgico deste tipo histolégico de tumor.

Queiroga et al. (2005) investigaram 129 carcinomas mamarios
espontaneos de 57 cadelas de diferentes racas, com idade variavel entre
6 e 14 anos de idade. Os tumores foram analisados quanto ao tamanho,
aderéncia a pele elou tecidos adjacentes e quanto a presenca de
ulceracdo de pele. Os linfonodos regionais também foram inspecionados
guanto a possivel acometimento metastatico. As 129 lesdes mamarias
caninas (22 displasias, 40 tumores benignos, 57 carcinomas mamarios
nao inflamatérios e 10 carcinomas mamarios inflamatérios) foram
submetidas a exames histopatologicos. Os valores de COX-2 entre 0s
grupos tumorais foi significantemente diferente, com excecéo entre as
displasias e os tumores benignos. Nos carcinomas nao inflamatorios, a
deteccdo da COX-2 foi mais alta nos tumores ulcerados quando
comparados aos tumores nao ulcerados. Ademais, a detec¢cédo da COX-2
foi superior em tumores maiores quando comparados a tumores menores.
Igualmente, os niveis de COX-2 encontravam-se significantemente
elevados em tumores com rapida taxa de crescimento, aderidos a pele e
em tumores com aderéncia aos tecidos subjacentes. O acompanhamento
de sobrevida foi realizado com 25 animais com tumores malignos
carcinomas nao inflamatorios. O periodo médio de acompanhamento foi
de 18 meses, e revelou que os tumores que possuiam maiores valores de
expressdo de COX-2 apresentaram maiores taxas de reincidéncia e de
metastase. Desta forma, a expressdo de COX-2 foi relacionada a reducao
do periodo de sobrevivéncia em cadelas com tumores mamarios malignos
nao inflamatorios.

Relatos na literatura oncolégica humana e veterinaria tém descrito
a acao quimiopreventiva e antitumoral dos inibidores de COX-2 contra o
cancer de bexiga, cancer de cdllon e outros carcinomas (BEAM et al.,
2003; HENRY, 2003). Os ensaios clinicos de Giardiello et al. (1995) com

antiinflamatérios nédo esterdides em pacientes humanos com polipos



12

adenomatosos intestinais evidenciaram que o tratamento com estes
farmacos promove a regressdo dos adenomas pré-existentes. Em
modelos de carcinogénese mamaria em camundongos, o inibidor seletivo
para a COX-2 (celecoxib) reduziu o desenvolvimento do tumor mamario e
o tamanho de tumores pré existentes (HARRIS et al.,, 2000). Estes
estudos indicam a acdo da COX-2 na patogénese do cancer e sugerem
que a inibicdo desta enzima utilizando antiinflamatorios inibidores
seletivos de COX-2, pode ser efetivo na quimioprevencéao e tratamento do
cancer (BOONSODA & WANIKIAT, 2008).

CHOW et al., (2005) propde também que o uso de inibidor de
COX-2 associado a quimioterapia pode se constituir em boa opc¢ao no
tratamento de cancer de mama em cadelas. Lavalle et al. (2008) observou
que, apos a excisdo cirargica, a administracdo de piroxicam (inibidor nédo
seletivo para COX-2) associado ao uso de carboplatina em cadela que
apresentava carcinoma mamario tubulopapilar grau 1l, com
comprometimento de linfonodos regionais, e positividade para a
expressao da COX-2, permitiu boa evolucdo clinica da paciente, sem
recidiva ou ocorréncia de metastase pulmonar durante um periodo de 810
dias de acompanhamento do animal.

A comparagédo do uso de piroxicam e da doxorrubicina em casos de
carcinoma mamario inflamatério em cadelas com expressdo da COX-2
revelou estabilizacdo da progressao da doenca por 185 dias em todos os
animais tratados com piroxicam, com sobrevida somente de 7 dias para
animais tratados apenas com doxorrubicina.

O uso de antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) tem mostrado
bons resultados em certos tipos de carcinomas. A aplicacdo dos
inibidores da COX-2 em medicina veterinaria ainda € limitada devido a
escassez de informagfes sobre a eficacia e seguranca do farmaco, bem
como 0 numero doses de aplicacdo e associacdo a outros
quimioterapicos (BOONSODA & WANIKIAT, 2008).
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3. Consideracdes Finais

A enzima COX-2 tem sido utilizada recentemente como importante
marcador biolégico na deteccdo da evolucdo de neoplasias de mama em
cadelas assim como em diferentes tumores em medicina humana.

Devido a diversidade histologica dos tumores mamarios, ha grande
variagdo na expressdo da COX-2 nos diferentes tipos de tumor. A
expressao de COX-2 mostrou-se elevada nos tumores malignos e com
pior prognostico, como carcinomas anaplasicos e inflamatérios. No
entanto, a real implicagdo da COX-2 ainda néo foi totalmente elucidada, e
tem sido pesquisada associada a outros mecanismos carcinogénicos,
como fatores de crescimento, citocinas, oncogenes, genes supressores
tumorais. Além disso, a presenca desta enzima tem sido investigada
também nos tecidos normais adjacentes a formacéo neoplasica, de forma
a estabelecer a possivel influéncia da COX-2 entre 0s componentes
teciduais.

O uso dos antiinflamatérios néo esteroidais (AINES) tem mostrado
bons resultados, nos carcinomas transicionais de bexiga em cées. Com
efeito, a administracdo destes farmacos mostra resultados promissores na
terapia de neoplasias em medicina veterinéria, particularmente nos casos

de carcinomas mamarios espontaneos em cadelas.
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