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O câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum no sexo feminino nos 

países industrializados constituindo a segunda causa de morte neste grupo.  No Reino 

Unido aproximadamente 40.000 mulheres desenvolverão a doença a cada ano (Mazhar 

et al, 2006). Nos Estados Unidos, durante os anos de 1990 a 2000 a taxa de incidência 

do câncer de mama vinha aumentando cerca de 3% ao ano, no entanto a partir de 2003 

a incidência da doença iniciou leve declínio. Esta redução deve-se principalmente a 

dois motivos: a melhoria dos programas de rastreamento da doença nas mulheres 

acima de 45 anos de idade e, principalmente, devido à redução do uso indiscriminado 

da terapia de reposição hormonal no grupo de mulheres entre 50 e 69 anos de idade 

(Jemal, Ward , 2007; Jemal, Siegel, 2008; Brewster et al, 2009).  

 

No Brasil, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Câncer), constitui a 

segunda neoplasia maligna de maior incidência no sexo feminino, perdendo apenas 

para os tumores de pele do tipo não melanoma. Para o ano de 2010 a estimativa é de 

49.240 casos novos de câncer de mama, com um risco estimado em 49 casos a cada 

100.000 mulheres, acarretando a maior mortalidade entre os cânceres que acometem o 

sexo feminino. É o câncer mais incidente entre as mulheres na região sudeste do país, 

com taxa bruta de 65 casos por 100.000 mulheres. (INCA, 2010). 

 

A despeito do diagnóstico precoce e dos avanços no tratamento do câncer de 

mama, a morbidade e mortalidade associadas a esta doença permanecem elevadas; a 

prevenção primária, portanto, parece oferecer as melhores chances de impacto sobre 

esta neoplasia, sendo esta embasada na quimioprevenção, assim como na modificação 

de estilo de vida e nas cirurgias redutoras de risco (mastectomia e ooforectomia 

bilaterais) (Prichard et al, 2003; Thomsen et al, 2008). 

 

Quimioprevenção é definida como o uso sistêmico de agentes químicos naturais 

ou sintéticos, para reverter ou suprimir a passagem de lesões pré-malignas para 

carcinomas infiltrativos (Sporn et al, 1976). Entre estes se destacam os moduladores 

seletivos de receptor de estrogênio (SERM), os retinóides e os inibidores da aromatase 

(IA) e da ciclooxigenase-2 (COX-2) (Prichard et al, 2003). 
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Ao que tudo indica, o câncer de mama é o resultado da interação de fatores 

gênicos com estilo de vida, hábitos reprodutivos e o meio ambiente (Johnson-

Thompson, Guthrie, 2000). Todos os cânceres de mama têm origem gênica; acredita-se 

que 90%-95% deles sejam esporádicos (não-familiares) e decorram de mutações 

somáticas que se verificam durante a vida, e que 5%-10% sejam hereditários 

(familiares) devido à herança de uma mutação germinativa ao nascimento, que confere 

a estas mulheres suscetibilidade ao câncer de mama (Bilmoria et al, 1995).  

 

No grupo de mulheres com alto risco familiar para o desenvolvimento do câncer 

de mama podemos citar a presença de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 (Dufloth 

et al, 2005). Segundo o estudo metanálico realizado por Chen, Parmigiani (2007) 

pacientes que apresentam estas mutações têm um risco de desenvolvimento do câncer 

de mama de 57% e 49% respectivamente.   

 

Ainda que o processo carcinogênico deva ser conduzido por mutações gênicas, 

existem, claramente, muitas variáveis epigenéticas, particularmente aquelas 

relacionadas com ações autócrinas, parácrinas e endócrinas de moléculas reguladoras. 

As modulações farmacológicas destas vias reguladoras oferecem grande potencial para 

a prevenção do câncer (Badawi et al, 2002). 

 

Conforme assinalado, uma das estratégias relacionadas com a quimioprevenção 

consiste no emprego dos inibidores da COX-2. Harris et al (2007), em estudo caso-

controle analisou o papel dos inibidores da COX-2 na quimioprevenção em carcinomas 

de mama, próstata, colon e pulmão observando redução significativa no risco de 

desenvolvimento destas neoplasias em 71%, 55%, 70% e 79% respectivamente. Em 

estudo semelhante observou-se que o risco de câncer de mama pode ser reduzido de 

forma significativa em pacientes que utilizam de maneira rotineira anti-inflamatórios não 

esteroidais, tais como aspirina ou inibidores da ciclooxigenase, em 25% (Harris et al, 

2009). 
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A COX-2 pode estar expressa no carcinoma ductal infiltrativo (CDI), carcinoma 

ductal in situ (CDIS), assim como nas hiperplasias atípicas. Visscher et al (2008), 

realizaram análise por meio de imunoistoquímica da expressão da COX-2 em 235 

mulheres com hiperplasia atípica, e observaram que o risco do desenvolvimento do 

câncer de mama foi estatísticamente significante nas mulheres que apresentavam  

expressão da COX-2, concluindo que a quimioprevenção com inibidores da COX-2 

pode ser benéfica neste grupo de pacientes ( Visscher et al, 2008).  
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1.1. CICLOOXIGENASE-2 

 

 A ciclooxigenase é enzima que catalisa a conversão do ácido aracdônico em 

prostaglandinas e se apresenta como duas isoenzimas: a COX-1 e a COX-2 (Shim, 

Jung, 2003). A primeira é constitutiva e medeia funções fisiológicas normais e a 

segunda é indetectável na maioria dos tecidos normais sendo induzida por citocinas, 

fatores de crescimento, oncogenes e promotores tumorais, assim contribuindo para a 

síntese de prostaglandinas (PGs) em quadros inflamatórios e em tecidos tumorais 

(Fosslien, 2000; Dempke et al, 2001). 

  

Half et al (2002) avaliaram, por meio de análise imunoistoquímica, a presença da 

COX-2 no carcinoma ductal infiltrativo (CDI), assim como em carcinoma ductal in situ 

(CDIS) em 57 casos de câncer de mama. Constataram que a COX-2 estava presente 

em 43% dos tumores infiltrativos e em 63% dos CDIS. 

 

Shim, Gauthier (2003), analisaram a expressão da COX-2, por meio de análise 

imunoistoquímica, empregando anticorpos policlonais, em 46 casos de CDIS e no 

epitélio normal adjacente a este, assim como sua relação com o grau nuclear.  A 

expressão da COX-2 foi observada em 85% dos CDIS, mostrando relação direta com o 

grau nuclear (p= 0,048). Observaram ainda que a expressão no epitélio normal 

adjacente era sempre mais intensa que a observada no CDIS. Em estudo subsequente, 

estes mesmos autores encontraram positividade para a COX-2 em 72% dos casos 

analisados de tumores mamários e demonstraram que a supreexpressão da COX-2 

está relacionada com tumores infiltrativos de estádios mais avançados, e quando 

analisaram somente os casos de CDIS encontraram 76% de positividade, sugerindo 

que a superexpressão da COX-2 esteja envolvida na progressão para o tumor 

infiltrativo (Shim,Jung, 2003). 
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Oliveira et al (2006), analisaram a expressão da COX-2 nos CDI, CDIS e epitélio 

normal e correlacionaram estas expressões com grau nuclear, grau histológico e 

presença de comedonecrose. Como resultados encontraram a positividade da COX-2 

em 87% dos casos de CDI, em 85% dos casos de CDIS e em 74,5% dos casos epitélio 

normal. Estes dados mostraram alta correlação entre a expressão da COX-2 no CDI, 

CDIS e epitélio normal (p 0,001).  

 

 A COX-2 contribui para o desenvolvimento de várias neoplasias malignas, dentre 

as quais podemos citar o carcinoma de colon, estômago, próstata, bexiga e mama, 

atuando na carcinogênese de várias formas, incluindo efeitos sobre apoptose, 

proliferação celular, imunomodulação, agressão do tumor, neo angiogênese e invasão 

tumoral. (Shim, Jung, 2003; Hawk et al, 2003). 

  

 No câncer de mama a COX-2 desempenha vários papéis dentre os quais 

podemos citar: inibição da apoptose por meio da indução da prostaglandina E2 (PGE2) 

levando a aumento da expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 (B-cell 

lymphoma/leukemia-2) e diminuição da proteína pró-apoptótica Bax (B-cell lymphoma 2-

associated protein X) e promoção da neoangiogênese (Krcova et al, 2008).  

 

 A apoptose é dependente da proteína anti-apoptótica Bcl-2 e também da Bax e 

Bak, que são proteínas promotoras da apoptose celular. No câncer de mama a Bax 

desempenha papel essencial como um facilitador da apoptose, função esta que 

assegura o balanço entre o principal membro antiapoptótico desta família, o Bcl-2 

(Martínez-Arribas et al, 2008).  

 

Alguns autores têm estudado a correlação entre a expressão da COX-2 e sua 

relação com as proteínas Bcl-2 e Bax. Shing et al (2008), observaram que em cultura de 

células MCF-7 de câncer de mama com hiperexpressão da COX-2, também 

apresentavam níveis altos da proteína BCL-2 chegando à conclusão que estes tumores 

têm uma maior agressividade e um pior prognóstico.  
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Zhu et al (2008), analisaram o efeito do inibidor de COX-1 e COX-2 derivado do 

acido acetil salicilico em cultura celular de câncer de mama. Como resultados 

observaram que este anti-inflamatório aumenta a expressão da Bax e diminui a 

expressão da COX-2 e do Bcl-2. Concluiram que esta medicação tem um efeito 

antitumoral nas células do câncer de mama mediada pela indução da apoptose por 

meio de supressão  da COX-2 e do Bcl-2 e conseqüentemente aumento na expressão 

da Bax.  

 

Ristimäki et al (2002), observaram que a COX-2 se correlaciona de forma  

positiva com o antígeno de proliferação celular Ki-67/MIB (Molecular Immunology 

Borstel). Analisando a expressão da COX-2 em 1576 casos de CDI observaram que 

nos casos de superexpressão da COX-2 (37,4% dos casos) os índices de Ki67 estavam 

altos (p<0,0001), caracterizando uma maior agressividade tumoral.    

 

Boland et al (2004) estudaram a expressão da COX-2 no CDIS e observaram 

que naqueles tumores que apresentavam altos índices de Ki67 houve associação 

positiva com a superexpressão da COX-2 em 79% dos casos; já nos casos onde o Ki67 

estava baixo a COX-2 estava superexpressa em apenas 55% dos casos (p<0,0001). O 

autores concluiram que esta associação do Ki67 com a COX-2 nos CDIS confere um 

maior potencial de invasão.  

 

Põld et al (2004) em cultura celular de câncer de pulmão que superexpressam 

COX-2 observaram que as mesmas apresentam um incremento dos mecanismos anti 

apoptóticos e mitogênicos induzidos pelo IGF-1 (fator de insulina like 1). 

 

Levitt et al (2004), realizaram estudo avaliando a ação de um inibidor seletivo da 

COX-2 (celecoxibe) em cultura célular de câncer de mama, observando que a 

diminuição da expressão da COX-2 determina a diminuição da expressão do IGF-1 e 
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consequentemente da proliferação celular  por mecanismo envolvendo a indução da 

expressão da IGFBP3 (insulin-like growth factor binding protein 3).  
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1.2. Bax e Bcl-2 

  

A Bax, B-cell lymphoma 2-associated protein X, e o Bcl-2, B-cell lymphoma 2, 

referem-se a uma família de genes relacionados ao controle da apoptose celular. Suas 

proteínas regulam a permeabilidade da membrana externa da mitocôndria e podem ser 

pró-apoptóticas (Bax, Bad, Bak e Bok, entre outros) e anti-apoptóticas (Bcl-2 

propriamente dito, Bcl-xL, e Bcl-w, entre outros) (Chao et al, 1998).  

 

 A apoptose é, em geral, caracterizada pela condensação da cromatina e pela 

degradação do DNA genômico em fragmentos oligonucleossomais. Caracteriza-se pela 

retração celular, perda da aderência com matriz extracelular e células vizinhas e 

fragmentação celular em corpos apoptóticos (Amarante-Mendes 2003; Grivicich et al 

2007). 

 

Existem duas vias principais que levam a célula à apoptose, a extrínseca 

(citoplasmática) e a intrínseca (mitocondrial). A primeira delas, a extrínseca, é 

desencadeada pela ligação de ligantes específicos a um grupo de receptores de 

membrana da superfamília dos receptores de fatores de necrose tumoral (TNF), cuja 

ligação ativa a via das caspases. A outra via, a intrínseca ou mitocondrial, é ativada por 

estresse intracelular ou extracelular como a deprivação de fatores de crescimento, 

danos ao DNA, hipóxia ou ativação de oncogenes. Os sinais que são transduzidos em 

resposta a estes insultos convergem principalmente para a mitocôndria, que integra os 

estímulos de morte celular que levam a liberação de moléculas pró-apoptóticas (Bax, 

Bid e Bak) nela presentes (Grivicich et al, 2007). 

 

A Bax é uma proteína pró-apoptótica que em conjunto com a Bcl-2 (proteína 

antiapoptótica que inibe a apoptose através da inibição da liberação do citocromo c 

mitocondrial) são responsáveis pelo equilíbrio celular. Após um estímulo de morte 

celular, a Bcl-2 inibe a permeabilização da membrana externa da mitocôndria, pelo 
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sequestro de Bax ou por competir por sítios que seriam ocupados pela Bax na 

membrana externa mitocondrial (Adams et al, 1998). 

 

A ação de inibir a apoptose do Bcl-2 ocorre através inibição da ação do 

citocromo c na mitocôndria, evitando a cascata de eventos que resulta no 

comprometimento do potencial de membrana externo da mitocôndria que, em 

contrapartida, ativa a caspase 9 e subsequentemente a apoptose (Nadler et al, 2008). 

  

 A proteína Bcl-2 regula a apoptose estando presente na membrana mitocondrial, 

apresentando ampla distribuição tecidual. No câncer de mama tem papel fundamental 

na facilitação da apoptose, assegurando uma harmonia entre os principais membros de 

sua família. Atua como um protooncogene estando presente em vários tipos de 

tumores. No câncer de mama sua expressão está associada com prognóstico favorável, 

tumores de baixo grau, positividade para receptores hormonais e baixo status de 

proliferação celular (Callagy et al 2006; Callagy et al 2008; Martínez-Arribas et al 2008). 

 

A apoptose tem sido reconhecida pela sua importante ação tanto na formação do 

tumor quanto na resposta ao tratamento. A Bax tem a função de acelerar a apoptose e 

a perda da sua função tem sido observada nos tumores de pior prognóstico, 

associando-se também com a resistência a quimioterapia e piora no prognóstico em 

pacientes com câncer de pâncreas e ovário. Inversamente, o protooncogene Bcl-2 

deveria realizar o papel antiapoptótico de neutralizar a ação pro-apoptótica da Bax. O 

gene Bcl-2 é também conhecido pelo seu papel na sobrevivência celular e na 

prevenção da apoptose induzida por agentes quimioterápicos (Kim et al, 2008).  

 

 A expressão do Bcl-2 é associado com prognóstico favorável quando temos 

tumores de tamanho pequeno, baixo grau nuclear e positividade de receptores de 

estrogênio. Linjawi et al (2004), em estudo retrospectivo com 75 pacientes com 

carcinoma ductal infiltrativo estádio IA, identificaram que nem a expressão do Bcl-2 nem 

da Bax associaram-se com aumento da sobrevida livre de doença e sobrevida global. 
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Os tumores que apresentaram-se status hormonal positivo foram 64 dos 75 pacientes, e 

dentre os casos com receptor positivos e que expressaram Bcl-2 73% foram receptor de 

estrogênio (RE)  positivos (p=0,017) e 45% foram receptor de progesterona (RP) 

positivos ( p = 0,027).  

Bachmann et al (2007), em estudo prospectivo, investigaram 274 pacientes com 

carcinoma infiltrativo unilateral e analisaram a expressão da Bcl-2 correlacionando-a 

com a sobrevida. Observaram que a expressão aumentada do Bcl-2 teve associação 

significativa com sobrevida em 215 casos (p=0,009) e com metástases axilares 

(p=0,008).  

 

Madjd et al (2009), estudaram o aumento da expressão do Bcl-2 nos tumores 

mamários e identificaram que os altos índices do Bcl-2 correlacionaram-se com tumores 

de baixo grau (P < 0,001) e com baixo comprometimento linfonodal axilar (P < 0,05). 

Desta forma concluiram que os tumores mamários que apresentam aumento da 

expressão da Bcl-2 são aqueles com baixas taxas de proliferação e morte celular, 

enquanto os tumores com deficiência desta proteína apresentam elevado turnover 

celular pela ausência da proteína antiapoptótica Bcl-2, podendo considerá-lo como fator 

prognóstico independente.  

 

 O aumento da expressão do Bcl-2 tem sido observado em tumores mamários 

receptores de estrogênio e de progesterona positivos, o que pode estar associado a 

melhora na sobrevida da doença (Nadler et al, 2008).  Em estudo de casuística 

expressiva conduzido por Callagy et al (2006), incluindo 930 casos, mostraram que o 

aumento da expressão do Bcl-2 é um forte preditor de sobrevida, independente do 

índice prognóstico de Nottingham, índice este que classifica as pacientes com tumores 

infiltrativos da mama em três grupos distintos de acordo com o tamanho do tumor, grau 

histológico e status linfonadal axilar, e também pode estar associada a um melhor 

prognóstico mesmo entre pacientes com alto risco de desenvolverem metástases a 

distância, com mais de dez linfonodos comprometidos (Galea et al, 1992).  
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 Pacientes que apresentam aumento na expressão do Bcl-2 tem um prognóstico 

melhor do que aquelas que apresentam baixa expressão. Segundo estudo realizado por 

Jung et al, 2009, que avaliaram 1080 pacientes com câncer de mama estádio clínico I,  

encontraram que a hiperexpressão do Bcl-2 foi associada a melhora na sobrevida 

global quando comparados com os casos com baixa expressão do Bcl-2.   

 

Yang et al (2007), estudaram a correlação entre a expressão do HER-2, PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen), Bcl-2 e Bax no prognóstico das pacientes com 

carcinoma mamário em relação a sobrevida. Como resultados encontraram taxas de  

sobrevida global em 5 anos de 82% e sobrevida livre de doença de 38%. Observaram 

ainda que a Her-2 e a Bax tem significativa influência na recorrência tumoral (P<0,001) 

e correlacionam-se com recorrência local e metástases a distância (P<0,05 e P<0,01) e  

que a Bcl-2 e a  Bax são fatores preditores independentes de sobrevida global (P<0,05). 

Concluiu que a HER-2 e a Bax se relacionam com pior prognóstico no câncer de mama, 

enquanto a Bcl-2 está relacionada com melhor prognóstico. 
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 1.3. Ki67/MIB 

 

Gerdes et al (1983) descreveram o anticorpo monoclonal murino denominado Ki-

67, capaz de reconhecer um antígeno nuclear associado à proliferação. O Ki-67/MIB 

(Molecular Immunology Borstel) é um anticorpo monoclonal de camundongo da classe 

IgG1, obtido da fração nuclear bruta das células de Sternberg-Reed da doença de 

Hodgkin, derivado da linhagem celular L-428. (Gerdes et al.,1984; Brown et al 1990). 

Está localizado no núcleo, possivelmente associado ao nucléolo ou a componentes 

fibrilares, estando presente em todas as fases ativas do ciclo celular, ou seja, G1, S, G2 

e M, mas ausente na fase G0. (Gerdes et al.,1984; Brown et al 1990; Parrado et 

al.,1996; Goodson et al.,1998) 

 

O Ki-67 foi extensamente estudado no carcinoma mamário, sendo destacado 

como fator prognóstico independente de sobrevida e recorrência tumoral. Estes estudos 

envolveram juntos mais de 4600 casos, provando que o Ki-67 é um fator prognóstico 

significante, inclusive em análises multivariáveis. Sua expressão está  relacionada com 

o número de células em proliferação e não ao tempo necessário para completar um 

ciclo intermitótico, definindo um estado e não uma taxa de proliferação, pois o Ki-67 

informa se uma célula está no ciclo, mas não à sua duração (Scholzen,Gerdes,2000). 

 

Alguns autores referem aumento da expressão do antígeno Ki-67 com a 

progressão das fases do ciclo celular, tanto em tecidos normais quanto nos 

neoplásicos. A maior expressão é observada durante a fase G2/M, enquanto células no 

início do ciclo celular, fases G0/G1(G1T) e G1 têm pouca ou nenhuma expressão do Ki-

67. (Gerdes et al 1984; Guillaud et al 1989; Verheijen et al 1989; Dettmar et al 1997).  
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Jalava et al (2006), em estudo com 2.065 casos de CDI observaram que o Ki67 

pode ser considerado um fator prognóstico independente, assim como status linfonodal 

axilar, tamanho do tumor, idade e grau histológico. Corroborando o exposto, Viale et al 

(2008) avaliaram o valor preditivo e prognóstico do Ki67 em pacientes que utilizavam 

terapia hormonal para o tratamento do câncer de mama e observaram que altos níveis 

de Ki67 estavam associados a fatores prognósticos desfavoráveis e menor sobrevida 

livre de doença. 

 

Harris et al (2008), em estudo metanalítico envolvendo 85 estudos com 32.825 

pacientes com carcinoma mamário em estádio inicial, verificaram que altos índices do 

Ki67 estam relacionados com piora na sobrevida global concluindo que estes tumores 

tem uma agressividade maior. Também verificaram que tumores com alto índice de 

Ki67 podem estar relacionados com uma maior probabilidade destas pacientes 

apresentarem mestástases linfonodal. 

 

Um estudo conduzido por Santisteban at al (2009) avaliando a expressão do 

Ki67 em casos de hiperplasia atípica da mama e observaram que a incidência do 

câncer de mama em um período de dez anos após o diagnóstico foi maior nos casos 

onde houve alta expressão do Ki67 (14%) comparado com somente 3% nos casos de 

baixo índice do Ki67, entretanto em um período superior a dez anos não houve 

diferença entre os dois grupos. Concluiram então que o Ki67 pode ser considerado um 

biomarcador de risco de câncer de mama nos casos de hiperplasia atípica que está 

relacionado com o tempo.  

 

O Ki67 pode ser utilizado como marcador de eficácia terapêutica em pacientes 

com câncer de mama que se submetem a tratamento neoadjuvante. Dowsett et al 

(2007), estudaram a expressão do Ki67 em 158 pacientes com receptores hormonais 

positivos, mensurando o nível do Ki67 nas amostras de tumores antes e após duas 

semanas de terapia endócrina. Observaram que alta expressão do Ki67 após duas 

semanas de terapia endócrina foi associada com menor sobrevida livre de doença 
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concluindo que o nível do Ki67 após curto período de terapia endócrina neoadjuvante 

pode ser considerado um marcador prognóstico nestas pacientes.  

 

Altos níveis de proliferação celular podem ser considerados como um valor 

preditivo de resposta ao tratamento. Mudanças na proporção de células com Ki67 

positivas tem sido observada após duas semanas de tratamento neoadjuvante, sendo 

que uma queda do Ki67 nestes casos mostram uma melhor evolução no tratamento 

destes tumores. (Dowsett et al 2004; Makris et al 1999). Minckwitz et al (2008) 

avaliaram a resposta clínica ao tamoxifeno após duas semanas de tratamento 

neoadjuvante e observaram que os tumores com baixa expressão do Ki67 tiveram 

melhor resposta ao tratamento do que os tumores com alto índice do Ki67.  

 

De acordo com o consenso de St Gallen de 2009, onde foi discutido o tratamento 

do câncer de mama, o Ki67 foi considerado importante na determinação do prognóstico 

e para a decisão da utilização de quimioterapia sistêmica (quando o Ki67 for alto) ou 

somente com hormonioterapia (quando o Ki67 for baixo) nos casos onde houver 

positividade dos receptores hormonais (Goldhirsch et al, 2009). 
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1.4. IGF1-R 

 

 Outro fator prognóstico importante nos estudos sobre câncer de mama é o IGF1-

R (receptor do fator de crescimento insulina like 1) que medeia ações biológicas do IGF-

1 e IGF-2 (fator de insulina like 2) estando expresso na maioria das células epiteliais do 

câncer de mama, sendo importante para a aquisição do fenótipo de malignidade 

(Sheen-Chen et al 2007; Werner & Bruchim 2009). 

  

 Os fatores de crescimento insulina-like 1 e 2 são reguladores de ações 

endócrinas, parácrinas ou autócrinas em vários processos biológicos tanto em células 

normais, quanto nas células neoplásicas. As ações do IGF-1 são mediadas 

principalmente pelo IGF1-R, enquanto que o IGF-2 estimula o IGF1-R e também o 

receptor de insulina (IR). Já está bem estabelecido que em vários tipos celulares a 

ativação do IGF1-R tem como função regular processos biológicos tais como a 

proliferação, diferenciação, sobrevivência celular, interação célula-célula e célula-

substrato, assim como crescimento tumoral independente do estímulo estrogênico, 

processos estes que promovem a tumorigênese. Existem fortes evidências de que a 

hiperexpressão do IGF1-R esteja relacionada com a etiologia do câncer de mama e 

prognóstico desfavorável (Surmacz 2000). 

 

Ellis et al (1998), descreveram que o IGF-1 é um peptídeo hormonal que atua 

localmente como fator de crescimento nas determinadas vias autócrinas e parácrinas 

da célula, promovendo mitoses, sobrevida celular e ação da insulina, sendo essencial 

para a embriogênese, fisiologia pós-natal e desenvolvimento do câncer.  A ação do 

IGF-1 está regulada por uma rede de proteínas ligantes e mecanismos de degradação 

que estão interrompidos no câncer de mama fazendo com que ocorra uma 

superexpressão de células malignas epiteliais, alteração no mecanismo da apoptose 

maior sensibilidade à ação estrogênica.   
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Deming et al (2007), estudando o papel do IGF-1 na sobrevida por câncer de 

mama, identificaram que o desequilíbrio no IGF-1 pode estar implicado na etiologia e 

progressão do câncer de mama. Demonstraram ainda que existe relação entre a 

sobrevida livre de doença em mulheres com câncer de mama e status menopausal 

definido, onde encontraram que há maior risco de morte em mulheres com 

superexpressão do IGF-1  na pós-menopausa .  Por outro lado, Sheen-Chen et al 

(2007), analisaram espécimes cirúrgicos de 106 pacientes com carcinoma infiltrativo da 

mama que expressavam IGF-1 não observando relação significativa entre a expressão 

do IGF-1 e a taxa de sobrevida também não encontraram associação  com o status do 

receptor de estrogênio.  

 

Wu et al (2010), demonstraram que o estrogênio, substância importantíssima 

para a carcinogênese mamária, regula e é influenciado pelo IGF-1. Em estudo caso 

controle visando para avaliar o papel do IGF-1 como biomarcardor para o câncer de 

mama, analisaram o efeito em conjunto dos níveis de IGF-1 e do período de exposição 

ao estrogênio e identificaram que o risco de câncer de mama relacionado ao IGF-1 

difere de acordo com o status menopausal. Concluíram ainda que altos níveis de IGF-1 

aumentam o risco na pré-menopausa, mas não na pós-menopausa do desenvolvimento 

da doença. Além disso, elevadas concentrações de IGF-1 em conjunto com um 

prolongado período de exposição ao estrogênio estão associados significamente com o 

aumento do risco para o câncer de mama, particularmente tumores receptor de 

estrogênio positivos.  

 

O bloqueio do IGF1-R reduz a proliferação tumoral e outros fatores de 

progressão tumoral. Analise imunoistoquímica de tumores primários da mama 

revelaram que altos níves de IGF1-R estão relacionados a aumento da recidiva local em 

pacientes submetidas a cirurgia conservadora e resistência ao uso do trastuzumabe 

(anticorpo monoclonal utilizado no tratamento do câncer de mama em pacientes que 

superexpressão o Her2-neu).  Além disso, o status hormonal tem mostrado apresentar 

grande influência nos níveis e ação do IGF1-R (Werner & Bruchim 2009). 
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O IGF1-R está emergindo como um dos mais promissores como terapia 

molecular no tratamento do câncer. Múltiplos caminhos podem ser utilizados tais como: 

anticorpos contra o IGF1-R, inibidores da molécula quinase, ligação com proteínas IGF, 

combinação de terapias anti-IGF1-R e anticorpos contra IGF-1 e IGF-2 dentre outros 

(Werner, Bruchim, 2009). 

 

Estudos prévios mostraram que a aquisição do fenótipo maligno em carcinomas 

mamários iniciais se relacionam com o IGF1-R demonstrando seu papel na iniciação e 

promoção tumoral. Tumores em estádio inicial usualmente apresentam hiperexpressão 

do IGF1-R, enquanto tumores mestatáticos apresentam baixa expressão (Sarfstein et 

al, 2006). 

 

Shin et al (2007), realizaram estudo comparando a expressão do IGF1-R em 

doença mamária benigna e maligna em comparação com o tecido mamário normal 

adjacente. Verificaram que no grupo com doença mamária benigna houve 

hiperexpressão do IGF1-R tanto no tecido normal quanto no tecido com a doença 

benigna, e no grupo com tumores malignos a hiperexpressão do IGF-1R ocorreu 

principalmente nos locais de tecido mamário normal. Observaram ainda que pacientes 

com alta expressão do IGF1-R apresentam melhor prognóstico e maior período de 

sobrevida livre de doença, concluindo que a expressão do IGF1-R pode ser um fator 

prognóstico importante dentro do câncer de mama.  

 

Tendo em vista a escassez de estudos avaliando a interação entre a enzima 

COX-2 e os marcadores de apoptose Bcl-2 e Bax e os marcadores de proliferação Ki67 

e IGF1-R idealizamos este estudo para avaliar a interrelação entre estes biomarcadores 

nos carcinomas mamários ductais in situ e infiltrativos a fim de obter informações que 

possam a nos auxiliar na prevenção e tratamento do carcinoma mamário.  
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Desta forma, objetivamos avaliar em nosso trabalho: 

 

 

1.   A correlação entre a reação imunoistoquímica da enzima Ciclooxigenase-

2 e Bcl-2, Bax, IGF1-R e Ki67 nos carcinomas ductais in situ e infiltrativo 

presentes no mesmo espécime cirúrgico. 

 

2. Relacionar a presença destes biomarcadores com idade, tamanho do 

tumor, grau histológico, grau nuclear, status axilar linfonodal e status 

hormonal. 
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       3. CASUÍSTICA E MÉTODOS  

_____________________________________________________________________ 
         



 23 

3.1 CASUÍSTICA 

 

 Foi realizado estudo transversal aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

ISCMSP (Lista 1), na clínica de Mastologia do Departamento de Obstetrícia e 

Ginecologia da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de São Paulo (ISCMSP) em 

conjunto com o Serviço de Ciências Patológicas da mesma instituição, no período de 

agosto de 2002 a janeiro de 2008. As pacientes que consentiram em participar do 

estudo assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).  

 

No recrutamento, 885 pacientes com câncer de mama foram diagnosticadas e 

tratadas cirurgicamente. Dentre estas, foram selecionadas 110 pacientes com câncer 

de mama estádio clínico I, II e III que apresentavam carcinoma ductal infiltrativo e 

carcinoma ductal in situ concomitantes e satisfizeram nossos critérios de inclusão e 

exclusão; 46 foram submetidas a cirurgia conservadora e 64 à mastectomia (Lista 2).  

 

3.1.1 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

  

 As pacientes que apresentavam as seguintes condições foram excluídas do 

nosso estudo: uso de qualquer terapia neoadjuvante prévia; uso de tamoxifeno ou 

raloxifeno para quimioprevenção; utilização de terapia hormonal nas últimas oito 

semanas; grávidas ou que estivessem amamentando; uso de antiinflamatórios nos 

últimos 15 dias; submetidas a biopsia prévia com intervalo inferior a um mês da 

obtenção do espécime cirúrgico; que apresentavam obesidade mórbida e pacientes 

com doenças metabólicas. 
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3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 Foi realizada a fixação do material do estudo em solução de formaldeído 

tamponado a 10% sendo a seguir encaminhado ao Serviço de Anatomia Patológica da 

ISCMSP.  

 

 Após o estudo macroscópico dos espécimes, os fragmentos selecionados foram 

desidratados em álcool etílico, clareados pelo xilol e embebidos em parafina, para 

confecção dos blocos. Os blocos foram cortados por meio de micrótomo calibrado para 

cortes de 4 µm de espessura. Os cortes histológicos foram corados pelo método de 

hematoxilina e eosina (HE) e foi realizada a leitura em microscópio óptico comum.  

 

Os casos foram avaliados por dois examinadores, MALGS e GCMT, e os laudos 

emitidos de acordo com a padronização da Organização Mundial de Saúde, pelo 

Serviço de Anatomia Patológica da ISCMSP.  

 

Os CDIS foram classificados de acordo com a presença ou ausência de 

comedonecrose, em comedocarcinomas e não-comedocarcinomas. Utilizamos os 

critérios propostos por Dabbs et al (1993) e Elston & Ellis (1991) para a classificação 

dos CDI e CDIS quanto ao grau nuclear e histológico respectivamente. (Anexo 2) 

 

Os casos que apresentavam CDI e CDIS adjacentes foram selecionados para a 

confeçção do arranjo tecidual em matriz, consagradamente conhecido como tissue 

microarray (TMA), constando a marcação de dois locais nas lâminas de cada um dos 

tipos histológicos a serem estudados e seus os locais correspondentes a estas 

marcações nos blocos de parafina. Desta forma, para cada caso obtivemos quatro 

áreas marcadas, sendo duas delas com a presença de CDIS e duas com CDI 

totalizando 440 áreas visando a confecção do TMA. 
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3.2.2 – Tissue Microarray  (TMA) 

 

 A técnica de TMA constitui tecnologia eficiente proposta para determinar a 

expressão de proteínas ou genes por meio da junção de várias espécimes de tecido em 

uma única lâmina de microscópio sendo, portanto, uma técnica eficaz e econômica. 

Desta forma permite a homogeneização das reações imunoistoquímicas diminuindo 

vieses resultantes desses processos, outrossim otimiza a execução do estudo por 

permitir a inclusão de múltiplos casos em um único bloco de parafina. Outra vantagem 

da técnica é que cada espécime é tratada de maneira idêntica a outra, 

conseqüentemente a quantidade dos reagentes, o período de incubação e a 

temperatura são iguais em toda a lâmina e assim os resultados de sua coloração são 

perfeitamente comparáveis (Battifora 1986; Chen &Foran 2005; Hassan et al 2008). 

 

Cabe assinalar que são reconhecidas como desvantagens do TMA a significativa 

heterogeneidade entre as células tumorais e dentro dos tecidos, necessidade do 

emprego de padrão técnico adequado, que permita a obtenção de células puras, e a 

necessidade de repetição nos casos negativos quando a quantidade de tumor é 

pequena (Lakhani et al 2001; Sapino et al 2006). 

 Descrição da técnica de TMA  (Packeisen et al 2003, Rijn & Gilks 2004) ( Figuras 

1 e 2) 

1. Separação dos blocos de parafina previamente marcados com 4 pontos 

(blocos doadores) descritos acima, correspondentes às áreas de interesse ao 

estudo imunoistoquímico (Anexo 3).  

2. Utilização do aparelho para criar espaço vasado (“casela”) no bloco receptor; 

3. Extração, do bloco doador, de um cilindro tecidual de 1,0 mm de diâmetro da 

respectiva área de interesse previamente selecionada; 

4. Transferência do cilindro tecidual obtido do bloco doador para a “casela” 

previamente criada no bloco receptor com agulha de 1 mm; 
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5. Progressão, em frações de milímetros, a novas posições dentro do bloco 

receptor, de modo a criar coletânea de amostras teciduais seguindo 

disposição matricial; 

6. Avaliação da qualidade do bloco final  para armazenamento.  

 

 

 

Figura 1 – Confecção do TMA 

 

  

 
Figura 2: A- 3 blocos de TMA com os pontos referentes aos 110 casos. B- CDI/ CDIS 
com comedonecrose corados pelo HE em cortes de TMA -20X AO (aumento original). 

 

A 
 B  
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 As lâminas foram confeccionadas através de corte em micrótomo convencional 

calibrados para cortes de 4mm e o material depositado em lâminas silanizadas a 10% 

para a reação de imunoistoquímica (Figura 3). 

 

  

 

 

 

 

3.2.3. ESTUDO IMUNOISTOQUÍMICO 

  

Na análise da imunoistoquímica foram avaliadas as expressões dos seguintes 

anticorpos monoclonais COX2 e Bcl-2, o anticorpo policlonal Bax, o índice de 

proliferação Ki67 e o IGF1-R. A técnica imunoistoquímica utilizada no presente estudo 

foi realizada no Serviço de Anatomia Patológica da ISCMSP, obedecendo aos 

protocolos para as reações realizadas (Boenisch T, 2001) (Anexo 3).  

 

Os cortes foram incubados com os anticorpos primários preparados em solução 

previamente otimizada, de camundongos na COX-2, Bcl-2, Ki67 e IGF1-R e em coelhos 

na Bax. Para visualização da reação, os cortes foram tratados com substrato 

cromogênico (diaminobenzidina a 60 mg% em PBS associado a 1,5 ml de peróxido de 

hidrogênio a 20 volumes), por cinco minutos, a 37°C. Os cortes foram contra-corados 

com hematoxilina de Harris, seguiu-se desidratação e montagem em entellan com 

lamínula.  

A B 
 

Figura 3. Casos imunomarcados com a COX-2 escore 3: A 100 X Aumento 

Original; B 200 X Aumento Original. 
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A positividade da reação para identificação das células tumorais e os marcadores 

analisados foram sinalizados pela cor marrom (substrato cromogênico). Os anticorpos 

primários utilizados nas reações imunoistoquímica foram: Cox-2 clone CX-294 DAKO®, 

Bcl-2 clone 124 DAKO®, Bax clone 43-61 DAKO®, Ki67 clone MIB-1 DAKO® e IGF1-R 

clone 24-31 DBS® nas de diluições 1/80, 1/2000, 1/3000, 1/80 e 1/80 respectivamente.  

 

A expressão do complexo antígeno-anticorpo determinou a presença de 

coloração sépia nas áreas de positividade, podendo ser estas nuclear, citoplasmática 

ou de membrana a depender do marcador avaliado.  Os cortes foram também corados 

em hematoxilina e eosina e a análise foi realizada pelo método semi quantitativo, de 

acordo com os escores abaixo especificados.  

 

Os critérios utilizados, para a avaliação em escore das expressões 

imunoistoquímicas das enzimas COX-2 foram os mesmos empregados por Ristimäki et 

al (2002) (Tab. 1) 

 

TABELA 1. Escore utilizado para avaliação das expressão da COX-2. 

Escore Critérios avaliados para determinação do escore 

0 Não se observam células coradas 

1 

Citoplasma e membrana celular corados difusa e fracamente (deve 

apresentar, pelo menos, 10% das células coradas com intensidade 

forte). 

2 
Coloração citoplasmática granular e da membrana celular de moderada 

a forte em 10-90% das células. 

3 Mais de 90% das células coradas com intensidade forte. 
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Os critérios para classificarmos a expressão imunoistoquímica da Bcl-2, Bax, 

IGF1-R e Ki67 foram os mesmos utilizados para a determinação do escore do HER-2 

de acordo com o Herceptest® (Dako), (tabela 2). As células e núcleos positivos foram 

identificadas pela coloração marrom. (Ellis et al 2006) 

 

TABELA 2. Escore utilizado para avaliação das expressões da Bcl-2, Bax, IGF1-R e 

Ki67 

Escore Critérios avaliados para determinação do escore 

0 e 1 Menos de 10% de células  

2 

 

Menos que 30% das células marcadas com coloração fraca completa ou 

forte incompleta 

3 

 

Mais que 30% das células marcadas com coloração forte e completa nas 

células  

 

  

Quando realizamos a análise em subgrupos (faixa etária, tamanho do tumor, 

grau histológico e nuclear, status axilar e receptores hormonais) utilizamos os mesmos 

critérios adotados por Ristimäki et al (2002) para classificarmos a expressão 

imunoistoquímica em positiva ou negativa; desta forma, foram classificadas como 

negativas as pacientes com escores zero ou um e positivas as com escores dois ou 

três.  

 



 30 

3.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Procedemos a análise descritiva dos dados encontrados e a tabulação dos 

mesmos, para realização de testes paramétricos e não paramétricos. Os dados foram 

dispostos em tabelas explicativas, visando tornar fácil sua avaliação e interpretação.  

 

Os dados avaliados foram a expressão imunoistoquímica da COX-2, Bcl-2, Bax, 

IGF1-R e Ki67 no CDI e CDIS. Avaliamos ainda, a relação destas expressões com o 

grau nuclear, grau histológico, tamanho tumoral (tumores menores ou iguais a 2cm e 

tumores maiores de 2cm), idade das pacientes (pacientes com menos de 50 anos e 

aquelas com 50 anos ou mais de idade), comprometimento axilar e status hormonal. 

 

Todos os dados foram avaliados pelo programa de estatística SPSS® (Statistical 

Package for Social Sciences) versão 14.0, para microsoft windows. A única variável 

paramétrica avaliada foi a idade, sendo calculada sua mediana, variação média e 

desvio-padrão. 

As variáveis não paramétricas foram avaliadas, utilizando-se a análise de 

correlação de Spearman, sempre se comparando a proporção entre duas variáveis.  

 

Aplicamos o teste de Qui-quadrado, com o intuito de verificar possíveis 

diferenças entre os dois grupos etários (pacientes com menos de 50 anos de idade e 

com 50 anos de idade ou mais), os grupos constituídos por tumores menores ou iguais 

a 2cm e aquele com tumores maiores de 2cm, as variáveis grau nuclear,  grau 

histológico, comprometimento axilar e status hormonal. 

 

 Fixamos 5% como nível de rejeição da hipótese de nulidade para todos os 

parâmetros por nós avaliados (Bernard, 1986). 
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 4. RESULTADOS 

 

 Apresentamos a seguir nossos resultados obtidos a partir da análise estatística 

da pesquisa da expressão da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos CDI e CDIS que 

satisfizeram os critérios por nós adotados. 

 

 As pacientes do estudo encontravam-se entre 26 a 90 anos de idade, com média 

etária de 56,4 anos, apresentando desvio padrão de 12,81, e idade mediana de 55 

anos. 

 

 De acordo com a análise imunoistoquímica da expressão da COX-2, Bcl-2, Bax, 

IGF-1 e Ki67 nos 110 casos encontramos os seguintes resultados como positivos: 96  

casos (87%) em COX-2 no CDI e CDIS; 60 casos (55%)  em Bcl-2 no CDI e CDIS; na 

Bax 25 casos (23%) em CDI e 21 casos (19%)  em CDIS; no IGF-1 26 casos (24%) em 

CDI e em CDIS; e no Ki67 96 casos (87%) em CDI e CDIS.  

 

Realizando a análise estatística destes dados encontramos alta correlação entre 

a expressão da COX-2 presente no CDI com aquela observada no CDIS, o mesmo 

sendo observado para os outros biomarcadores analisados (p 0,001) (Anexo 4). 

Observamos ainda correlação positiva entre as expressões da COX-2 e IGF1-R 

(p=0,045) e negativa do Ki67 com o IGF1-R (p= 0,013 ) (Tabelas 3 e 4). 
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TABELA 3 – Correlação entre as expressões da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos 

CDI nos 110 casos. 

Variável Teste 

Estatístico 

COX-2 Bcl-2 Bax IGF1-R Ki67 

       

 Correlação 1 0,138 0,113 0,191* 0,029 

COX-2 Significância (p) -- 0,152 0,241 0,045 0,766 

       

 Correlação 0,138 1 -0,036 0,065 0,007 

Bcl-2 Significância (p) 0,152 -- 0,712 0,497 0,940 

       

 Correlação 0,113 -0,036 1 -0,055 -0,019 

Bax Significância (p) 0,241 0,712 -- 0,570 0,847 

       

 Correlação 0,191* 0,065 -0,055 1 -0,236* 

IGF1-R Significância (p) 0,045 0,497 0,570 -- 0,013 

       

 Correlação 0,029 0,007 -0,019 -0,236* 1 

Ki67 Significância (p) 0,766 0,940 0,847 0,013 -- 

       

(*) Correlação estatísticamente significante com p<0,05. Teste estatístico: correlação de 

Spearman 
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TABELA 4 - Correlação entre as expressões da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF1-R e Ki67 nos 

CDIS nos 110 casos. 

Variável Teste 

Estatístico 

COX-2 Bcl-2 Bax IGF1-R Ki67 

       

 Correlação 1 0,138 0,131 0,191* 0,029 

COX-2 Significância (p) -- 0,152 0,172 0,045 0,766 

       

 Correlação 0,138 1 0,039 0,065 0,007 

Bcl-2 Significância (p) 0,152 -- 0,688 0,497 0,940 

       

 Correlação 0,131 0,039 1 -0,018 0,124 

Bax Significância (p) 0,172 0,688 -- 0,221 0,198 

       

 Correlação 0,191* 0,065 -0,018 1 -0,236* 

IGF1-R Significância (p) 0,045 0,497 0,221 -- 0,013 

       

 Correlação 0,029 0,007 0,124 -0,236* 1 

Ki67 Significância (p) 0,766 0,940 0,198 0,013 -- 

       

(*) Correlação estatísticamente significante com p<0,05. Teste estatístico: correlação de 

Spearman 

 

 Quando avaliamos a correlação da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 no CDI em 

subgrupos de acordo com o grau nuclear, grau histológico, grupo etário, tamanho do 

tumor e status linfonodal axilar não encontramos diferença no coeficiente de correlação 

quando da análise de todos os casos em conjunto.   
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Quando analisamos a relação da expressão da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 

no CDI em subgrupos de acordo com o grau nuclear e grau histológico, nos CDIS de 

acordo com o grau nuclear de não observamos diferença estatísticamente significante. 

(Tabelas 5, 6 e 7). 

  

TABELA 5. Expressão imunoistoquímica da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos 110 

casos de CDI em relação ao grau nuclear. 

 GN I (%) GN II (%) GN III (%) p 

COX-2     
      
positivo 

4 (80) 63 (86,5) 29 (90,5) 0,516 

 negativo 1 (20) 10 (13,5) 3 (9,5)  

Bcl-2     
      
positivo 

2 (40) 39 (53,5) 19 (59,5) 0,725 

 negativo 3 (60) 34 (46,5) 13 (40,5)  

Bax     
      
positivo 

1 (20) 17 (23) 7 (22) 0,510 

negativo 4 (80) 56 (77) 25 (78)  

Ki67     
      
positivo 

1 (25) 63 (86,5) 32 (100) 0,518 

negativo 3 (75) 10 (13,5) 0 (0)  

IGF1-R     
      
positivo 

3 (60) 11 (15) 12 (37,5) 0,062 

negativo 2 (40) 62 (85) 20 (62,3)  

Teste estatístico: qui quadrado. GN Grau Nuclear       
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TABELA 6. Expressão imunoistoquímica da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos 110 

casos de CDI em relação ao grau histológico. 

 GH I (%) GH II (%) GH III (%) p 

COX-2     
      positivo 8 (89) 64 (86,5) 24 (89) 0,128 
      negativo 1 (11) 10 (13,5) 3 (11)  

Bcl-2     
      positivo 6 (66,5) 40 (54) 14 (52) 0,624 
      negativo 3 (33,5) 34 (46) 13 (48)  

Bax     
      positivo 2 (22) 15 (20) 8 (29,5) 0,621 
      negativo 7 (78) 59 (80) 19 (70,5)  

Ki67     
      positivo 2 (22) 67 (90,5) 27 (100) 0,075 
      negativo 7 (78) 7 (9,5) 0 (0)  

IGF1-R     
      positivo 4 (44,5) 15 (20) 7 (26) 0,417 
      negativo 5 (55,5) 59 (80) 20 (74)  

Teste estatístico: qui quadrado. GH Grau Histológico 
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TABELA 7 – Expressão imunoistoquímica da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos 110 

casos de CDIS em relação ao grau nuclear.  

 GN I (%) GN II (%) GN III (%) p 

COX-2     
      positivo 4 (80) 63 (77) 29 (90) 0,375 
      negativo 1 (20) 19 (23) 3 (10)  

Bcl-2     
      positivo 2 (40) 39 (53,5) 19 (59,5) 0,428 
      negativo 3 (60) 34 (46,5) 13 (40,5)  

Bax     
      positivo 0 (0) 16 (22) 5 (15,5) 0,360 
      negativo 5 (100) 57 (78) 27 (84,5)  

Ki67     
      positivo 1 (20) 63 (86,5) 32 (100) 0,405 
      negativo 4 (80) 10 (13,5) 0 (0)  

IGF1-R     
      positivo 3 (60) 11 (15) 12 (37,5) 0,519 
      negativo 2 (40) 62 (85) 20 (62,5)  

Teste estatístico: qui quadrado. GN: Grau Nuclear 

 

 Analisando as expressões da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1R e Ki67 e 

correlacionando-as com os receptores hormonais, encontramos correlação 

estatísticamente significante entre Ki67 e RE/RP com p < 0,01 e correlação negativa 

estatísticamente significante entre IGF1-R e RE/RP com p < 0,05. Estes dados foram 

semelhantes tanto no CDI quanto no CDIS (Tabela 8).  
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TABELA 8. - Expressão imunoistoquímica da COX-2, BCL-2, BAX, IGF-1 e Ki67 de 

acordo com os receptores hormonais de estrogênio (RE) e progesterona (RP) nos 110 

casos. 

Variável Teste 

Estatístico 

IGF1-R Ki67 RE RP 

      

 Correlação 1 -0,236* -0,193* -0,213 

IGF1-R  Significância (p) -- 0,013 0,043 0,025 

      

 Correlação -0,236* 1 0,373** 0,247** 

Ki67 Significância (p) 0,013 -- 0,000 0,009 

      

 Correlação -0,193* 0,373** 1 0,708** 

RE Significância (p) 0,043 0,000 -- 0,000 

      

 Correlação -0,213* 0,247** 0,708** 1 

RP Significância (p) 0,025 0,009 0,000 -- 

      

 (*) Correlação inversa estatísticamente significante com p<0,05; (**) Correlação 

estatísticamente significante com p < 0,01. Teste estatístico: correlação de Spearman 
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5. DISCUSSÃO 

 

A prevenção primária do câncer de mama é uma realidade. Vários estudos 

demonstraram a efetividade de drogas como os SERMs e inibidores de aromatase (IA) 

na quimioprevenção do câncer de mama (Fisher et al, 1998; Powles et al, 1998; 

Veronesi et al, 2002; IBIS-1, 2002; ATAC, 2008). 

 

Já está consagrado que a ulitização de SERMs é efetiva na redução do risco de 

câncer de mama; e estudos recentes com IA sugerem que estes podem ser muito mais 

efetivos que os SERMs. Estes agentes são úteis no casos de tumores mamários que 

apresentam receptor hormonal (RH) positivo, entretanto nos casos com RH negativo 

não observamos este benefício (Li, Brown 2009).  

 

Li, Brown (2009), realizaram estudo em camundongos trasngênicos que 

desenvolveram câncer de mama RE negativo, demonstrando que os rexinóides 

(análogo dos retinóides), inibidores da tirosino-quinase e inibidores da COX-2 

apresentam propriedades quimioprofiláticas.  

 

A enzima COX-2 está superexpressa nos de tumores mamários, constituindo 

importante marcador biológico. Tem sido alvo de inúmeros estudos buscando mostrar 

seu papel na carcinogênese e história natural do câncer de mama, através de 

mecanismos que envolvem citocinas, fatores de crescimento, agentes apoptóticos e 

promotores tumorais (Huang et al, 1998; Shim et al, 2003; Buskens, 2003). 

 

Encontramos, em nosso estudo, a expressão imunoistoquímica da enzima COX-

2 em 87% dos casos de CDI avaliados. Half et al (2002), encontraram a presença da 

COX-2 em 43% dos 42 casos de CDI puros avaliados. Números semelhantes foram 

observados por Ristimäki et al (2002), quando da análise de 1576 casos de CDI, onde 

estes pesquisadores encontraram expressão positiva da COX-2 em 39,9% dos casos. 

Já Daives et al (2003), observaram esta expressão em 79% dos 80 casos de carcinoma 
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infiltrativo avaliados. Esta diferença com os nossos resultados poderia ser explicada 

pela ausência do componente in situ nos casos avaliados nestes estudos. Jeong et al 

(2003) constataram a presença da COX-2 tanto no CDI como no CDIS em 81,6% de 38 

casos estudados, sendo estes  resultados semelhantes aos encontrados por nós. 

 

Na análise da expressão imunoistoquímica da COX-2 no CDIS encontramos taxa 

de positividade de 87%. Esta taxa é semelhante à encontrada por outros autores. Shim 

et al (2003), analisando 46 casos de CDIS puros, observaram taxa de expressão 

positiva da COX-2 em 85%. Half et al (2002), Jeong et al (2003), Tan et al (2004), 

Boland et al (2004) e Perrone et al (2005), encontraram as seguintes taxas de 

positividade respectivamente: 63%, 67%, 80%, 76% e 88%. Demonstrando, assim, 

homogeneidade na expressão da COX-2 no CDIS, sendo o mesmo não observado na 

doença invasora.  

 

Os mecanismos pelos quais a COX-2 está regulada para cima no câncer de 

mama são desconhecidos, mas uma possibilidade é que as células deste tumor passem 

a expressar de maneira mais ativa esta enzima devido a mecanismos intrínsecos, 

quando em comparação com o tecido normal.  Envolvidas nestes mecanismos estaria a 

inativação de genes supressores, como a p53, e a ativação de proto-oncogenes, como 

o Ras e HER-2/neu (Howe et al, 2001; Ristimäki et al, 2002; Benoit et al, 2004). 

 

Em estudo semelhante ao nosso Martins et al (2008) avaliaram a correlação 

entre a COX-2 e p53 em 107 casos de CDI e CDIS simultâneos. Como resultados 

positivos obtiveram para a COX-2 87% dos casos no CDI e 85% no CDIS, resultados 

estes muito semelhantes aos encontrados por nós; na p53 observaram como positivos 

42,6% dos casos no CDI e 47% dos casos no CDIS. Não observaram correlação 

positiva entre a COX-2 e a p53, e quando da análise da correlação destas enzimas com 

grau nuclear, grau histológico, idade e tamanho do tumor não observaram resultados 

estatísticamente significantes, assim como nós.  
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Estudos recentes indicam que os anti-inflamatórios não hormonais podem inibir a 

proliferação celular e induzir a apoptose em células tumorais. Wang et al (2009), em 

estudo experimental analisou como o celecoxibe, um inibidor da COX-2, associado com 

a via NF-KappaB (fator de trancrição que está ativado na maioria das células 

cancerosas, cuja ativação por carcinógenos promove o crescimento celular, 

diferenciação e metástases), e a apoptose em cultura de células de câncer de mama 

tratadas com celecoxibe.  Como resultados obtiveram que a proliferação celular teve 

diminuição estatísticamente significante (p<0,05) no grupo tratado com celecoxibe, em 

comparação com o outro grupo que não recebeu a medicação, concluindo que o 

celecoxibe pode inibir a proliferação celular e induzir a apoptose através da down 

regulation sinalizada pela via NF-KappaB.  

 

Percebemos que, quando da presença dos dois componentes tumorais no 

mesmo espécime cirúrgico (CDI e CDIS), a taxa de positividade no CDI e CDIS foi 

semelhante, provavelmente pela ação parácrina de um dos componentes sobre o outro. 

Os nossos achados denotam correlação positiva entre a expressão da COX-2 no CDIS 

e CDI, parecendo que a expressão da COX-2 no componente in situ regula para cima 

(up-regulation) a presença desta enzima no carcinoma infiltrativo, uma vez que seus 

níveis são geralmente maiores no CDIS. 

 

Avaliando a expressão da COX-2 no CDIS frente à agressividade tumoral, 

observamos que esta apresentou maior expressão nos tumores com grau nuclear III, 

entretanto esta diferença não foi estatisticamente significante. Estes dados também 

foram observados por Shim et al (2003) e Boland et al (2004).  

 

No CDI a expressão da COX-2 também foi maior no grau nuclear III e no grau 

histológico III, dados estes semelhantes aos encontrados por Ristimäki et al (2002) e 

Jeong et al (2003), que encontraram taxas mais elevadas da expressão da COX-2 no 

grau histológico III.  
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Comparando a expressão da COX-2 de acordo com o tamanho do tumor, não 

observamos em nosso estudo diferenças estatisticamente significantes entre os dois 

grupos avaliados, dados semelhantes aos obtidos por Half et al (2002); todavia, não 

são congruentes com os obtidos por Ristimäki et al (2002) e Jeong et al (2003), que 

encontraram maior expressão diretamente proporcional ao tamanho do tumor. Estes 

resultados podem ser explicados pela análise exclusiva de tumores invasores por estes 

autores, enquanto no nosso estudo e no estudo de Half et al (2002) foram avaliados 

tumores com CDI e CDIS no mesmo espécime. 

 

Avaliando a expressão da COX-2 de acordo com a idade da paciente não 

observamos diferenças quando da comparação dos grupos compostos por pacientes 

que apresentavam 50 anos de idade ou mais e aquelas com menos de 50 anos de 

idade, tanto no CDI como no CDIS. Estes dados foram semelhantes aos obtidos por 

Ristimäki et al (2002). 

 

Analisando a relação entre a expressão da COX-2 e status linfonodal axilar não 

observamos diferença entre o comprometimento linfonodal nos grupos de pacientes 

com COX-2 hiperexpressa ou negativa, dados estes que foram concordantes com os de 

Shim et al 2003. Já Li et al (2008) analisaram a relação entre a expressão da COX-2 e 

metástases axilares e encontraram maior taxa de comprometimento axilar no grupo de 

pacientes com COX-2 hiperexpressa (p=0,012). Esta diferença de resultados podem ser 

explicada pela pequena amostra no nosso estudo de pacientes com COX-2 negativa.  

 

Quando comparamos a expressão da COX-2 com receptores hormonais não 

observamos diferença significante entre os dois grupos, o que foi semelhante com os 

dados encontrados por  Half et al (2002) e Shim et al (2003). 

 

Analisando a expressão da Bcl-2 e da Bax observamos que a Bcl-2 estava 

positiva em 55% dos casos tanto no CDI quanto no CDIS, já a Bax esteve presente no 

CDI em 23% dos casos e no CDIS 19% dos casos. Nossa taxa de positividade no CDI 

para a Bcl-2 foi semelhante àquela encontrada por Yang et al (2007) que observaram 
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48% de hiperexpressão do Bcl-2, porém difere quando da analise da Bax onde 

encontraram 54% de positividade. 

 

 Observamos alta significância entre as expressões da Bcl-2 no CDI e CDIS, 

assim como na Bax (p<0,001). Estes dados diferem dos encontrados por Mintz et al 

(2008) que obtiveram maior expressão da Bcl-2 no CDIS que no CDI.  

 

O balanço entre a expressão do gene antiapoptótico Bcl-2 e do gene 

proapoptotico Bax é considerado um bom indicador da atividade apoptótica nas células 

tumorais. Martinez-arribas et al (2003) estudaram a apoptose associada a estas duas 

proteínas em 86 espécimes de tumores de mama, onde 14 pacientes haviam recebido 

quimioterapia prévia. Obtiveram como resultados, que a superexpressão da Bcl-2 

correlacionou-se com a presença de receptores de estrogênio e progesterona nos 

casos sem tratamento prévio, e altos índices de apoptose foram relacionados 

significativamente com a expressão do receptor de progesterona (P=0,037). Nossos 

resultados não encontraram relação entre a expressão da Bcl-e e Bax com os 

receptores hormonais. 

 

Não houve correlação entre as expressões da COX-2 com a Bcl-2 e com a Bax, 

o que é semelhante aos dados encontrados por Arun et al (2005). Já Michael et al 

(2003) em seu estudo sobre indução da apoptose em células humanas de câncer de 

mama, encontraram associação entre a alta expressão da COX-2 com baixa expressão 

da Bcl-2. 

 

Na análise da Bax encontramos 23% de positividade no CDI e 19% no CDIS, 

sendo esta relação significante (p<0,001). Não encontramos correlação entre a 

expressão da Bcl-2 com a expressão da Bax, o que difere dos resultados encontrados 

por Martínez-Arribas et al (2003) que encontraram associação estatísticamente 

significativa entre estas duas proteínas com p=0,0063). 
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Observamos alta expressão do Ki67 (87%) tanto no CDI quanto no CDIS 

(p,0,001). Esta correlação de positividade é concordante com os resultados 

encontrados por Hoque et al (2001), que concluiram que não há aumento da expressão 

do Ki67 nos CDI associados ao CDIS, entretanto Mylonas et al (2005) observaram que 

o Ki67 está mais expresso nos CDI (p=0,05) que nos CDIS e atribuem este achado ao 

fato de que o  CDIS tem um menor potencial de malignidade que o CDI. 

 

Não observamos correlação entre a expressão do Ki67 e da COX-2 o que não é 

concordante com o estudo de Boland et al (2004), que encontrou associação positiva 

entre o grupo com alta positividade para o Ki67 e a COX-2 (p<0,001) tanto no CDI  

quanto no CDIS.  

 

Observamos correlação positiva entre a expressão do Ki67 e status hormonal 

(p<0,01) no CDI e CDIS, dados estes que são concordantes com os encontrados por 

Faratian et al (2009), porém Boland et al (2004) observaram o inverso, que os casos 

com alta expressão correlacionaram-se positivamente com RH negativos (p=0,003). 

 

Quando analisamos a expressão do IGF1-R observamos 26% de positividade 

tanto no CDI quanto no CDIS (p<0,001). Quando da análise da expressão do IGF1-R 

nos casos RH positivos observamos queda na expressão do IGF1-R para 20% nos 

casos RE positivos e para 19% nos casos RP positivos. Assim como em nosso estudo, 

Shimizu et al (2004) não observaram relação entre a hiperexpressão de IGF1-R com as 

variáveis, idade, status linfonodal axilar, grau histológico e status hormonal, concluindo 

que seu valor prognóstico é limitado. 

 

Em nosso estudo quando comparamos a expressão do IGF1-R com status 

hormonal obtivemos correlação negativa, entretanto os dados da literatura não mostram 

ocorrer associação entre o IGF1-R e RH. Shimizu et al (2004) e Law et al (2008) não 

encontraram associação entre a hiperexpressão do IGF1-R e RE/RP. 
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Quando correlacionamos a COX-2 com o IGF1-R encontramos associação 

estatísticamente significante (p<0,05). Este nosso achado é concordante com o 

encontrado por Hemriksen et al (2007), que utilizando o método semi-quantitativo de 

acordo com o preconizado pelo Herceptest®, quantificando seus resultados em scores 

0, 1, 2 e 3, encontraram correlação positiva entre a COX-2 e IGF1-R com p<0,01.   

 

Põld et al (2004) descreveram que elevados níveis sistêmicos tanto de IGF-1 

quanto da relação com IGFBP-3 tem surgido como um potencial marcador de risco para 

tumores com hiperexpressão da COX-2.  

 

Há uma hipótese de que a COX-2 incremente a viabilidade e proliferação de 

células tumorais que expressam IGF, sendo acompanhadas pelos seguintes processos: 

facilitação da autofosforilação do IGF1-R e diminuição da expressão de IGFBP-3. Todas 

estas ações podem ser interpretadas como amplificadoras do processo mitogênico e 

mantenedora da atividade de imortalidade celular determinada pelo IGF-1 e IGF-2, 

sendo consistentes, portanto, para explicar a interrelação entre a COX-2 e IGF1-R Põld 

et al (2004). 

 

Devido a interelação entre a COX-2 e IGF1-R como demonstrado por Põld et al 

(2004) por mecanismos acima descritos, a utilização de terapia combinada com 

inibidores da COX-2 e inibidores da tirosino-quinase relacionadas ao IGF1-R podem ser 

promissoras. 

 

Vários estudos experimentais e epidemiológicos tem demonstrado o papel dos 

inibidores da COX-2 na prevenção do carcinoma mamário. Levitt, Pollak (2002), em 

estudo que analisaram a inibição do crescimento em células epiteliais de câncer de 

mama tratados com o inibidor da COX-2, celecoxibe, observaram que após a 

admnistração desta medicação, ocorreu indução da apoptose nestas células e uma 
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diminuição do IGF-1, concluindo que estes dois biomarcadores estão intimamente 

relacionados e podem nos auxiliar na prevenção e tratamento no câncer de mama. 

 

O desenvolvimento de medicações eficazes que modulem a carcinogênese dos 

tumores mamários é a meta mais importante para a prevenção e tratamento do câncer 

de mama. Dados recentes sugerem que a utilização de inibidores da tirosina-quinase, 

inibidores do HER-2 e inibidores do IGF1-R são boas estratégias para o tratamento do 

câncer de mama (Jin, Esteva, 2008). 

 

Novos estudos sugerem que o uso de metformina inibe o crescimento tumoral, 

em células in vitro, porém existem poucos estudos populacionais com esta droga. 

Jiralerspong et al (2009), avaliaram pacientes que foram submetidas a quimioterapia 

neoadjuvante e que utilizaram metformina e observaram que houve uma melhor 

resposta quando compararam com o grupo que não utilizaram a metformina, 

constantando desta forma, o efeito anti-tumoral da metformina.  

 

Devido à escassez de estudos envolvendo inibidores da COX-2 e drogas que 

inibam a ativação de IGF1-R e, de acordo com os nossos resultados que demonstram a 

interelação COX-2/IGF1-R,  novos estudos são necessários visando a comprovação da 

eficácia e elucidação dos mecanismos e vias metabólicas envolvidas quando da 

utilização de inibidores da COX-2, em conjunto com a metformina e inibidores do IGF1-

R para que possam ser úteis na prevenção e tratamento do câncer de mama. 
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      6. CONCLUSÕES 
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1. Encontramos correlação positiva entre a expressão da COX-2 presente no CDI 

com aquela observada no CDIS, o mesmo sendo observado para os outros 

biomarcadores analisados. 

 

 

2. Encontramos correlação positiva entre a expressão da COX-2 presente no CDI e 

CDIS com a expressão do IGF1-R presentes no CDI e CDIS. 

 

 

3. Não observamos diferença na expressão dos biomarcadores avaliados quando 

na análise dos subgrupos. 
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ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Participação na pesquisa: “Relação entre as expressões da ciclooxigenase-2 e 
marcadores de proliferação celular e apoptose nos carcinomas ductais in situ e 

infiltrativo presentes na mesma mama”   
 A senhora está sendo convidada a participar de uma pesquisa médica.  Nesta 
pesquisa, o material utilizado foi o retirado da peça do tumor no ato operatório e iremos 
dosar alguns anticorpos e proteínas para estudarmos formas de melhorar o prognóstico 
e tratamento das pacientes com câncer de mama. 
 
 A sua participação ou não neste estudo em nada irá mudar o curso de seu 
tratamento ou o seu relacionamento com seu médico, não havendo benefício direto 
algum na sua participação.  
 
 Os procedimentos aos quais a senhora irá ser submetida serão os mesmos, quer 
participe ou não do estudo, e caso concorde em participar, todo o procedimento 
realizado será mantido em sigilo e confidencialidade. 
 Caso resolva participar deste estudo a senhora deve assiná-lo após ter todas 
suas dúvida sanadas. 
 
 Qualquer dúvida quanto o estudo a senhora pode ligar para o responsável pela 
pesquisa: Dra Giuliana Cássia Morrone Taromaru no telefone 3224-0122  ramal 5535. 
 

Mesmo tendo aceitado a participar do estudo, poderei a qualquer momento 
desistir de minha participação. 
Este documento foi lido em voz alta para mim pela Dra. Giuliana Cássia Morrone 
Taromaru, que me esclareceu as dúvidas. A minha assinatura indica que concordei em 
fornecer meus exames para o estudo. 
 

São Paulo, ___ / ___ / ___ 
 

_____________________________________________ 
                                                Nome da paciente voluntária 

 
 

_____________________________________________ 
                                               Assinatura da voluntária 

Eu certifico que expliquei todos os passos acima, bem como os riscos e benefícios da 
participação da pesquisa. 

______________________________________________ 

                                             Assinatura do pesquisador 
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ANEXO 2: Classificação do CDI e CDIS 

 

Critérios propostos por Dabbs (1993) para avaliação do grau nuclear no CDIS. 

Grau nuclear Critérios avaliados 

Grau I 
Núcleos discretamente hipercromáticos, com diâmetro 

menor que 1,5 hemácia. 

Grau II Formas intermediárias. 

Grau III 

Núcleos volumosos, maiores que três hemácias, 

pleomórficos, geralmente vesiculosos, com macronucléolo 

eosinófilo de contornos irregulares. 

 

Classifição dos CDI de acordo com a graduação histológica proposta por Elston & Ellis 

1991 

 

 Os CDI foram classificados de acordo com a graduação histológica proposta por 

Elston &Ellis 1991, em Nottingham, os quais atribuíram índices de um a três a cada 

uma das características estudadas: arranjo tubular, pleomorfismo nuclear e contagem 

de figuras de mitose. O arranjo tubular é avaliado de acordo com a presença de 

estruturas tubulares na lesão; assim, teremos índice um, quando da presença de mais 

de 75% de estruturas tubulares presentes, índice dois, de 10% a 75% e índice três, 

quando observarmos menos de 10% de estruturas tubulares. A avaliação do 

pleomorfismo nuclear é feita pela análise do tamanho, forma e contornos do núcleo, e 

pela uniformidade da cromatina. A atividade mitótica é avaliada através da contagem do 

número de figuras de mitose na periferia da neoplasia, em dez campos contíguos de 

grande aumento. O índice um é atribuído na presença de até cinco figuras de mitose, o 

dois na presença de seis a dez e o índice três quando observa-se mais de dez figuras 

de mitose. Assim, da somatória dos índices, teremos escore variando de três a nove e a 

graduação realizada desta forma: Grau I, de três a cinco pontos; Grau II, seis ou sete 

pontos e Grau III, oito ou nove pontos. A avaliação do grau nuclear seguiu os mesmos 

critérios adotados para o CDIS (Dabbs, 1993).  
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ANEXO 3: Reação imunoistoquímica 
 

1. Cortes histológicos dos tecidos, com 4µm de espessura. Montagem dos 

cortes em lâminas silanizadas, com retirada da parafina em estufa a 55o C, e 

manutenção dos mesmos em temperatura ambiente.  

2.  Desparafização dos cortes com xilol a 60o C, durante 30 minutos, seguida 

por mais dois banhos em xilol à temperatura ambiente, durando quinze 

minutos cada.  

3. Reidratação dos cortes com etanol absoluto (etanol absoluto I, etanol 

absoluto II, etanol absoluto III, etanol 95ºGL e etanol 80ºGL [Gay-Lussac]), 

cada banho durando dois minutos, seguida por lavagem em água corrente e 

finalizada em passagem por água destilada. 

4.  Adição de 1.600 ml do tampão citrato de sódio 0,1 M (pH  6,0) aos cortes, 

com exposição ao vapor durante 30 minutos, com a finalidade de 

recuperação do epítopo antigênico, com a finalidade de restituir 

antigenicidade à proteína afetada pela fixação dos tecidos em formalina. 

Manutenção das lâminas em vapor, por 30 minutos. Após a retirada das 

lâminas, conservação das mesmas em solução tamponada, à temperatura 

ambiente, durante 20 minutos. 

5. Reação de inibição da peroxidase endógena, através de lavagem das 

lâminas em peróxido de hidrogênio a 3%, por quatro vezes, por dez minutos 

cada, e lavagem em água parada, por cinco minutos.  

6.  Lavagem das lâminas no tampão salino PBS (pH 7.4), por duas vezes, por 

15 minutos. 
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7.  Incubação das lâminas com os anticorpos primários citados anteriormente, 

nas diluições especificadas pelo fabricante (Cox-2: 1/80; Bcl-2: 1/2000; Bax: 

1/3000; Ki67: 1/80; e IGF1-R: 1/80), em geladeira, por 18 horas. 

8.  Lavagem das lâminas, por duas vezes, em tampão PBS (pH: 7,4), por dez 

minutos. 

9. Incubação dos cortes teciduais com anticorpos, por 30 minutos em estufa a 

37ºC. No estudo foi utilizado anticorpo secundário biotinilado universal [Kit 

DAKO LSAB Systems, Peroxidase (DakoCorp., Carpinteria, CA, USA)]. 

10.  Lavagem das lâminas em tampão PBS, duas vezes, por dez minutos. 

11. Incubação das lâminas em anticorpo terciário, estreptavidina–biotina-

peroxidase (Kit DAKO LSAB Systems, Peroxidase-universal), em câmara 

úmida, por 30 minutos, em estufa a 37ºC. 

12.  Lavagem das lâminas em solução tampão, duas vezes, por dez minutos. 

13. Colocação das lâminas para reação cromógena em 3,3’,5,5’ tetrahidrocloreto 

de diaminobenzidina (DAB), por três a cinco minutos, ocorrendo a reação 

que resulta no aparecimento da cor sépia, característica do anticorpo fixado 

à proteína. 

14.  Lavagem em água corrente, duas vezes, por dez minutos. 
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15. Contra-coloração rotineira com hematoxilina de Mayer, por três minutos, em 

temperatura ambiente, para obtenção de coloração azulada do citoplasma e 

do núcleo. 

16.  Desidratação dos cortes com série de etanol (50-70-100º. GL) e xilol. 

17.  Montagem das lâminas através de sua fixação sobre Entellan Merck, a fim de 

que a preparação passe a ter conservação permanente. 
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Anexo 4 – Tabelas de correlação entre CDI e CDIS nos diversos biomarcadores 

  

TABELA A - Correlação da COX-2 entre CDI e CDIS nos 110 casos 

 Teste estatístico COX-2 CDI COX-2 CDIS 

COX-2 CDI Correlação 1 1 ** 

 Significância -- -- 

    

COX-2 CDIS Correlação 1** 1 

 Significância -- -- 

    

(**) Correlação estatísticamente significante com p<0,001. Teste estatístico: correlação 

de Spearman 

 

TABELA B -  Correlação da Bcl-2 entre CDI e CDIS nos 110 casos. 

 Teste estatístico Bcl-2 CDI Bcl-2 CDIS 

Bcl-2 CDI Correlação 1 0,979** 

 Significância -- 0,0001 

    

Bcl-2 CDIS Correlação 0,979** 1 

 Significância 0,0001 -- 

    

(**) Correlação estatísticamente significante com p<0,001. Teste estatístico: correlação 

de Spearman 
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TABELA C -  Correlação da Bax entre CDI e CDIS nos 110 casos. 

 Teste estatístico Bax CDI Bax CDIS 

Bax CDI Correlação 1 0,740** 

 Significância -- 0,0001 

    

Bax CDIS Correlação 0,740** 1 

 Significância 0,0001 -- 

    

(**) Correlação estatísticamente significante com p<0,001. Teste estatístico: correlação 

de Spearman 

TABELA D -  Correlação da IGF1-R entre CDI e CDIS nos 110 casos. 

 Teste estatístico IGF1-R CDI IGF1-R CDIS 

IGF1-R CDI Correlação 1 1** 

 Significância -- -- 

    

IGF1-R CDIS Correlação 1** 1 

 Significância -- -- 

    

(**) Correlação estatísticamente significante com p<0,001. Teste estatístico: correlação 

de Spearman 

TABELA E -  Correlação da Ki67 entre CDI e CDIS nos 110 casos. 

 Teste estatístico Ki67 CDI Ki67 CDIS 

Ki67 CDI Correlação 1 1** 

 Significância -- -- 

    

Ki67 CDIS Correlação 1** 1 

 Significância -- -- 

    

(**) Correlação estatísticamente significante com p<0,001. Teste estatístico: correlação 

de Spearman. 
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ANEXO 5: Figuras das expressões imunoistoquímicas em 400 X aumento original. 

  

 

 

  
 
 
 

  

3
  

Figura 3: COX-2 escore 2 CDIS; Figura 4: COX-2 escore 2 CDI 

4 

Figura 1: COX-2 escore 1 CDIS; Figura 2: COX-2 escore 1 CDI 

1 2 

* 

Figura 5: COX-2 escore 3 CDIS; Figura 6: COX-2 escore 3 CDI 

5 6 
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9 

Figura 9: Bcl-2 escore 2 CDIS; Figura 10: Bcl-2 escore 2 CDI 

10 

Figura 7: Bcl-2 escore 1 CDIS; Figura 8: Bcl-2 escore 1 CDI 

7 8 

* 

Figura 11: Bcl-2 escore 3 CDIS; Figura 12: Bcl-2 escore 3 CDI 

11 12 

* 
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15
  

Figura 15: BAX escore 2 CDIS; Figura 16: BAX escore 2 CDI 

16 

Figura 13: BAX escore 1 CDIS; Figura 14: BAX escore 1 CDI 

13 14 

* 

Figura 17: BAX escore 3 CDIS; Figura 18: BAX escore 3 CDI 

17 18 
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21
  

Figura 21: Ki67 escore 2 CDIS; Figura 22: Ki67 escore 2 CDI 

22 

Figura 19: Ki67 escore 1 CDIS; Figura 20: Ki67 escore 1 CDI 

19 20 

* 

Figura 23: Ki67 escore 3 CDIS; Figura 24: Ki67 escore 3 CDI 

23 24 
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27
  

Figura 27: IGF1-R escore 2 CDIS; Figura 28: IGF1-R escore 2 CDI 

28 

Figura 25: IGF1-R escore 1 CDIS; Figura 26: IGF1-R escore 1 CDI 

25 26 

Figura 29: IGF1-R escore 3 CDIS; Figura 30: IGF1-R escore 3 CDI 

29 30 
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Introdução: O propósito do nosso estudo foi avaliar a correlação entre a 

expressão imunoistoquímica da ciclooxigenase-2 (COX-2) e índices de proliferação 

celular e de apoptose, dentre os quais selecionamos a Bcl-2, Bax, Ki67 e IGF1-R, no 

carcinoma ductal in situ (CDIS) e carcinoma ductal infiltrativo (CDI) presentes no 

mesmo espécime cirúrgico; correlacionamo-os ainda com o grau nuclear, grau 

histológico, faixa etária, tamanho do tumor, status linfonodal axilar e receptores 

hormonais. Material e metodos: Foram avaliados 110 casos através da técnica de 

Tissue Microarray (TMA) e utilizamos de anticorpos primários monoclonais ou 

policlonais, a depender do biomarcador pesquisados. Os casos foram classificados em 

scores de zero a três de acordo com a intensidade da coloração nuclear, citoplasmática 

ou da membrana celular a depender dos biomarcadores utilizados. Resultados: Os 

resultados que encontramos como positivos foram: COX-2 em 87% dos casos no CDI e 

CDIS; Bcl-2 em 55% casos no CDI e CDIS; Bax em 23% dos casos no CDI e 19% no 

CDIS; IGF-1 em 24% casos no CDI e no CDIS; Ki67 em 87% casos no CDI e CDIS. 

Encontramos alta correlação entre a expressão da COX-2 presente no CDI com aquela 

observada no CDIS, o mesmo sendo observado para os outros biomarcadores 

analisados (p 0,001). Observamos ainda correlação positiva entre as expressões da 

COX-2 e IGF1-R (p=0,045) e negativa do Ki67 com o IGF1-R (p= 0,013 ). Avaliando a 

expressão destes biomarcadores com idade, tamanho do tumor, grau histológico, grau 

nuclear, status axilar linfonodal não encontramos diferenças estatisticamente 

significantes, entretanto quando os correlacionamos com os receptores hormonais 

encontramos correlação positiva entre Ki67 e RE/RP com p < 0,01 e correlação 

negativa entre IGF1-R e RE/RP com p < 0,05. Conclusão: Nossos resultados 

demonstram a correlação positiva entre a expressão da COX-2 presente no CDI e CDIS 

com a expressão do IGF1-R presentes no CDI e CDIS. Estudos recentessugerem que o 

uso de metformina inibe o crescimento tumoral, em células in vitro, porém existem 

poucos estudos populacionais com esta droga. Devido a escassez de estudos 

envolvendo inibidores da COX-2 e drogas que inibam a ativação de IGF1-R e, de 

acordo com os nossos resultados que demonstram a interelação COX-2/IGF1-R,  novos 

estudos são necessários visando a comprovação da eficácia e elucidação dos 

mecanismos e vias metabólicas envolvidas quando da utilização de inibidores da COX-
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2, em conjunto com a metformina e inibidores do IGF1-R para que possam ser úteis na 

prevenção e tratamento do câncer de mama. 
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Introduction: The purpose of our study was to evaluate the correlation between immuno 

histochemical expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and rates of cell proliferation 

and apoptosis, among which we selected the Bcl-2, Bax, Ki-67 and IGF1-R in the ductal 

carcinoma in situ (DCIS) and infiltrating ductal carcinoma (IDC) present in the same 

surgical specimen, correlate them even with nuclear grade, histological grade, age, 

tumor size, axillary lymph node status and hormone receptors. Material and methods: 

110 cases were evaluated using the technique of Tissue Micro-array (TMA) and use of 

primary antibodies or polyclonal antibodies depending on the biomarker studied. The 

cases were classified in scores from zero to three according to the intensity of nuclear 

staining, cytoplasmatic or cell membrane dependent on the biomarkers used. Results: 

The results we found to be positive were: COX-2 in 87% of cases in the DCIS and IDC, 

Bcl-2 in 55% of cases in the DCIS and IDC, Bax in 23% of cases in IDC and 19% in 

DCIS, IGF-1 in 24% of cases in the IDC and DCIS, Ki67 in 87% of cases in the IDC and 

DCIS. A high correlation between the expression of COX-2 present in the IDC with those 

observed in DCIS, the same was observed for the other biomarkers analyzed (p < 

0.001) observed positive correlation between the expression of COX-2 and IGF1-R (p = 

0.045) and negative between Ki67 with the IGF1-R (p = 0.013). Assessing the 

expression of these biomarkers with age, tumor size, histological grade, nuclear grade, 

axillary lymph node status did not find statistically significant differences, however when 

correlate them with hormone receptor positive correlation was found between Ki67 and 

RE / RP with p <0.01 and negative correlation between IGF1-R and RE / RP with p 

<0.05. Conclusions: Our results demonstrate the positive correlation between the 

expression of COX-2 present in DCIS and IDC with the expression of IGF1-R present in 

DCIS and IDC. Recent studies suggest that the use of metformin inhibits tumor growth in 

cells in vitro, but there are few population studies with this drug. Due the lack of studies 

involving COX-2 and drugs that inhibit activation of IGF1-R and according to our results 

demonstrating the interrelation COX-2/IGF1-R, further studies are needed in order to 

confirm the efficacy and elucidation of the mechanisms and pathways involved in their 

use of COX-2 in combination with metformin and inhibitors of IGF1-R in order to be 

useful in the prevention and treatment of breast cancer. 
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LISTA 1 
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LISTA 2 
 

C Id COX-2 BCL-2 BAX IGF1-R Ki67 CDIS CDI Tamanho 

  CDI CDIS CDI CDIS CDI CDIS CDI CDIS CDI CDIS GN TIPO GH GN  

1 51 3 3 3 3 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

2 47 3 3 3 3 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II < 2 cm 

3 51 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 III n-comedo III III ≥ 2 cm 

4 43 3 3 2 2 1 2 2 2 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

5 37 3 3 2 2 1 1 2 2 1 1 III comedo III III ≥ 2 cm 

6 85 2 2 3 3 1 2 1 1 3 3 II comedo II II ≥ 2 cm 

7 66 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 II n-comedo I II < 2 cm 

8 77 3 3 3 3 1 1 2 2 1 1 III n-comedo II III < 2 cm 

9 42 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II < 2 cm 

10 67 1 1 2 2 1 1 2 2 2 2 III comedo II III ≥ 2 cm 

11 46 3 3 2 2 1 1 1 1 1 1 II comedo II II ≥ 2 cm 

12 71 3 3 3 3 2 3 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

13 47 2 2 2 2 2 1 1 1 2 2 II comedo II II < 2 cm 

14 50 3 3 1 1 1 1 2 2 1 1 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

15 79 3 3 1 1 3 3 1 1 3 3 II comedo II II ≥ 2 cm 

16 35 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

17 60 2 2 2 2 1 1 1 1 3 3 II comedo II II < 2 cm 

18 81 3 3 1 1 1 1 1 1 3 3 I n-comedo I I < 2 cm 

19 65 2 2 3 3 1 1 2 2 2 2 III n-comedo II III < 2 cm 

20 72 3 3 2 2 1 1 3 3 2 2 III comedo III III < 2 cm 

21 52 3 3 1 1 1 1 3 3 2 2 III n-comedo II III < 2 cm 

22 52 3 3 3 3 1 1 1 1 1 1 II comedo II II ≥ 2 cm 

23 79 3 3 2 2 1 1 2 2 2 2 I n-comedo I I < 2 cm 

24 55 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

25 45 3 3 1 1 1 1 2 2 1 1 II comedo II II < 2 cm 

26 68 3 3 1 1 2 1 2 2 2 2 I n-comedo I I < 2 cm 

27 59 3 3 3 3 2 2 1 1 2 2 II n-comedo III II ≥ 2 cm 

28 46 3 3 1 1 3 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

29 49 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 II comedo I II ≥ 2 cm 

30 53 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

31 51 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

32 66 3 3 1 1 3 3 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

33 50 3 3 2 2 1 1 2 2 2 2 III n-comedo II III ≥ 2 cm 

34 70 3 3 3 3 1 1 2 2 2 2 III comedo II III ≥ 2 cm 

35 48 2 2 1 1 3 2 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

36 31 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 II comedo II II ≥ 2 cm 

37 50 3 3 1 1 1 1 2 2 1 1 II comedo I II ≥ 2 cm 

38 37 3 3 3 3 1 1 1 1 3 3 III n-comedo II III ≥ 2 cm 

39 65 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 III n-comedo III III ≥ 2 cm 

40 63 2 2 1 1 2 2 1 1 1 1 II n-comedo II II < 2 cm 

41 46 3 3 3 3 2 2 1 1 1 1 II n-comedo I II ≥ 2 cm 

42 51 3 3 1 1 1 1 2 2 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

43 55 3 3 3 3 1 1 3 3 1 1 I n-comedo I I ≥ 2 cm 

44 52 3 3 1 1 2 1 2 2 1 1 III comedo II III ≥ 2 cm 

45 70 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 II comedo II II < 2 cm 
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46 44 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

47 36 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 III comedo II III ≥ 2 cm 

48 71 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 II n-comedo III II ≥ 2 cm 

49 51 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

50 74 3 3 2 2 1 1 2 2 2 2 II n-comedo II  II < 2 cm 

51 54 1 1 1 1 2 2 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

52 58 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 II n-comedo II II < 2 cm 

53 49 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

54 50 2 2 1 1 2 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

55 78 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

56 68 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

57 50 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II < 2 cm 

58 55 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 III n-comedo III III ≥ 2 cm 

59 57 3 3 2 2 1 2 1 1 3 3 II comedo II II ≥ 2 cm 

60 64 3 3 3 3 1 1 1 1 3 3 II comedo II II ≥ 2 cm 

61 66 1 1 3 3 2 1 3 3 1 1 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

62 63 2 2 3 3 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

63 61 3 3 1 1 2 2 1 1 2 2 III comedo II III ≥ 2 cm 

64 63 3 3 1 1 3 3 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

65 62 2 2 3 3 1 1 1 1 2 2 III n-comedo II III ≥ 2 cm 

66 58 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 I comedo II I ≥ 2 cm 

67 67 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 II n-comedo III II ≥ 2 cm 

68 32 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

69 44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

70 63 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

71 57 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

72 56 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 III n-comedo II III ≥ 2 cm 

73 73 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

74 52 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 II comedo II II < 2 cm 

75 51 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

76 43 3 3 2 2 2 1 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

77 70 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

78 49 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

79 55 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

80 39 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 II comedo III II ≥ 2 cm 

81 48 3 3 3 3 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II < 2 cm 

82 59 3 3 2 2 2 2 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

83 68 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 II comedo II II ≥ 2 cm 

84 67 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

85 63 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo III II ≥ 2 cm 

86 71 3 3 2 2 2 2 1 1 2 2 II n-comedo II II < 2 cm 

87 59 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 II n-comedo I II < 2 cm 

88 39 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 II n-comedo III II ≥ 2 cm 

89 61 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2 III comedo II III ≥ 2 cm 

90 26 3 3 3 3 1 1 1 1 3 3 III comedo III III ≥ 2 cm 

91 59 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

92 43 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

93 70 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

94 34 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 II comedo II II < 2 cm 



 86 

95 42 3 3 1 1 2 2 2 2 2 2 II Comedo III II ≥ 2 cm 

96 51 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo III II ≥ 2 cm 

97 55 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

98 72 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 II n-comedo II II < 2 cm 

99 48 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

100 55 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 II comedo II II ≥ 2 cm 

101 90 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 II n-comedo II II < 2 cm 

102 77 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 II comedo II II < 2 cm 

103 79 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 III comedo III III ≥ 2 cm 

104 44 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

105 46 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

106 44 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

107 68 2 2 2 1 2 2 1 1 2 2 III n-comedo III III < 2 cm 

108 46 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 III comedo III III ≥ 2 cm 

109 51 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 II n-comedo II II ≥ 2 cm 

110 46 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 III comedo III III ≥ 2 cm 

 
GN: grau nuclear; GH: grau histológico; comedo: comedocarcinoma; n-comedo: não comedocarcinoma. 
C: caso; Id: Idade 
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