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RESUMO

Introdução: O tamoxifeno é a droga utilizada há mais tempo na terapia hormonal do câncer de 
mama. A superexpressão da ciclina D-1 interfere negativamente no tratamento com tamoxifeno e 
pode contribuir para predição da falha terapêutica observada em algumas pacientes. COX-2 induz 
a oxidação de estrogênio a dietilestilbestrol e importante ação genotóxica na mama. Ciclina D-1 e 
COX-2 ainda não foram descritos associados em relação ao tratamento com tamoxifeno em curto 
período (14 dias). Objetivo: Avaliar os efeitos da administração neoadjuvante de tamoxifeno em 
curto prazo (14 dias) sobre a expressão de COX-2 e ciclina D -1 no tratamento do câncer de mama. 
Métodos: Estudo prospectivo randomizado realizado na disciplina de Mastologia da Unifesp. 
Vinte e cinco pacientes com carcinoma de mama nos estádios II e III, subdivididas em grupos 
(controle, n = 13, e tratamento, n = 12). As amostras de ciclina D-1 e COX-2 foram avaliadas 
antes e após o tratamento. A avaliação imuno-histoquímica foi realizada por meio de anticorpos 
policlonais para COX-2 (Novocastra – Clone 4H12) e ciclina D-1 (Novocastra – Clone DCS-6). 
Os resultados foram classificados de acordo com a fração e intensidade de coloração das células 
marcadas. Resultados: Observou-se positividade da COX-2 em 56% dos tumores, sem diferença 
significativa nos dois momentos da amostra (p = 0,39 – Mann Whitney test *1). A expressão da 
COX-2 não apresentou diferença significativa nas amostras pré e pós nos grupos controle e tra-
tamento. Na amostra total do estudo, observou-se alteração da expressão da ciclina D-1 entre os 
dois momentos da amostra (teste de McNemar – Diferença = 36.00% (p = 0,06). Entre os grupos 
controle e tratamento, observou-se que a diferença das medianas de ciclina D-1 entre as amostras 
pós e pré (pós – pré) demonstrou tendência à significância estatística pelo teste de Mann-Whitney  
(p = 0,08). Conclusão: O tratamento neoadjuvante com tamoxifeno em curto prazo (14 dias) não 
foi capaz de modificar a positividade dos biomarcadores ciclina D-1 e COX-2. Não foi demon-
strada correlação entre ciclina D-1 e COX-2. 

ABSTRACT

Introduction: Tamoxifen is the most used drug in the hormonal therapy of the breast cancer. Ciclyn D-1, 
one CCND1 gene product’s (PRAD1), is essential for the normal lobule-alveolar mammary development 
and acts in the cellular cycle control. Ciclyn D-1 superexpression act negatively in tamoxifen treatment, 
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Introdução

A terapia hormonal no tratamento sistêmico do câncer de 
mama representa importante forma de terapia dirigida1.  
O tamoxifeno foi a primeira droga empregada com essa fina-
lidade no tratamento de tumores RE+1. Sua prescrição, nes-
se grupo, melhorou o prognóstico de milhares de mulheres, 
aumentou a sobrevida e reduziu a mortalidade em diversos 
estudos realizados2,3. Apesar de comprovada eficácia, até 40% 
dos pacientes em terapia adjuvante com tamoxifeno apresen-
tam resistência e insucesso ao tratamento4. Novos esforços 
concentram-se na busca de fatores que possam individualizar 
a terapêutica sistêmica do carcinoma de mama4,5. A descober-
ta dos genes e mecanismos associados à resistência hormonal 
pode nos fornecer novos alvos para a terapêutica e melhores 
marcadores para predição do prognóstico6. 

A ciclina D-1 é um produto do gene CCND1 (PRAD1), 
localizado no cromossomo 11q13, e é essencial para o de-
senvolvimento lóbulo-alveolar mamário normal7. Sua am-
plificação ocorre em até 45% dos carcinomas de mama. 
Atua na manutenção do ciclo celular no final da fase G-1. 
Impede que a célula entre na fase S e prossiga a divisão7.

A indução da expressão do gene da ciclina D-1 pelos 
esteroides é um importante evento na mediação da res-
posta mitogênica nas células do câncer de mama8. A su-
perexpressão de ciclina D-1 confere às células neoplásicas 
da mama menor dependência aos fatores de crescimento, 
perda do controle inibitório do ciclo celular e desequilíbrio 
a favor da proliferação9-12.

Zwijsen et al. (1997) demonstrou que a ciclina D-1 
pode ativar o RE e induzir o crescimento de tecidos res-
ponsivos ao estrogênio na ausência deste13. Essa atividade 

agonista ao RE poderia explicar seu papel oncogênico nos 
carcinomas de mama RE+14.

A expressão de ciclina D-1 em ratos transgênicos resul-
ta em hiperplasia ductal e adenocarcinoma de mama15,16.

Roy e Thompson (2006) demonstraram que a superex
pressão da ciclina D-1 interfere negativamente no trata-
mento com tamoxifeno em pacientes com carcinoma de 
mama RE+ e contribui para a falha terapêutica observada 
em algumas pacientes14.

Novas proteínas têm sido implicadas nos complexos 
mecanismos da carcinogênese. A ação da COX-2 no pro-
cesso de promoção da carcinogênese é fortemente susten-
tada. Diferentes processos justificam sua atuação no de-
senvolvimento e crescimento de lesões neoplásicas17. Sua 
superexpressão associa-se a carcinomas indiferenciados e 
mais agressivos, com alta expressão de p53 e amplificação 
do HER-218. 

Na mama, demonstrou-se que a atividade da COX-2 
pode induzir a oxidação de estrogênio a dietilestilbestrol, 
com importante ação genotóxica19. Chow et al. (2003) 
demonstraram que a superexpressão de COX-2 contribui 
para a resistência à terapia hormonal, possivelmente por 
meio do aumento da expressão da aromatase pelas células 
estromais no tumor mamário induzido por PgE25,20.

As alterações ocorridas na expressão de ciclina D-1 e 
COX-2, embora já estudadas isoladamente, com diversas 
formas de terapia sistêmica, ainda não foram descritas as-
sociadas. O estudo proposto objetivou avaliar as possíveis 
alterações induzidas pelo tratamento com tamoxifeno so-
bre essas proteínas em tumores mamários de pacientes nos 
estádios II e III. 

and may contribute to predict the failure observed in some patients. COX-2 activity induces oestrogen oxi-
dation to dietilstilbestrol and promotes genotoxics effects on the breast. Ciclyn D-1 and COX-2 association 
had not been described yet to short time tamoxifen treatment. Objective: Evaluate short time (14 days) 
neaodjuvant tamoxifen effects on COX-2 and ciclyn D-1 expression in breast cancer patients. Methods: 
Randomized prospective study in the Federal University of Sao Paulo. Twenty five patients with stage II 
and III breast cancer were included. The groups were control (n = 13) and treatment (n = 12). Ciclyn 
D-1 and COX-2 samples were evaluated before and after treatment. Imunohistochemistry was performed 
on the tissue sections using a polyclonal antibody to COX-2 (Novocastra – Clone 4H12) and cyclin D-1 
(Novocastra – Clone DCS-6). The results were classified according Already score, based on the intensity 
and fraction marked cells. Results: COX-2 was positive in 56% of tumors. No significant difference was 
observed between the two groups (p = 0.39 Mann Whitney test). The Difference of cyclin D-1 medium 
(post – pre) in the control group was 5, while in the tamoxifen group was 0.5. (p = 0.08, Mann Whitney 
test). Correlation between COX-2 and ciclyn D-1 was expressed by Pearson index (r). In treatment group 
moderate linear and positive correlation was observed (r = 0.51 – Pearson’s index) (p = 0.08). It wasn’t 
observed in control group (r = 0.42) (p = 0.12). Conclusion: Tamoxifen treatment in short time period 
(14 days) wasn’t modified significantly COX-2 and ciclyn D-1 expression.
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Pacientes e métodos

Vinte e cinco pacientes, subdivididas em grupos (controle,  
n = 13, e tratamento, n = 12), foram admitidas no estudo.  
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo (Unifesp), e as pacientes 
assinaram termo de consentimento para a participação. 

Após a confirmação do diagnóstico por biópsia incisio-
nal, ocorreu randomização para um dos grupos. O grupo 
tratamento recebeu tamoxifeno 20 mg/dia por 14 dias an-
tes da cirurgia. Obteve-se a primeira amostra das pacientes 
ambulatorialmente, com anestésico local, sem vasoconstri-
tor (lidocaína® a 2%). A segunda amostra foi obtida duran-
te o tratamento cirúrgico definitivo por meio de incisão 
do espécime operatório. As amostras foram submetidas a 
processamento e emblocamento em parafina líquida e fi-
xadas em formalina 10% após identificação. Foram então 
coradas pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para 
confirmar o diagnóstico de carcinoma invasivo. A recupe-
ração antigênica foi realizada por cocção das lâminas em 
tampão citrato, em pH 6,0 para COX-2 e EDTA + TRIS 
pH 9,0 para ciclina D-1, numa panela de pressão elétrica, 
por 15 minutos após o início da pressão.

As lâminas foram incubadas com os respectivos anti-
corpos primários COX-2 (Novocastra – Clone 4H12), di-
luição 1:2000, e ciclina D1 (Novocastra – Clone DCS-6), 
diluição 1:80 em câmara úmida à temperatura ambiente, 
por duas horas. Essas lâminas permaneceram em câmara 
úmida à temperatura ambiente por duas horas e depois 
foram lavadas com solução tampão PBS em pH 7,4.

Para amplificação da reação, utilizou-se anticorpo se-
cundário biotinilado kit LSAB – Biotinylated Link Uni-
versal (DakoCytomation, Carpinteria, Califórnia), com in-
cubações de 20 minutos para o anticorpo secundário e 20 
minutos para o complexo estreptoavidina-peroxidase, kit 
LSAB – Streaptavidin-HRP (DakoCytomation, Carpinte-
ria, Califórnia), à temperatura ambiente e, em seguida, 
lavadas com solução tampão PBS em pH 7,4.

As lâminas foram reveladas em solução substrato de 
diaminobenzidina (DAB), kit Liquid DAB + Substrate 
Chromogen System (DakoCytomation, Carpinteria, Califór-
nia), por cinco minutos à temperatura ambiente e, então, 
lavadas em água corrente por mais cinco minutos.

A seguir, essas lâminas foram contracoradas com he-
matoxilina e desidratadas em álcool, xilol, diafanizadas e 
montadas entre lamínula e Entellan.

Todas as reações contiveram controles positivos e ne-
gativos. Para controle positivo, foi utilizado um corte de 
mama previamente conhecido como reativo e, para con-
trole negativo, utilizou-se um corte incubado com solução 
tampão PBS no lugar do anticorpo. 

Método semiquantitativo para avaliação da 
expressão das proteínas COX-2 e ciclina D-1

As expressões de COX-2 e ciclina D-1 foram avaliadas por 
observador único de forma semiquantitativa, seguindo-se 
os critérios descritos por Allred et al. (1998) e Harvey et al. 
(1999)21,22. Adotou-se um sistema de contagem para os casos 
positivos, considerando-se a intensidade da coloração das cé-
lulas e a fração de células neoplásicas coradas. 

Método estatístico

As variáveis categóricas foram apresentadas, de forma des-
critiva, em tabelas com frequências absolutas e relativas. As 
variáveis quantitativas foram descritas utilizando-se mediana 
e valores máximo e mínimo. Teste dos postos assinalados de 
Wilcoxon foi aplicado na comparação de variável quantitativa 
entre dois grupos dependentes. O teste de Mann-Whitney foi 
aplicado na comparação de variável quantitativa entre dois 
grupos independentes. Comparações de proporções entre 
dois grupos independentes foram efetuadas com o teste exa-
to de Fisher. Quando amostras pareadas, proporções foram 
comparadas utilizando-se o teste de McNemar. Utilizou-se o 
coeficiente de correlação de Pearson na análise de correlação 
linear entre duas variáveis quantitativas. Todas as probabili-
dades de significância (valores de p) apresentadas são do tipo 
bilateral e valores menores que 0,05, considerados estatisti-
camente significantes. O software SAS 9.1.3 foi utilizado na 
análise estatística de dados (Statistical Analysis System, Cary, 
NC, USA). 

Resultados 

O estudo constitui-se de 25 pacientes, distribuídas em 2 
grupos: grupo controle (C) (n = 13) e grupo tratamento (T)  
(n = 12). Duas amostras pareadas (pré e pós) foram obtidas 
de cada paciente.

A expressão de COX-2 foi positiva em 56%. Não hou-
ve alteração da expressão nas amostras pós. Para ciclina 
D-1, houve expressão em 32% da amostra pré e em 68% 
da amostra pós. A diferença absoluta de reações positivas 
entre as amostras foi de 36% (McNemar – p = 0,06).

A análise da diferença das medianas de ciclina D-1 en-
tre as amostras pós e pré (pós – pré), nos grupos C e T, 
demonstrou tendência à significância estatística pelo teste 
de Mann-Whitney (p = 0,08). 

No grupo C, a análise da correlação entre a diferença 
das medianas de COX-2 (pós – pré) e a diferença das me-
dianas de ciclina D-1 demonstrou haver correlação linear 
positiva (r = 0,42) (r = índice de Pearson) (p = 0,12). Essa 
análise no grupo T evidenciou correlação linear moderada 
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e positiva, marginalmente significante (r = 0,51) (índice de 
Pearson) (p = 0,08). 

Discussão

A associação entre ciclina D-1 e resistência ao tratamento 
com tamoxifeno já foi demonstrada anteriormente. Stendahl 
et al. (2004) demonstraram correlação entre intensidade da 
coloração nuclear da ciclina D-1 e resistência ao tratamento 
com tamoxifeno23. Jisröm et al. (2005) demonstraram que a 
expressão de ciclina D-1 e amplificação do gene CCND1 em 
amostras de carcinomas de mamas tratadas com tamoxifeno 
associam-se a menores intervalos livres de doença (p < 0,001) 
e sobrevida global (p = 0,002)24. Roy e Thompson (2006) su-
gerem que a superexpressão da ciclina D-1 interfira negati-
vamente no efeito do tamoxifeno em carcinomas de mama 
RE+, portanto contribui para a falha terapêutica observada 
em algumas pacientes14.

Denkert et al. (2003) observaram a expressão de COX-2 
em 36% dos 221 espécimes de carcinoma de mama. Esta se 
associou a diversos parâmetros clínico-patológicos, como 
menor diferenciação tumoral (p < 0,0005), maior diâmetro 
do tumor (p < 0,0005), incidência maior de comprometi-
mento linfonodal (p < 0,0005), invasão vascular (p = 0,03) 
e receptor de estrogênio negativo (p = 0,04). Associou-se 
ainda a menor intervalo livre de doença (p = 0,0007) e 
sobrevida global (p = 0,02)18.

Sabe-se que esses tumores são menos responsivos ou 
não respondem à terapia hormonal.

Este estudo analisou a expressão das proteínas ciclina 
D-1 e COX-2 antes e após a exposição ao tamoxifeno, por 
14 dias, com o objetivo de correlacionar possíveis modifi-
cações em relação ao grupo controle, assim como possíveis 
interações entre essas proteínas. O estudo foi do tipo ran-
dômico, em duplo-cego, tendo-se acesso à identificação das 
lâminas apenas após o término da leitura de todos os casos. 

A expressão de COX-2 em carcinomas de mama apre-
senta diferentes resultados em diversos estudos. Half et al. 
(2002) descrevem ocorrência de moderada a forte expres-
são da COX-2 em 43% dos 57 carcinomas de mama25. 
McCarthy et al. (2006) observaram que a expressão de 
RNAm de COX-2 foi maior nos carcinomas de mama 
RE_ (p < 0,02) e RP_ (p < 0,0001)26.

Em nosso estudo, 56% dos tumores demonstraram ex-
pressão de COX-2 (14/25). Não houve diferença entre as 
amostras pré e pós tampouco entre os grupos controle e 
tratamento. 

A associação entre expressão da COX-2 e resistência 
à terapia endócrina foi anteriormente descrita20,27-28. Su-
perexpressão de COX-2 aumenta a concentração de aro-
matase no tumor mamário e promove aumento da vascu-

larização peritumoral, por meio da regulação de PgE2 e 
VEGF (vascular endothelial growth factor)27. Gierach et al. 
(2008), em estudo prospectivo, demonstraram redução de 
16% do risco de carcinoma de mama RE+ em usuárias de 
AAS diariamente28.

Este é o primeiro estudo que avalia in vivo os efeitos do 
tamoxifeno sobre a expressão da COX-2 em carcinomas 
invasivos da mama. A ausência de alterações significativas 
induzidas pelo tratamento poderia ser atribuída à represen-
tação da amostra exclusivamente por carcinomas invasivos 
RE+, em que se espera menor variação e importância dessa 
proteína, ou ainda pelas condições desfavoráveis à hormo-
noterapia estabelecidas pela expressão da COX-225-28..

Houve expressão da ciclina D-1 em 32% dos tumores 
inicialmente avaliados (pré) e 68% da amostra pós, com 
diferença entre as amostras de 36%. Esta apresentou ten-
dência à significância estatística (Tabela 1) (p = 0,06, teste 
de McNemar). 

A diferença das medianas (mediana pós – pré) nos 
grupos controle e tratamento possibilita avaliar se houve 
diferença de expressão após a realização da biópsia e se 
o tratamento com tamoxifeno induziu alterações quando 
comparado ao grupo controle. Neste, a mediana da dife-
rença foi de 5,0, enquanto no grupo tratamento essa dife-
rença foi de 0,5 (p = 0,08, teste de Mann-Whitney).

A avaliação simplesmente quantitativa da presença ou 
ausência de expressão da ciclina D-1 poderia induzir a 
erros consideráveis de interpretação quando comparadas 
com o escore proposto por Allred et al. (1998)21. Ao ana-
lisar o escore, que considera a intensidade da coloração 
e a fração de distribuição das células coradas, observa-se 
que existe intensa heterogeneidade no comportamento dos 
tumores e que a variação da intensidade da expressão não 
ocorreu de forma uniforme. 

Em nosso estudo, a diferença das medianas da ciclina 
D-1, pós – pré, foi menor no grupo tratado com tamoxi-
feno, com tendência à significância estatística (p = 0,08), 
o que pode ser traduzido em atividade inibitória do tamo-
xifeno sobre a expressão de ciclina D-1. Se for comparada 
apenas a presença ou não da expressão (positivo/negativo), 
não seria possível demonstrar a ação do tamoxifeno sobre 
essa proteína. 

Nos grupos controle e tratamento, as diferenças das 
medianas de COX-2 e ciclina D-1 apresentaram correla-
ção linear positiva. Essa correlação é avaliada pelo índice 
de Pearson (r). No grupo controle, apesar da correlação li-
near positiva (r = 0,42), não houve significância estatística. 
No grupo tratamento, o índice de Pearson (r) foi de 0,51, 
demonstrando correlação linear positiva entre as diferen-
ças das medianas de COX-2 e ciclina D-1, marginalmente 
significante (p = 0,08). O papel da ciclina D-1 e COX-2 
nos mecanismo da carcinogênese, assim como possíveis 
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interferências com a terapia endócrina, já foi demonstrado 
separadamente em diversas publicações. Em nosso estudo, 
ocorreu correlação positiva entre esses marcadores, de for-
ma não significativa no grupo controle e com tendência à 
significância no grupo tratado com tamoxifeno. Análises 
individuais desses biomarcadores em estudos anteriores 
sugerem que esses se correlacionam negativamente com a 
terapia hormonal. Os mecanismos pelos quais eles se cor-
relacionam não foram até então evidenciados.

Muitos esforços têm sido dirigidos para melhor seleção 
de esquemas terapêuticos e encontro de marcadores predi-
tivos às diversas modalidades de terapias. Novas propostas 
de classificação dos carcinomas de mama têm sido realiza-
das de acordo com a expressão de diversos biomarcadores e 
perfil gênico29,30. Por meio do estudo de expressão do perfil 
gênico e de diversos biomarcadores, pode-se observar a 
heterogeneidade existente entre os tumores RE+, e com 
isso tentar identificar as “assinaturas biológicas” existentes 
em cada tumor. Isso certamente acarretará maior possibi-
lidade de seleção do melhor esquema terapêutico e menor 
chance de resistência à terapia endócrina5.

Estudos prospectivos estão em andamento com o ob-
jetivo de elucidar os mecanismos envolvidos na resistência 
ao tratamento hormonal. A associação de terapia endócri-
na com bloqueio simultâneo das diferentes vias e sinais de 
transdução para EGF-1 e seus receptores, via inibidores da 
tirosina quinase, tem sido proposta. Da mesma forma, os 
inibidores de COX-2 em associação à terapia hormonal es-
tão sendo testados prospectivamente em diversos centros5.

A definição exata dos mecanismos pelos quais os bio-
marcadores acima estudados interferem nos complexos 
mecanismos da terapia hormonal poderá contribuir para 
decisões terapêuticas futuras. A associação entre pesquisa 
clínica e biologia molecular poderá oferecer as respostas 
aos mecanismos suscitados por meio da realização de es-
tudos multicêntricos, randomizados, duplos-cegos, con-
trolados, com inclusão de grande número de pacientes e 
seguimento adequado. Até que esses dados estejam dis-
poníveis, os achados ora disponíveis servirão para nortear 
possíveis aplicações em pesquisas clínicas.
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