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INFLUÊNCIA DO ESTRESSE OXIDATIVO AO DNA E DA EXPRESSÃO DOS MEDIADORES 

PRÓ INFLAMATÓRIAS NO DESENVOLVIMENTO DO CÂNCER DE MAMA. 

 

RESUMO 

O trabalho teve como objetivo avaliar, em biópsias de tecido mamário de 

pacientes com câncer de mama, a expressão gênica dos mediadores 

inflamatórios como IL-1 ß, IL-8, COX-2, TNF-α; além da influência do estresse 

oxidativo ao DNA, isto porque trabalhos relatam aumento desses em neoplasia 

e provável envolvimento com a tumorigênese, como em câncer de cólon. Os 

resultados das análises da expressão gênica dos mediadores inflamatórios 

sugerem que ocorre aumento no tecido com presença de neoplasia (p<0,005) 

em relação ao tecido normal, e também foi possível correlacionar uma elevação 

desta expressão quanto maior o grau de indiferenciação celular (p<0,005). Os 

níveis de danos oxidativos ao DNA foram avaliados por meio do ensaio do 

cometa (Single cell gel electrophoresis). Nossos resultados indicam que as 

biópsias de tecido com câncer mamário apresentaram maiores níveis de danos 

ao DNA, quando comparados as biópsias com tecido mamário normal 

(p<0,001). Esses resultados confirmam a presença dos mediadores 

inflamatórios estudados em tecido tumoral mamário e se correlacionam com 

literatura, mostram também que o método do ensaio cometa de dosagem de 

dano ao DNA é eficiente para análise de câncer de mama. 

Palavras chaves: 

Estresse oxidativo, inflamação, lesão DNA, câncer de mama. 
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ABSTRACT  

This study has as main objective to avaliate the influences on the development 

of mammary cancer caused by the inflamatory markers IL-1 ß, IL-8, COX-2 and 

TNF α, and by cell’s DNA under oxidation stress, by studying biopsis results of 

cancerous breast tissue; and it is influenced by researches that also 

investigating the possible link between the factors above and increase of 

neoplasia. 

Following the high levels of inflamatory markers in tissue with neoplasia, which 

are higher and higher the more celular indiference, comparing to healthy tissue  

(p<0,005), we can confirm in numbers the presence and quantity of the 

inflamatory process and its probable influence on the DNA damage and 

probable correlation to the origin of breast cancer. 

The levels of DNA oxidation  were studied by single cell gel electrophoresis, and 

our results show higher level of DNA damage when compared to those seen on 

biopsis of healthy normal tissue (p<0,001). 

Therefore, it is possible to confirm the presence of the mentioned markers in 

cancerous breast tissue and their relation to DNA, and also to confirme that the 

single cell gel eletrophoresis is an efficient method for the study of breast 

cancer. 

 

 

KEY WORDS: 

Oxidation stress, inflamation, DNA damage, breast cancer. 
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I.1 Neoplasia de mama 

 

I.1.1 Uma visão geral 

O diagnóstico do câncer no mundo tem crescido com a melhora dos 

métodos diagnósticos. Em 2000, 100 milhões de pessoas receberam o 

diagnóstico da doença e 6 milhões morreram. No Brasil são 400 mil casos 

novos/ano e 125 mil mortes (Manual de Oncologia Clínica- UICC, 1998). 

O câncer de mama tem-se tornado problema de saúde pública (sic 

Fundação Oncocentro de São Paulo, 1999) em países desenvolvidos e também 

em desenvolvimento. Dentre todos os novos, o câncer de mama tem tido 

acréscimo em sua taxa de diagnóstico, no Brasil estima-se (INCA 2006) 48.930 

casos novos de câncer de mama, sendo a neoplasia que mais acomete as 

mulheres e a segunda mais incidente no mundo. Apesar das altas taxas de 

diagnóstico do câncer de mama estamos alcançando índices de sobrevida de 

61% em 5 anos, isso graças as novas drogas quimioterápicas e as terapias alvo 

específicas que se desenvolveram por meio de estudos celulares, moleculares e 

gênicos (UICC- União Internacional de Controle de Câncer). 

 

I.1.2 Fatores de risco 

Os fatores de risco são multifatoriais e não determinantes. Dentre eles 

15% estariam relacionadas com presença familiar e sua agregação familiar 

sugere haver genes (BRCA1, BRCA2)  que determinem a susceptibilidade para a 

doença (Manual de Oncologia Clínica, 1998; Brentani et al., 2003; Forones, 
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2005). Vários estudos genéticos mostram que as condições benignas da mama, 

nas quais, a biópsia mostra hiperplasia associada com atipia do epitélio 

mamário, aumentaram o risco para desenvolvimento de um câncer 

subseqüente (Manual de Oncologia Clínica, 1998; Ross e Pinho, 2003; Forones, 

2005). 

Em relação ao consumo de álcool, em seis estudos de coorte incluindo 

322.647 mulheres seguidas por até onze anos e 4335 casos incidentes de 

câncer de mama invasivo, foi observado que o risco relativo crescia linearmente 

com o consumo de álcool, atingindo 1,41 para faixa de consumo entre 30 a 60 

gramas de álcool por dia. O tipo de bebida alcoólica não teve influência 

significativa (Alexander et al., 1999; Forones, 2005). 

Para o aleitamento materno, revisão sistemática de estudos caso-

controle, seguida de metanálise, comparando a amamentação e o tempo total 

de aleitamento, encontrou-se pequena (0,95), porém significativa redução do 

risco de câncer de mama. Quanto ao uso de contracepção hormonal oral e 

terapia de reposição hormonal há observação a ser confirmada (Moalli et al., 

1987; Romieu et al., 1990; Henderson et al., 1991; Forones, 2005). 

A dieta influenciaria vários fatores de risco como idade de menarca e 

idade de menopausa. No entanto, até agora, os estudos epidemiológicos não 

mostraram relação consistente entre dieta e câncer de mama (Manual de 

Oncologia Clínica, 1998; Smith-Warner, 2001; Forones, 2005; Baer et al., 2005; 

Draper, 2006).O Instituto Nacional de Câncer dos Estados Unidos recomenda 

baixa ingesta de carne e duas porções de frutas e três vegetais por dia. 
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Antioxidantes naturais de frutas e vegetais como ascorbato, tocoferol e 

carotenídeos sugerem ser as substâncias benéficas, como associação com fibras 

e diminuição de absorção e inibem a oxidação por atuarem  por anti radicais 

livres (Block et al., 1992; Steinmetz e Potter,1992; Matsui et al., 2000; 

Starcevic et al., 2003; Lin e Pollard, 2004; Dehn et al., 2005) mas 

epidemiologicamente os dados não são consistentes e usá-los como prevenção 

não trouxeram benefícios (Vogelstein et al., 1989; Fraga et al., 1991).  

O tabagismo é a mais importante causa global de câncer e prevenível. O 

tabagismo contribui para um terço dos casos de câncer (Shacter et al., 1988). 

O mecanismo da carcinogênese pelo tabaco não está totalmente esclarecido, o 

tabaco causa estresse oxidativo, pois o cigarro contém uma variedade de 

substâncias mutagênicas como óxido de nitrogênio que depleta antioxidantes 

corpóreos (Schectman et al., 1991; Duthie et al., 1991; Bui et al., 1991). 

Leucócitos e outros fagócitos do processo inflamatório combatem 

infecções celulares por bactérias, parasitas e vírus com óxido de nitrogênio e 

superóxido que em reação transformam-se  em peroxidonitrito, hidrogênio 

peróxido e hipoclorito que são agentes oxidativos mutagênicos.Estes oxidantes 

protegem os humanos da morte imediata por infecção mas causam lesão 

oxidativa de DNA, mutação e morte celular com aumento de taxa de duplicação 

celular compensatória contribuindo para o mecanismo de carcinogênese 

(Yamashina et al.,1986; Shacter et al.,1988). Como ocorre na hepatite viral B e 

C que é a maior causa de inflamação crônica do fígado e hepatocarcinoma. O 

vírus do Papiloma humano é o maio fator de risco para câncer de colo de útero 

por mecanismos inflamatórios (zur Hausen e de Villiers, 1994). 
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Níveis de hormônios sexuais estão envolvidos com a carcinogênese por 

induzir divisão celular. Exposição a níveis elevados de estrógeno nas células 

endometriais induz a proliferação e aparecimento de câncer de endométrio que 

tem alta sensibilidade ao estrógeno (Jick et al., 1980). No câncer de ovário a 

associação com níveis hormonais é relatado como fator de aumento de divisão 

de células de epitélio de superfície, com a gestação reduz-se o número de 

ovulações, divisão celular e o risco (De Vitta et al., 2005); anticoncepcional 

após cinco anos de uso traz decréscimo de 50% no risco de câncer de ovário 

(Hankinson et al.,1992). Fatores que fazem aumento acumulativo a exposição 

ao estrógeno como menarca precoce, menopausa tardia e prolongado período 

de terapia de reposição hormonal pós menopausa aumentam o risco de câncer 

de mama (De Vitta et al., 2005; Harris et al., 1992).  

O fator ocupacional foi estudado para população que trabalha com 

indústria química e em cozinha, pela exposição à aminas específicas 

aromáticas, petroquímicos e metais pesados e todos os dados foram 

controversos por outras interferências do meio e de cada indivíduo 

(International Agency for Research on Cancer, 1994).  

 

I.1.3 Biologia celular e molecular do câncer de mama 

Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças que têm 

em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os 

tecidos e órgãos, podendo espalhar-se (metástases) para outras regiões do 

corpo. Os diferentes tipos de câncer correspondem aos vários tipos de tecido de 

células do corpo e se diferenciam por velocidade de multiplicação das células e 
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a capacidade de invadir tecidos e órgãos vizinhos ou distantes (metástases).(De 

Vitta et al., 2005) 

Uma célula normal pode sofrer alterações no DNA dos genes. É o que 

chamamos de mutação genética. As células cujo material  genético foi alterado 

passam a receber instruções erradas para as suas atividades. As alterações 

podem ocorrer em genes especiais, denominados protooncogenes, que a 

princípio são inativos em células normais. (De Vitta et al., 2005; INCA- Instituto 

Nacional do Câncer, 2008). 

Quando ativados, os protoncogenes transformam-se em oncogenes, 

responsáveis pela malignização (cancerização) das células normais. Essas 

células diferentes são denominadas cancerosas e passam então a se comportar 

de forma anormal. Multiplicam-se de maneira desordenada e geralmente, têm 

capacidade para formar novos vasos sanguíneos que as nutrirão e manterão as 

atividades de crescimento descontrolado. O acúmulo dessas células forma os 

tumores malignos.(De Vitta et al., 2005; INCA- Instituto Nacional do Câncer, 

2008). 

Adquirem a capacidade de se desprender do tumor e de migrar. 

Inicialmente em tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um vaso 

sanguíneo ou linfático e, através desses, disseminar-se, chegando a órgãos 

distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metástases. (De Vitta 

et al., 2005; INCA- Instituto Nacional do Câncer, 2008). 

O processo de carcinogênese, ou de formação do câncer, em geral se dá 

lentamente, podendo levar vários anos para que uma célula cancerosa prolifere 

e dê origem a um tumor visível. Esse processo passa por vários estágios antes 
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de chegar ao tumor (De Vitta et al., 2005; INCA- Instituto Nacional do Câncer, 

2008). 

A iniciação é o primeiro estágio da carcinogênese. Nele as células sofrem 

o efeito dos agentes cancerígenos que promovem a mutação (modificação em 

alguns de seus genes). (De Vitta et al., 2005; INCA- Instituto Nacional do 

Câncer, 2008). 

A promoção é o segundo estágio da carcinogênese. Nele, as células 

geneticamente alteradas, ou seja, iniciadas, sofrem o efeito dos agentes 

cancerígenos classificados como oncopromotores. (De Vitta et al., 2005; INCA- 

Instituto Nacional do Câncer, 2008). 

Progressão é o terceiro e último estágio e se caracteriza pela 

multiplicação descontrolada e irreversível das células alteradas. Nesse estágio o 

câncer já está instalado, evoluindo até o surgimento das primeiras 

manifestações clínicas da doença. (De Vitta et al., 2005; INCA- Instituto 

Nacional do Câncer, 2008). 

Para o combate do câncer o organismo se defende através de 

mecanismos de defesa naturais que o protegem das agressões  impostas por 

diferentes agentes que entram em contato com suas diferentes estruturas 

(INCA- Instituto Nacional do Câncer, 2008). 

A integridade do sistema imunológico, a capacidade de reparo do DNA 

danificado por agentes cancerígenos e a ação de enzimas responsáveis pela 

transformação e eliminação de substâncias cancerígenas produzidas pelo corpo 

são exemplos de mecanismos de defesa. Esses mecanismos, próprios do 

organismo, são na maioria pré determinados geneticamente o que explica 
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ocorrência familiar de mesma neoplasia ou não aparecimento em indivíduos 

expostos aos mesmos carcinógenos (INCA- Instituto Nacional do Câncer, 2008). 

O sistema imunológico desempenha um importante papel nesse 

mecanismo de defesa. Dentro deste sistema os linfócitos desempenham um 

papel muito importante relacionado às defesas no processo de carcinogênese 

(INCA- Instituto Nacional do Câncer, 2008).  

Cabe aos linfócitos a atividade de atacar as células do corpo infectadas 

por vírus oncogênicos ou as células em transformação  maligna, bem como de 

secretar substâncias chamadas de linfocinas. As linfocinas regulam o 

crescimento e o amadurecimento de outras células e do próprio sistema imune.  

Acredita-se que distúrbios em sua produção ou em sua estrutura propiciem 

formação de câncer (INCA- Instituto Nacional do Câncer, 2008). 

A compreensão dos exatos mecanismos de ação do sistema imunológico 

muito contribuirá para a elucidação de diversos pontos importantes para o 

entendimento da carcinogênese e, portanto, para novas estratégias de 

tratamento e  prevenção do câncer, como comparação de níveis de citocinas 

em mulheres com câncer de mama ou não. Estudos de carcinogênese indicam 

uma  importante ligação entre lesão de DNA por oxidação endógena e processo 

de reparo e defesa (imunológico/ inflamatório). Também a divisão celular e 

fatores que a influenciam como hormônios, crescimento, citotoxicidade  e 

inflamação  podem determinar lesões de mutação no DNA (Henderson et al., 

1991). 

Mutações e lesões de DNA são de grande importância na carcinogênese.  
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Essas lesões internas de DNA  ocorrem com frequência  e por mecanismos de 

reparo internos celulares não trazem expressão gênica, mas quando associada 

a  lesões induzidas de forma exógena por interferência do meio podem trazer 

mutações de expressão gênica (Vogelstein et al., 1989). 

A divisão celular é um passo crítico na mutagênese porque quando a 

célula se divide uma lesão de DNA pode ocasionar mutação, deleção ou 

translocação (Ames et al., 1990; Cohen et al., 1991; Ames et al., 1993). 

Os pontos de checagem do ciclo celular previnem divisão de células com 

muitas lesões de DNA e inibem também a formação de mutação, mas não são 

perfeitos. A sinalização de lesão ocorre por perda da sequencia de  transcrição 

do RNAm (Hanawalt e Mellon, 1993; Selby e Sancar, 1993). Esta presença da 

lesão induz reparo do DNA  no ponto de checagem do ciclo celular controlado 

pela proteína p53, este ponto de checagem ocorre na fase G1-S do ciclo celular 

associado com replicação e reparo de DNA pela proteína RPA (Dutta et al., 

1993; Li e Botchan, 1993). Esta proteína bloqueia o ciclo celular e previne a 

passagem de lesão para mutação e em associação, se o nível de lesão de DNA 

for muito alto,  a proteína p53 inicia a  indução do processo de apoptose. 

Na avaliação dos mecanismos a progressão maligna do câncer de mama 

envolve que lesões benignas e carcinomas in situ passem a estágios iniciais e 

depois avançados e depois metastáticos. Fundamentalmente a progressão de 

malignização são processos que envolvem regulação de transição do epitélio, 

hipóxia, desmoplasia e angiogênese (Moalli et al., 1987; Columbano et al., 

1990; Cunningham et al., 1994). 
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Em estudo de câncer de mama (Semenza, 2002) vê-se que na presença 

de  hipóxia, na falta de oxigênio as células epiteliais proliferam além de uma 

camada normal, também uma camada de pseudo-estratificação ocupando a 

estrutura ductal ou lobular. Uma resposta de células normais semelhante para a 

hipóxia seria o gatilho para o estresse induzido pelo fator de necrose tumoral α. 

Este fator controla o mecanismo de adaptação para hipóxia através da 

regulação de glicólise, angiogênese (VEGF fator de crescimento angiogênese) e 

proliferação e sobrevivência celular, pela transcrição de IGF-2 (fator de 

crescimento insulina like) e c-met. Para função de c-met é necessária quebra de 

ligação covalente ligando HGF (fator de crescimento epitelial e angiogênese). 

Isto pode envolver aumento de proteases (De Vitta et al., 2005) e conseqüente 

destruição celular.  

Como os fatores de crescimento estão expressos no início do 

desenvolvimento do câncer de mama invasivo, o estroma torna-se mais  

fibrótico (desmoplasia) expressando proteínas de matriz extracelular como 

tenacin C e versican. A angiogênese é uma resposta a este desenvovimento de 

lesão contribuindo para progressão em direção a tumorigênese (De Vitta et al., 

2005). 

O desenvolvimento do câncer envolve supressão de apoptose, 

desregulação de sinais de fator de crescimento, ativação de oncogenes, 

desregulação de fator inibidor de crescimento e perda de genes supressor de 

tumor (Moalli et al., 1987; Romieu et al., 1990; Ellis et al., 1998). 

O dano genético é mínimo em lesões benignas da mama ou pré maligna 

atipia ductal e lobular, a expressão de subunidades de DNA duplicadas 



 15

catalizadas por associação a enzima telomerase sugerem que a supressão de 

novas células pode ocorrer na doença inicial (Kolquist et al., 1998). Altos níveis 

de telomerase e de subunidades desta enzima (Htert), ambas e três oncogenes 

SV40T, Sv40t e c-Ras mutante convertem células mamárias epiteliais em câncer 

(Selby e Sancar, 1993), também tendo a associação de c-MYC. 

Os próximos passos da tumorigênese envolvem amplificação gênica 

espontânea, perda de heterozigose, metilação, mutação ou baixa expressão de 

BRCA1/2 ou gene P53, desregulação de gene c-MYC ou ciclina D1, e mutação 

trazendo de resultado hiper ativação de ciclo celular, defeitos de pontos de 

checagem de ciclo celular e defeitos no mecanismo de apoptose (Li e Botchan, 

1993; O’ Connel et al., 1998; Stewart e Pietenpol, 1999) 

Estudos mostram (Stewart e Pietenpol, 1999) que deficiências em ponto 

de checagem de ciclo celular são fundamentais para acúmulo de defeitos 

genéticos em células do epitélio mamário que levam ao câncer.Nas quatro 

transições celulares G1 – S, G2 – M, formação do fuso e função e separação de 

células filhas pós metáfase são importantes pontos de vulnerabilidade para 

dano genético. (De Vitta et al., 2005) 

Nas alterações gênicas que se apresentam no câncer de mama 5% à 

10%  são familiares e estão envolvidos com BRCA1/2 (Stewart e Pietenpol, 

1999; De Michele e Weber, 2000); as demais estão envolvidas parcialmente 

com predisposição genética e ocasional onde um ponto de mutação possa ser 

herdado em um lócus de alelo gênico com susceptibilidade e perda de 

heterozigose ou  a alteração gênica pode ocorrer em um alelo de um lócus mais 
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tardiamente na vida, levando a instabilidade gênica e câncer (De Vitta et al., 

2005). 

As mutações afetam mecanismos de reparo de DNA e apoptose em 

BRCA1, BRCA2, P53, PTEN (Fan et al., 1999; De Michele e Weber, 2000). Estes 

gens por perda de alelo em tecido neoplásico (Moinfair et al., 2000); ou por 

presença de mutação BRCA1/2  que por recombinação homólogo diminui o  

mecanismo de reparo por perda  e quebra de dupla hélice de DNA, leva a 

instabilidade gênica (Rafi et al., 2000).  

No câncer metastático temos novo fenótipo de apoptose e diferente 

resposta à terapêutica de tratamento.Tem alterações fenotípicas em secreção 

de fator de crescimento para angiogênese e expansão metastática (Dickson e 

Lippman, 2000; Troyer e Lee, 2001), por mutação gênica, onde ocorre a perda 

de estrutura de proteína E-caderina, que promove estruturação celular, através 

de mecanismo de metilação e alteração gênica com formação de ß-caderina e 

fator de transcrição oncogênico, aumentando motilidade e invasão celular 

(Christofori e Semb, 1999; Bouzahzah et al., 2001; Feltes et al., 2002; 

Oesterreich et al., 2003; De Vitta et al., 2005). No processo de invasão celular 

em matriz óssea estavam envolvidos interleucina-11, metaloproteinase de 

matriz 1 (MMP-1) e quimiorreceptores de tecido. (Kang et al.,2003) 

Os fatores de crescimento de fibroblasto: FGF1 e FGF2 estão localizados 

em mioepitélio e células epiteliais. FGF2 é relacionado com imortalização de 

células mamárias normais e FGF1 está localizado primariamente em macrófagos 

e pode contribuir com processo infamatório e angiogênese.O fator TGF, que 

pertence a outra família de fator de crescimento, está relacionado com 
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imunossupressão através de subproduto TGF-ß que se liga a receptores 

celulares tumorais e induz  processo de fosforilação, promovendo invasão. 

(Dickson e Lippman, 2000). 

 

I.1.4 Inflamação e câncer de mama 

 
Produtos da oxidação interna do metabolismo normal causam extenso 

dano ao DNA, proteínas e lipídios. Constata-se que esta lesão é a maior 

contribuição para doenças degenerativas, câncer, doenças cardíacas, catarata e 

disfunção cerebral. Antioxidantes de defesa incluem o ácido ascórbico, 

tocoferols e carotenídeos (Gardner et al., 1988). 

 
A oxidação do DNA ocorre, pois a defesas antioxidantes não são 

perfeitas. O número de eventos oxidativos ao DNA por dia por célula é 

estimado em 100.000 em ratos e 10 vezes mais em humanos. As enzimas de 

reparo removem a maioria mas não todas, e as lesões são formadas. Lesões 

oxidativas em DNA se acumulam com a idade, em ratos após dois anos tem-se 

um milhão de lesões por célula (Branda et al., 1993; Yang et al., 2001). 

No DNA mitocondrial estes níveis de oxidação são dez vezes maiores por 

estar a organela diretamente relacionada com processos oxidativos de 

fosforilação do metabolismo celular (Lingle et al., 1978; Richter et al., 1998). A 

defesa celular ocorre com constante substituição de mitocôndrias para não 

ocorrer dano acumulativo. A oxidação lesa tanto as proteínas como o DNA e a 

proteção da enzima proteolítica que hidrolisa proteína oxidada não é suficiente 
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para prevenir o acúmulo associado à idade de lesão de oxidação protéica 

(Stadtman, 1992; Christofori e Semb, 1999). 

No processo inflamatório tem-se a presença de vários mediadores 

químicos que tem papel de catalisar reações e promover o processo 

inflamatório, que consiste em aumento do aporte sanguíneo local, maior 

número de leucócitos, e por estes maior liberação de mediadores com 

consequente aumento de volume local  (edema), aumento de fluxo sanguíneo e 

temperatura (calor), mudança do padrão e coloração do tecido com aumento 

de fluxo sanguíneo (rubor) e aumento de sensibilidade neural e infiltrado 

inflamatório. 

Uma das famílias de mediadoras são as prostaglandinas e entre elas uma 

de interesse nos últimos anos é a cicloxigenase que está envolvida na gênese 

do câncer, pela identificação e formas COX-2 nas lesões pré malignas de câncer 

colorretal (Herschman,1996; Williams et al., 1999; Dannenberg et al., 2001).  

 A super expressão de COX-2 está detectada em 40% de neoplasias de 

mama bem como em carcinoma ductal in situ . Análises epidemiológicas 

sugerem um efeito protetor de drogas inibidoras da COX-2 para câncer de cólon 

e mama. A COX-2 está identificada em vários tecidos como placenta, cérebro e 

rim, e todo local com processo inflamatório em curso. Este ocorre com a 

estimulação de enzimas COX que catalisam a conversão do ácido araquidônico 

para prostaglandinas PGG2 e subseqüente PGH2 que atuam com substratos de 

isomerases que individualmente se responsabilizam pela geração de outros 

produtos eicosanóides como PGE2, prostaciclina (PGI2) e tromboxano 

(Herschman,1996; Williams et al., 1999; Dannenberg et al., 2001).  
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Os derivados da COX contribuem para funções do organismo humano, 

incluindo hemostasia, agregação plaquetária, função gástrica e intestinal e 

processos reprodutivos. Eicosanóides são os mediadores chaves de dor, febre e 

inflamação (Dannenberg et al., 2001). 

A inibição errônea da via normal de COX com subseqüente produção de 

PG inicia a neoplasia (Herschman, 1996; Williams et al., 1999; Dannenberg et 

al., 2001). O primeiro ponto de indicação da afirmação é a detecção de níveis 

elevados de PG nas amostras de neoplasia e em sequência vê-se elevação dos 

níveis de COX-2, em 40% das amostras de câncer de mama, sugerindo que 

esteja envolvida na tumorigênese (Soslow et al., 2000; Spizzo et al., 2000; 

Ristimaki et al., 2002; Watanabe et al., 2003; Wulfing et al., 2003; Yoshimura 

et al., 2003; Boland et al., 2004). COX-1 está expressa no tecido mamário e 

COX-2 aumentada no tecido tumoral (Soslow et al., 2000; Spizzo et al., 2000; 

Watanabe et al., 2003; Wulfing et al., 2003; Yoshimura et al., 2003), 

reafirmando seu envolvimento na tumorigênese e está sendo relacionada pela 

sua superexpressão com parâmetros de agressividade tumoral, incluindo 

infiltração, alto grau histológico, alta taxa de proliferação, tumor de receptor 

hormonal negativo, e super expressão de HER2 (receptor celular de 

transmissão de sinal de duplicação) (Ristimaki et al., 2002; Subbaramaiah et 

al., 2002; Wulfing et al., 2003; Boland et al., 2004). Ristimaki e colaboradores  

também reafirmam sua superexpressão como parâmetros de agressividade 

quando identificaram a inversa relação entre níveis de expressão de COX-2 e 

intervalo livre de doença que também pode ser explicada in vitro pela 

correlação de níveis de oncogene HER2/neu e COX-2 em tecido tumoral 
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mamário (Vadlamudi et al., 1999; Ristimaki et al., 2002; Subbaramaiah et al., 

2002; Wulfing et al., 2003; Boland et al., 2004).  

Ambos HER2/neu e COX-2 estão aumentados com grande frequência 

50%-60% em carcinoma ductal in situ, que é a forma inicial e precursora do 

câncer invasivo de mama, sugerindo a correlação entre eles e a indução do 

processo de doença (Soslow et al., 2000; Subbaramaiah et al., 2002; Watanabe 

et al., 2003; Shim et al., 2003; Tan et al., 2004; Boland et al., 2004).  

Modelos experimentais de câncer de mama em ratos com ou sem uso de 

inibidores de prostaglandinas mostraram que em animais que usaram inibidores 

tiveram taxas de implante tumoral menor e tumores com status hormonal 

positivo, pois a COX estimula a transcrição do gene (CYP19) que decodifica o 

citocromo P450 que biotransforma os hormônios (Brueggemeier et al., 1999).      

Segundo Lithgow e Covington, 2005 o processo inflamatório promoveria 

mutações em DNA e estimularia desenvolvimento do câncer de mama. 

Adicionalmente, Radisky et al. (2007), em cultura de células, identificaram 

associação de fibroblastos promovendo progressão através da estimulação do 

processo inflamatório e indução de remodelamento de proteases de matriz 

celular. 

Em relação à associação de macrófagos (Lin e Pollard, 2004) que são 

recrutados pelo processo inflamatório em qualquer tecido, sadio ou não; vê-se 

que o seu aumento mediado e induzido por proteína 1 (CSF-1, receptor de 

citocina) através do gene CSF, traz remodelação de proteases de matriz com 

hiperproliferação, progressão de fibrose (desmoplasia) e invasão. 
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Dentro do processo inflamatório Starcevic et al. (2003) mostraram em 

culturas de células com oxidação por H2O2 que há um aumento nos níveis de 

proteínas relacionadas com oxidação enzimática incluindo catalases, superoxide 

dismutase e o decréscimo nos níveis da p53. 

Na oxidação pelo radical ●OH (Malins et al., 1993; Anderson et al., 2006) 

presente no processo inflamatório vê-se que causa troca em DNA ( adenina/ 

guanina) e impede transcrição e ação da enzima polimerase por redução de 

expressão gênica. Isto ocorre (Matsui et al., 2000) por aumento de 

catecolaminas e de 8-hidroxiguanosina e diminuição de GTSP1 (cathecol- 

methiltransferase) através de ação direta do OH. 

Em testes de oxidação por óxido nítrico (Hofseth et al., 2003) e RH1  

(Dehn et al., 2005) vemos  que ambos trazem mutação em DNA e gene ataxia-

telangectasia  aumentando níveis de p53 e sua transcrição mas diminuindo sua 

ação, e acumulando células em fase G2 no ponto de checagem. 

Estudos indicam que essas citocinas, anteriormente citadas, são 

moléculas de sinalização e medeiam e regulam o processo inflamatório, 

imunológico e hematopoiético (Thomson e Lotze, 2003). Em pessoas com 

câncer a resposta imunológica para com as células tumorais contribuem para 

um estado pró inflamatório (Coussens e Werb, 2002).  

Interleucina-6 é um fator de crescimento epitelial autócrino e parácrino 

em vários tipos tumorais, inclusive o de mama (Balkwill e Mantovani, 2001; 

Ben-Baruch, 2006). Interleucina-6 estimula crescimento de células tumorais e 

contribui para recorrência e metástases de câncer de mama (Leek e Harris, 

2002). Elevados níveis circulatórios de citocinas inflamatórias, incluindo IL-6, IL-
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1 ß (Bachelot et al., 2003), IL-8 (Benoy et al., 2004) e IL-18 ( Ben-Baruch, 

2003) podem ser associados com menor sobrevida em pessoas com câncer, e 

IL-6 e IL-8 podem ser relacionadas com estágio de doença e progressão no 

câncer de mama (Rao et al., 2006). 

 Altos níveis de IL-6 podem ser considerados de pior prognóstico na 

população geral com câncer (Zhang e Adachi, 1999).  

A IL-1 ß e TNF-α  atuam sobre endotélio, leucócitos e fibroblastos 

induzindo ativação endotelial com síntese de moléculas de adesão, outras 

citocinas e fatores de crescimento. A IL-1 ß apresenta importantes efeitos 

sistêmicos e locais como febre (pirógeno endógeno), estimula a proliferação de 

linfócitos T e B, a expressão de receptores de para IL-2, e de moléculas de 

adesão pelos neutrófilos e células endoteliais, atua como fator quimiotáxico e 

aumenta a atividade citotóxica de células natural-killer. O fator de necrose 

tumoral é responsável pela caquexia, causa agregação plaquetária e acúmulo  

de neutrófilos, intensificando a resposta  dessas células a outros mediadores, 

além de promover  a liberação de enzimas proteolíticas de células 

mesenquimatosas, contribuindo, para a lesão tissular. Recentemente, 

descreveu-se como pertencente à família do TNF  uma série de citocinas (BAFF, 

BLys, APRIL) produzidas por monócitos/macrófagos e neutrófilos que reduzem 

apoptose celular (Nawroth et al., 1986; Carter, R.H., 2003).  

Foram dosados níveis séricos de diferentes interleucinas, fatores 

estimulantes de colônia, interferon-γ, proteína de macrófago e TNF-α.Viu-se 

como resultado níveis elevados de IL-4, IL-10, IL-6 e IL-7 em pacientes com 



 23

câncer de mama confirmado enquanto normal em pacientes com biópsia 

negativa, sem correlação clínica (Carter, R.H., 2003). 

A família de proteínas inflamatórias bcl-2 medeia mecanismo anti-

apoptótico e estão associadas a aumento de receptor hormonal positivo, estes 

traduzem com sua expressão no câncer de mama um subgrupo clínico com 

prognóstico favorável. A proteína Bcl-2 bloqueia apoptose através de 

mecanismo mitocondrial, inibindo retorno do citocromo C para a mitocôndia, 

evitando que a cascata de eventos que resultam no comprometimento do 

potencial de membrana da mitocôndria, interagindo com ativação da caspase 9 

e sequente apoptose (Lingle et al., 2002). 
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II.1Objetivo geral 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência do estresse 

oxidativo ao DNA e da expressão dos mediadores pró inflamatórios no 

desenvolvimento do câncer de mama. 

 

II.1.1Objetivos específicos 

• Analisar e quantificar a presença de IL-1 ß, IL-8, COX-2, TNF-α, 

em tecido normal e tecido tumoral mamário. 

• Analisar e quantificar a presença de danos oxidativos ao DNA.  

• Correlacionar os níveis de danos ao DNA com grau de 

indiferenciação do tecido tumoral. 
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III.1- Pacientes  

Foram incluídos no presente estudo 27 pacientes consecutivas do sexo 

feminino, com mais de 18 anos, submetidas anteriormente à biópsia tipo core 

analisada por patologista; a biópsia foi incluída em bloco de parafina e corada 

por método de Hematoxilina-Eosina; e por este confirmado diagnóstico de 

câncer de mama e caracterizado por critérios de anatomia patológica de 

observação de características de estrutura celular seu grau histológico; oriundas 

do ambulatório e serviço de mastologia da Universidade São Francisco e 

Hospital Paulo Sacramento. Todas as pacientes foram selecionadas, 

entrevistadas e examinadas pela Dr. Simone Felitti, oncologista clínica. 

Foram excluídos, pacientes do sexo masculino, as que já se 

apresentarem com câncer de mama inflamatório (T4) e in situ, as que se 

negaram ao procedimento cirúrgico bem como as que se negaram a participar 

do presente estudo. Todas as pacientes assinaram termo de consentimento 

esclarecido (ANEXO 2). O trabalho foi submetido ao comitê de ética da 

Universidade São Francisco e aprovado (ANEXO 1). 

Para o desenvolvimento deste trabalho três biópsias foram obtidas, tipo 

core sendo realizadas por punção através de pinça de Pose com tamanho 

aproximado de 2 mm sendo uma do tecido tumoral, uma de tecido peritumoral 

e outra do tecido sadio, colhidas em duplicidade pelo fato de termos usados 

dois métodos de análise diferentes (cometa e PCR) e todas vistas somente a 

olho nu para escolha de local, podendo ter acontecido de serem realizadas em 

local errôneo, todas as biópsias foram feitas pela Dra. Simone Felitti e no 

mesmo instante foram colocadas em meio adequado e congeladas em 
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nitrogênio líquido.As biópsias de tecido peritumoral foram descartadas por 

dúvida quanto a serem tumor ou peritumoral por terem sido escolhidas em 

localização a olho nu. 

 

III.2- Ensaio do cometa  

Através deste foi possível detectar danos no DNA em células isoladas. 

Para tal usamos uma biópsia obtida da região tumoral e outra da região 

distante ao tumor, ou seja, tecido normal. O método foi realizado por técnico 

no laboratório da UNIFAG (Unidade Integrada de Farmacologia e 

Gastroenterologia) da Universidade São Francisco.  

A análise de danos nas células mamárias foi feita de acordo com o POOL-

ZOBEL et al. (1994). Resumidamente, as amostras foram incubadas em 3 ml de 

uma solução de Hank’s (HBSS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) contendo 5,5 mg 

de proteinase K (Sigma Chemical CO., St. Louis, MO) e 3 mg de colagenase I 

(Invitrogen) por 45 minutos a 37ºC para a liberação das células. Estas, então, 

foram ressuspendidas em 10 ml de HBSS e centrifugadas para o isolamento das 

células. Descartado o sobrenadante, as amostras foram ressuspendidas em 500 

µl de Hank’s. Alíquotas foram retiradas para que a viabilidade celular fosse 

avaliada, sendo descartadas aquelas com viabilidade inferior a 75%.  

A versão alcalina do ensaio do cometa foi realizada de acordo com 

LADEIRA et al. (2004). Em suma, 15 µl da suspensão celular previamente 

obtida foram misturados à agarose low melting point 0.5 % (Promega), postos 

sobre uma lâmina e cobertos com uma lamínula. Estas foram imersas em uma 

solução de lise gelada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 1% SDS, pH 10 
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com 1% Triton X-100 e 10% DMSO) a 4ºC overnight. Subseqüentemente, 

foram expostas a um tampão alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH~13,4) 

por 40 min a 4ºC. A eletroforese foi realizada neste tampão a 4ºC por 30 min a 

25V e 300 mA. Após a corrida as lâminas foram neutralizadas (0,4 M Tris, pH 

7,5), coradas com SYBR Safe (Invitrogen) e analisadas com um microscópio 

de fluorescência. Duzentas células foram aleatoriamente selecionadas (100 de 

cada réplica) e analisadas usando o software Komet 5.5 (Kinetic Imaging, USA). 

A Figura 1 abaixo ilustra as imagens obtidas após a realização do ensaio 

cometa 

 

 

FIGURA 1 – A – célula com baixo nível de danos oxidativos; B – célula com nível 

intermediário de danos ao DNA evidenciados pelo tamanho da cauda; C célula com 

nível elevado de danos ao DNA 

 

III.3- Extração de RNA e síntese de cDNA 

Uma biópsia de tecido tumoral e outra de tecido normal foram 

destinadas à extração de RNA. O método foi realizado por técnico experiente e 

A 

B 

C 
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capacitado no procedimento no laboratório de biologia molecular da UNIFAG na 

Universidade São Francisco.  

Para a estabilização e proteção do RNA, após a biópsia, todas as 

amostras destinadas a este fim foram armazenadas em RNAlater (QIAGEN, 

Valencia, CA, USA) a -80ºC até o momento da extração do RNA. Esta foi feita 

usando-se o RNeasy® tissue kit (QIAGEN) seguindo o protocolo do fabricante. 

Após a extração 100 µg de RNA foram usados para a síntese do cDNA usando o 

High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

 

III.4- Quantificação da expressão por PCR em tempo real  

A análise de expressão dos genes COX-2, IL-8, TNF-α,  e IL-1β e do 

gene constitutivo β-actina foram feitas por meio da PCR em tempo real. Os 

iniciadores e sondas utilizadas neste estudo foram desenhados usando o D-

LUX™ Designer. A Tabela 1 mostra a seqüência dos iniciadores marcados 

utilizados na PCR em tempo real. A reação de PCR em tempo real foi realizada 

no equipamento 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) e o Ct (threshold cycle - momento da reação em que a fluorescência 

da amostra começa a ser detectada) determinado com o auxílio do RQ Study 

Software (Applied Biosystems). Todas as reações foram feitas em triplicata e a 

média do Ct usada para avaliação da expressão gênica. As amostras foram 

normalizadas usando-se o controle constitutivo. A expressão relativa foi 

calculada de acordo com a fórmula 2(Rt-Et)/2(Rn-En) (BUCKHAULTS et al., 2001) 
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Tabela 1 – Iniciadores que utilizados para a PCR em tempo real. 

Gene Iniciador Seqüência (5’→→→→3’) 

β-actina Direto CGACCCGGAGTCAACGGATTTGGT[FAM]G 
Reverso GGCAACAATATCCACTTTACCAGA 

TNF-α Direto ACACTGGCTCGTGTGACAAGG 
Reverso CGGCTAATACACACTCCAAGGC[FAM]G 

IL-8 Direto CACCACACTGGACAGCCCTTT 
Reverso CGAACTTGCCCAGGAGCTTTATTT[FAM]G 

COX-2 Direto GGGTTGCTGGTGGTAGGAATG 
Reverso CGCAGCCTGTGATACTTTCTGTACTG[FAM]G 

IL-1β Direto AAAGACATACTCCAAACCTTTCCA 
Reverso CGCCTTACAATAATTTCTGTGTTGG[FAM]G 

 

As reações foram feitas usando o Platinum Quantitative PCR SuperMix-

UDG (Invitrogen) seguindo as especificações do fabricante. Em resumo, para 

um volume final de 50 µl foram adicionados 25 µl do Platinum SuperMix, 1 µl 

(10 µM) do primer marcado com LUX, 1 µl (10 µM) do primer não marcado e 

10 µl do cDNA.  

Para amplificação foi usado o ciclo descrito a seguir: 2 min a 50°C de 

pré-tratamento de UDG (Uracil-DNA Glicosilase) e desnaturação de 2 min a 

95°C, seguido de 45 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 s, anelamento a 

59°C por 15 s, e uma extensão a 72°C por 30 s, seguida de uma análise de 

curva de melting (40 ciclos com um decréscimo de 1°C a cada 15 s iniciando-se 

em 95°C). Através desta análise foi possível averiguar a especificidade da 

reação de amplificação, uma vez que o fluoróforo usado emite luz sempre que 

um dímero de DNA é formado (Figura 2).  
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FIGURA 2 – 1A Curva de amplificação e 1B curva de dissociação do gene IL-1β; 2A Curva de 

amplificação e 2B curva de dissociação do gene COX-2; 3A Curva de amplificação e 3B curva de 

dissociação do gene IL-8; 4A Curva de amplificação e 4B curva de dissociação do gene TNF-α  

 

III.5 Análise dos Dados 

Todos os dados obtidos foram analisados usando o programa estatístico 

SPSS 12.0 (SPSS Inc., USA). Os resultados estão sendo apresentados como 

razões de chance com um intervalo de confiança de 95%. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p ≤ 0,05. 
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IV.1- Pacientes  

Vinte e sete pacientes foram estudadas e após coletadas as biópsias. 

Destas amostras, 26 foram consideradas com histologia para câncer de mama, 

uma não constava tumor no material colhido, sendo descartada. Das pacientes 

com câncer de mama, 24 foram consideradas com câncer de mama ductal e 2 

com tipos histológicos diferentes, uma papilífero e lobular, sendo descartadas 

para homogeneidade histológica do grupo. Desse modo, as amostras que foram 

colhidas em duplicidade, e uma de tecido normal e uma de tecido tumoral 

subdivididas em dois grupos: Tecido mamário (n=24; Normal); e câncer de 

mama (n=24). Este grupo de tecido tumoral foi subdividido em grau de 

diferenciação histológico sendo Grau I, bem diferenciado (n=2); Grau II, 

moderadamente diferenciado (n=8); e Grau III, indiferenciado (n=14). 

 

IV.2- Determinação dos níveis de oxidação ao DNA – Ensaio Cometa 

 

Os níveis de danos oxidativos ao DNA foram avaliados por meio do 

ensaio do cometa (Single cell gel electrophoresis). Nossos resultados indicam 

que as biópsias de tecido com câncer mamário apresentaram os maiores níveis 

de danos ao DNA, quando comparados as biópsias com tecido mamário normal 

(Tabela 2).  

Em literatura vê-se estudo de Synowiec et. al, 2008 que analisou por 

método do ensaio do cometa dano de DNA relacionado com polimorfismo de 



 35

gene de reparo e perda de capacidade desses genes de reparo ao DNA, sem 

avaliação de mediadores de inflamação correlacionados como fizemos em nosso 

trabalho onde vemos que o tecido com maiores níveis de lesão de DNA também 

é o tecido com maior nível de mediadores do processo inflamatório, isso ainda 

não correlacionado e estudado pelo método do cometa em câncer de mama. 

Em continuação de observação de estudos de inflamação e método do cometa 

temos na literatura trabalhos como Ribeiro et. al, 2008 que verificam a 

presença de dano de DNA, estresse oxidativo, em biópsias de tecido tumoral de 

cólon e seu aumento em número conforme o estadiamento inicial da doença e 

sua potencial agressividade, confirmando a ação de agressão oxidativa em 

mucosa colônica e sua correlação com a tumorigênese.  

 

Tabela 2 – Lesões de DNA identificadas em tecidos mamários normal e tumoral. 

Grau Histológico Origem 
Tail Moment 

Média + desvio padrão 

GI n=2 
Normal 2.03 + 0.55 

Tumoral 3.94 + 0.92* 

GII n=8 
Normal 1.64 + 0.41 

Tumoral 4.35 + 0.63** 

GIII n=12 
Normal 1.64 + 0.33 

Tumoral 4.56 + 0.99** # 

*p < 0.05 e **p < 0.01, quando comparado ao tecido normal; #p < 0.05, quando comparado ao tecido 

tumoral em Grau histológico I.A significância estatística foi realizada por método ANOVA e teste-t.  
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O início da teoria do estresse oxidativo foi proposta por Harman et al. 

(1950) na qual radicais livres de oxigênio endógenos formados no processo 

metabólico normal teriam um acúmulo e por oxidação trariam dano em DNA. 

Subsequentemente, em 1972, Harman identificou que o processo de oxidação 

estava envolvdo com a mitocôndia e ocorria dano em seu DNA. Esse processo 

ocasionava mudação de padrão de proteínas celulares e imortalização das 

mesmas. Associado à essas mudanças viu-se aumento do número de 

polimorfonucleares e proteínas inflamatórias locais em todo o processo e 

potencializando o mesmo (Benz et al., 2008). Hoje muitos estudos e doenças 

tem apresentado ligação com estresse oxidativo, como inflamação e cancêr. 

Sabe-se que durante o processo inflamatório, neutrófilos, macrófagos e 

eosinófilos, geram radicais livres de oxigênio e/ou nitrogênio em resposta a 

mediadores pró-inflamatórios e produtos da parede celular bacteriana. Os 

compostos gerados durante este processo reagem com o DNA e podem induzir 

alteração da expressão de proto-oncogenes, bem como gerar produtos 

genotóxicos, capazes de interagir com alvos moleculares no DNA (DRAKE et al., 

1996).  

 

 

IV.3- Análise da expressão gênica - PCR em tempo real 

As quarenta e oito amostras tiveram o RNA extraído e o cDNA 

sintetizado.  
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IV.3.1 - Influência da expressão de IL-8, IL-1β, COX-2 e TNF-αααα 

 A análise da expressão relativa dos genes IL-8, IL-1β, COX-2 e TNF-α 

foram feitas por meio de PCR em tempo real. Nossos dados mostram que os 

níveis de mRNA foram significativamente maiores nas biópsias de tecido 

mamário com câncer quando comparados as biópsias de tecido mamário 

normal. Além disso, quando se avaliou a relação entre a expressão destes 

genes com o grau histopatológico foi verificada uma maior expressão em todos 

os genes estudados (Tabela 3).  

Acredita-se que a presença de IL-8 IL-Iβ, COX-2 e TNF-α  seja 

responsável por serem esses mediadores do processo inflamatório e este 

estarem envolvidos na gênese dos processos de oxidação, mutação de DNA e 

conseqüente gênese do câncer (Herschman, 1996; Fan et al., 1999; De Michele 

et al., 2000; Dannenberg et al., 2001; Kang et al., 2003; Boland et al., 2004; 

De Vitta et al., 2005) 
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Tabela 3 – Expessões dos genes IL-8, IL-1β , COX-2 e TNF-α  em tecidos mamários 

normal e tumoral. 

Grau 

Histológico 
Origem 

Genes 

IL-8 IL-1β COX-2 TNF-α 

GI n=2 
Normal 0.56 + 0.11 0.92 + 0.37 0.55 + 0.09 0.19 + 0.01 

Tumoral 0.92 + 0.23* 1.23 + 0.54* 0.99 + 0.22* 0.63 + 0.21* 

GII n=8 
Normal 0.47 + 0.17 0.92 + 0.41 0.41 + 0.21 0.26 + 0.17 

Tumoral 0.95 + 0.28* 1.39 + 0.45* 1.04 + 0.43* 0.76 + 0.32* 

GIII n=14 
Normal 0.71 + 0.38 0.88 + 0.36 0.39 + 0.15 0.70 + 0.22 

Tumoral 1.19 + 0.34* 2.07 + 0.83** # 1.22 + 0.32** # 1.51 + 0.45** # 

*p < 0.05 and **p < 0.01, quando comparado ao tecido normal; #p < 0.05, quando comparado ao tecido 

tumoral em Grau histológico I. A significância estatística foi realizada por ANOVA E Teste-t.  

 

No presente trabalho detectou-se que existe a expressão gênica de COX-

2 em número variável em tecido mamário normal mas quando avalia-se o 

tecido tumoral temos uma quantidade muito maior da expressão gênica da 

enzima  e com acréscimo ainda maior nos tecidos tumorais com maior grau 

histológico conforme em literatura com trabalhos de câncer de cólon (Williams 

et al., 1999; Herschman, 1996; Dannenberg et al., 2001) provou-se a presença 

de altas taxas de COX-2 em lesões pré malignas e a superexpressão de COX-2 

em câncer de mama está detectada em 40% dos diagnósticos bem como do 

carcinoma ductal in situ, lesão mais inicial. A enzima COX-2 está envolvida no 

processo de oxidação e cataliza a reação de conversão do ácido araquidônico 

para prostaglandina PGH 2 que passa a PGI 2 e Tromboxane (Herschman, 

1996; Williams et al., 1999; Fan et al., 1999; Soslow et al., 2000; De Michele e 
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Weber, 2000; Soslow et al., 2000; Yang et al., 2001; Dannenberg et al., 2001; 

Ristimaki et al., 2002; O’Connel, 2003; Spizzo et al., 2003; Watanabe et al., 

2003; Wulfing et al., 2003; Yoshimura et al., 2003; Boland et al., 2004). 

Quanto à associação do aumento da expresão gênica de COX-2 e maior 

grau histológico sua superexpressão foi verificada por Soslow et al., 2000; e 

relacionada com alto grau histológico, alta taxa de proliferação celular. 

Ristimaki et al. (2002) identificaram a relação inversa de níveis de COX-2 e 

intervalo livre de doença sugerindo seu pior prognóstico. 

Em estudo de Malins et al. (2006); a análise da presença  da 

Interleucina-8 que é uma das citocinas de mediação do processo inflamatório 

mostrava a mudança de interação de epitélio e estroma mamário e o produto 

de oxidação através do radical hidroxila OH agindo sobre eles e trazendo 

mutação em DNA de mulheres mais jovens, em nosso trabalho vê-se que há 

um aumento da expressão gênica desta citocina no tecido neoplásico em 

relação ao tecido mamário normal. E concordando  como refere Benoy et al. 

(2004), e que quanto maior o grau histológico maiores os níveis dosados e que 

podem estar associados a pacientes mais jovens, a menor sobrevida, estágio de 

doença e progressão(Rao et al, 2006).  

A procura de presença de outras citocinas de processo inflamatório 

trouxe pesquisas das interleucinas como a Interleucina-1 β que é uma das 

citocinas de mediação do processo inflamatório e está presente no mecanismo 

do processo inflamatório mediado por leucócitos mononucleares e interferindo 

na capacidade de reparo do DNA humano através da análise de níveis de 

oxigênio radical livre e defesas antioxidantes com p= 0,005 conforme Pero et 
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al.(1990); e em Lyon et al. (2008); em nosso trabalho vê-se que há um 

aumento da expressão gênica desta citocina no tecido neoplásico e nota-se que 

quanto maior a indiferenciação do tecido neoplásico mamário maior expressão 

de Interleucina-1 β e maior quantidade de dano de DNA, explicando a 

indiferenciação maior e pior prognóstico das pacientes; e concordando como 

refere Benoy et al. (2004); e que quanto maior o grau histológico maiores os 

níveis dosados e que podem estar associados  a menor sobrevida, estágio de 

doença e progressão (Rao et al. 2006). Em câncer de cólon Duque et. al, 2006 

mostra  que IL-1 β e Cox-2  tem papel fundamental na patogênese da doença 

inflamatória e crescimento tumoral pois IL-1 β media a ativação da transcrição 

da Cox-2, confirmado também por Liu et al., 2003. 

O Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) é um mediador inflamatório celular 

que promove adaptação celular ao mecanismo de hipóxia (Semenza, 2002) e 

esse seria o gatilho para sua expressão.Essa expressão aumentada eleva o nível 

de proteases que promovem dano celular (De Vitta et al., 2005) trazendo 

hiperativação do ciclo celular, defeitos de pontos de reparo celular e de 

apoptose (O’Connel et al., 1998).Assim essas células acumulam defeitos 

genéticos maiores e mutações propiciando a formação do câncer (Stewart et 

al., 1999).  Correlacionando com os dados do nosso trabalho, vê-se conforme 

relatado na literatura níveis mais elevados de TNF-α em células tumorais e 

muito mais elevados em células tumorais de grau de indiferenciação celular 

maior (Stewart et al., 1999; Semenza et al., 2002), estes estão correlacionados 

com maior agressividade (Boland et al., 2004; Lin et al., 2004). 
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A ligação que se vê e sugere-se em alguns estudos científicos como   

relatados pelo Instituto Nacional do Câncer, INCA; Moinfar F. et al, 2000; e 

Rafii et al, 2002; de oxidação, dano de DNA e processo de oncogênese 

trazendo os primeiros passos das alterações de ciclo celular e presença de 

neoplasia em atividade, também em nosso trabalho pode ser vista com método 

de dosagem pelo cometa para neoplasia de mama somente podendo ser 

corelacionado indiretamente com formação histológica neoplásica do câncer de 

cólon.  

Durante o processo inflamatório, elementos celulares como leucócitos e 

reações enzimáticas geram radicais livres de oxigênio em resposta ao aumento 

da expressão gênica dos mediadores pró-inflamatórios. Os resultados 

provenientes do ensaio cometa mostram que o aumento na expressão destes 

genes está relacionado a um aumento nos níveis de danos oxidativos ao DNA, 

que estão relacionados com o grau de indiferenciação histopatológico e 

estadiamento/agressividade de doença relatados em câncer de cólon (Ribeiro 

et. al, 2008) que pode sugerir o mesmo para o desenvolvimento da neoplasia 

de mama. Nesta sugestão, podemos então correlacionar os resultados de nosso 

trabalho que mostra relação de aumento de níveis oxidativos de DNA em tecido 

tumoral em relação ao normal, e progressivo aumento de níveis de oxidação 

quanto mais indiferenciada a amostra tumoral analisada. 
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Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a presença de 

mediadores inflamatórios como citocinas; IL-1 β, COX-2, IL-8, TNF-α  em tecido 

tumoral mamário. 

Foi possível relacionar aumento dos níveis de TNF-α e IL-I β com maior 

grau de indiferenciação celular histológica do tecido tumoral mamário. 

O método utilizado para detecção e dosagens de dano de DNA mostrou-

se eficiente também para câncer de mama. 
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II - TERMO DE CONSENTIMENTO 

 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM CÂNCER DE MAMA 

 

Responsável: Marcelo Lima Ribeiro 

 

O abaixo-assinado (nome, idade, RG, endereço) declara que é de livre e 

espontânea vontade que está participando do projeto de pesquisa supra-citado. 

O abaixo-assinado está ciente que: 

i - O objetivo da pesquisa é avaliar a influencia do estresse oxidativo ao DNA no 

desenvolvimento de câncer de mama.  

ii. A participação neste estudo não lhe acarretará benefício terapêutico. 

iii - Será submetido aos seguintes procedimentos:  retirada de três biópsias, 

sendo uma da região do tumor e outra adjacente a este e uma de tecido 

normal mamário. 

iv - Obteve todas as informações necessárias para poder decidir 

conscientemente sobre a participação do referido ensaio. 

v - Está livre para interromper a participação a qualquer momento, sem que 

isto lhe acarrete prejuízo ao seu atendimento. 

vi - Os resultados obtidos durante este ensaio serão mantidos em sigilo, e o 

HUSF não identificará o paciente por ocasião da exposição e/ou publicação dos 

mesmos. 

vii - Caso surja alguma intercorrência, deverá procurar o serviço de Pronto 

Socorro do HUSF e solicitar que o mesmo contacte o médico responsável pelo 
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ensaio clínico ( procurar plantonista do pronto socorro da clínica médica ou 

ginecologia e a posterior a Dra. Simone Felitti). 

viii - Poderá contactar o Comiê de Ética em Pesquisa para apresentar recursos 

ou reclamações em relação ao ensaio clínico (fone 4034-8442). 

ix - É condição indispensável para participação no ensaio clínico que esteja em 

boa saúde, e portanto, não esteja no momento sob tratamento médico ou 

fazendo uso de quaisquer drogas ou medicações.  

 

x -  Poderá contactar o responsável pelo estudo, sempre que necessário pelo 

telefone 4034-8134. 

xi - Este Termo de consentimento é feito em duas vias sendo que uma 

permanecerá em meu poder e as outras com o pesquisador responsável 

 

Bragança Paulista,        de                de 200 

 

 

Nome do Voluntário 

 

 

 

Dr. Marcelo Lima Ribeiro 

 
   
 
 
 
 


