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Resumo

Introdugdo: a superexpressdao da COX-2 relaciona-se com o aumento da produgdo de fatores de crescimento vascular e como
consequéncia, com o desenvolvimento tumoral. O Firocoxib € um anti-inflamatério ndo esteroidal utilizado para inflamagdo associada
3 osteoartrite em cies. E o inibidor mais seletivo da COX-2, reduzindo eficientemente a acdo desta enzima. Estudos indicam os
beneficios do Firocoxib na terapia antineopldsica. Objetivo: este trabalho objetivou avaliar o efeito modulador do Firocoxib sobre
a acdo da doxorrubicina (DXR) por meio do teste de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster. Metodologia: foram
preparadas trés concentragdes de Firocoxib: 2,5; 5 e 10 mg/mL, utilizadas isoladamente e em associagdo a doxorrubicina. O tratamento
ocorreu com larvas de D. melanogaster descendentes do cruzamento de fémeas wts/TM3 com machos mwh/mwh. Resultados: os
resultados sugerem que o Firocoxib possui atividade moduladora sobre a agdo carcinogénica da DXR, pois houve redugdo significativa
nas frequéncias tumorais dos individuos tratados com diferentes concentragdes de Firocoxib em cotratamento com a doxorrubicina
quando comparadas a frequéncia tumoral do controle positivo. Conclusdo: conclui-se que, nas presentes condigdes experimentais,
o Firocoxib reduziu a frequéncia de tumores induzidos pela doxorrubicina em D. melanogaster.
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Abstract

Introduction: COX-2 overexpression is related to increased production of vascular growth factors and, as a consequence, to tumor
development. Firocoxib is a non-steroidal anti-inflammatory drug used for inflammation associated with osteoarthritis in dogs. It is the
most selective inhibitor of COX-2, efficiently reducing the action of this enzyme. Studies indicate the benefits of Firocoxib in anticancer
therapy. Objective: this study aimed to evaluate the modulatory effect of Firocoxib on the action of doxorubicin (DXR) by means of
the epithelial tumor test (ETT) in Drosophila melanogaster. Methodology: three concentrations of Firocoxib were prepared: 2.5; 5
and 10 mg/mL, used alone and in association with doxorubicin. The treatment occurred with D. melanogaster larvae descended from
the crossing of wts/TM3 females with mwh/mwh males. Results: the results suggest that Firocoxib has modulating activity on the
carcinogenic action of DXR, as there was a significant reduction in tumor frequencies in individuals treated with different concentrations
of Firocoxib in co-treatment with doxorubicin when compared to the tumor frequency of the positive control. Conclusion: it is concluded
that, under the present experimental conditions, Firocoxib reduced the frequency of tumors induced by doxorubicin in D. melanogaster.
Keywords: Drosophila melanogaster. Shaping Effect. ETT. Firocoxib.

INTRODUCAO

Ao longo de sua existéncia as células podem sofrer
mutagoes, ou seja, alteragdes no material genético, que
podem estar associadas a erros de duplicacao ou a ex-
posicdo dessas células a diversos agentes mutagénicos
(MARTINEZ-JIMENEZ, 2020). As mudangas decorrentes
dessas mutagdes podem ocasionar um descontrole na
proliferagao celular, originando uma troca na informagdo
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do gene, auséncia de sintese ou surgimento de proteinas
diferentes, com o consequente aparecimento de quadros
cancerigenos (MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015).

O cancer é uma doenga multifatorial crénica, caracte-
rizada pelo crescimento celular descontrolado, que resulta
na formagdo de uma massa celular denominada neoplasia
ou tumor maligno (BIRKENKAM P-DEMTRODER et al., 2018).
Os principais grupos de genes envolvidos nesse processo
sdo o0s proto-oncogenes, genes supressores de tumor e
genes relacionados ao reparo do DNA (KANG et al., 2017).
A normalidade e funcionalidade desses genes sdo cons-
tantemente alteradas por fatores ambientais (INCA, 2013).
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Em virtude do avango da terapéutica no tratamento
do cancer, observa-se, nos ultimos anos, um aumento
da expectativa de vida dos pacientes oncoldgicos. No
entanto, o cancer é considerado a segunda principal causa
de morte no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhdes
de mortes em 2018 (OPAS, 2018; OMS, 2019). No Brasil,
segundo os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA),
a manifestacdo da doenca progredira, pois sdo estimados
625 mil novos casos de cancer para o triénio 2020-2022
(INCA, 2020). Tal pressuposto ressalta a necessidade de
uma constante busca por novos principios e substancias
gue auxiliem na prevencdo e tratamento desta enfermi-
dade (TWOMEY et al., 2017).

Existem certas substancias que interferem no au-
mento das frequéncias mutagénicas e carcinogénicas
(DUTRA et al., 2016). Diversos estudos tém correlacio-
nado o desenvolvimento e progressdo de alguns tipos
de neoplasias com a presenca da cicloxigenase-2 (COX-2)
em tumores animais (ARAUJO et al., 2021; BAIONI et al.,
2017; NARDI et al., 2013; ZHANG et al., 2018). A partir
destas observagdes foram sugeridos os beneficios do uso
de inibidores de COX-2 na terapia antineoplasica (KNAPP
et al., 2016; MILLANTA et al., 2012). A COX-2 é uma enzi-
ma presente na biossintese de prostaglandinas, induzida
e sintetizada em processos inflamatérios e neoplasicos,
relacionando-se aos mecanismos de inibigdo da apoptose,
inducdo de angiogénese, estimulo a proliferacao celular,
invasdo tumoral e supressdo do sistema imune (CASSALI
et al., 2018).

Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) sdo
medicamentos frequentemente prescritos na rotina cli-
nica. Sdo inibidores das cicloxigenases, seletivos ou ndo.
Os inibidores ndo seletivos sdo os AINEs denominados
de tradicionais ou convencionais, que apresentam mais
efeitos adversos (pois inibem tanto COX-1, quanto COX-2),
principalmente gastricos. Por isso, foram desenvolvidos
AINEs seletivos para inibicdo da COX-2, os chamados
COXIBEs, e surgiram com o intuito de reduzir os efeitos
gastrointestinais dos inibidores tradicionais. Destes, o
Firocoxib (Previcox®) encontra-se como um dos mais
utilizados na medicina veterindria (BURKETT et al., 2016;
HOLLAND et al., 2015).

O mecanismo de ac¢do dos anti-inflamatdrios nao
esteroidais envolve a inibigdo da oxidacdo do acido ara-
quiddnico por meio das enzimas ciclooxigenases (COXs)
de acidos graxos, envolvidas na sintese de prostanoides
e tromboxanos (KENNEDY; HARRIS, 2018). Os inibidores
seletivos atuam especificamente sobre a COX-2. Todavia,
essa seletividade pode levar a um desequilibrio entre
os fatores anti- e pré-trombdticos, com predominio de
tromboxano (TXA2) em detrimento de prostaciclinas
(PGI2), o que desencadeia uma série de complicagdes
cardiovasculares, disturbios da coagulagdo e possibilidade
de formacgdo de trombos. A inibigao especifica de COX-2
bloqueia a produgdo renal e sistémica da prostaglandina
PGI2, diminuindo a excre¢do de sédio, provocando edema
e elevagdo da pressdo sanguinea. Isso mostra a impor-

tancia de se fazer uma avaliagdo criteriosa na escolha da
terapia entre os AINEs e os COXIBEs (JOEL et al., 2020;
LUCAS et al., 2019).

O Firocoxib é um anti-inflamatério ndo esteroidal,
indicado para o tratamento da dor e inflamagdo associada
a osteoartrite canina (ALCALA et al., 2019; MACPHERSON
etal., 2021). E o formaco inibidor mais seletivo da COX-2,
reduzindo em até 80% a a¢do desta enzima, o que o torna
um dos medicamentos veterinarios mais potentes na
clinica de pequenos animais (VIJARNSORN et al., 2019).

Apesar do aumento da expectativa média de vida
dos animais domésticos, o nUmero de casos referentes a
neoplasias caninas é um problema cada vez mais comum
na pratica veterinaria (CASSALI et al., 2018). Diante desse
contexto, varios pesquisadores tém evidenciado a impor-
tancia de buscar substancias quimicas com efeito contra
essa doenga (ARENAS et al., 2016; NARDI; FERREIRA;
ASSUNCAO, 2017).

Estudos sugerem que o uso desse farmaco pode
ser uma boa estratégia para prevengao e tratamento de
neoplasias em cdes (FINOTELLO et al., 2017). Entretanto,
ainda ndo foi realizado nenhum experimento para avaliar
o possivel efeito anticarcinogénico ou modulador do
mesmo em Drosophila melanogaster.

Diante disso, este trabalho foi desenvolvido com o ob-
jetivo principal de avaliar o efeito modulador do Firocoxib
sobre a agdo carcinogénica da doxorrubicina, por meio
do teste de tumores epiteliais (ETT) em D. melanogaster.

METODOLOGIA

AGENTES QUIMICOS

Os agentes quimicos utilizados para realizag¢do dessa
pesquisa foram: Firocoxib e Cloridrato de Doxorrubicina
— DXR. O Firocoxib (lote 002/15, CAS EU/2/04/045/001-
006) é um anti-inflamatdrio ndo esteroidal produzido
pela Boehringer Ingelheim, com sede em Ingelheim, na
Alemanha. Cada comprimido de 57 mg possui: 24 mg de
Firocoxib e 76 mg de excipientes g.s.p. (6xido de ferro
E172 e Caramelo E150d) (PREVICOX®, 2016).

O cloridrato de Doxorrubicina foi o composto utilizado
como controle positivo na presente pesquisa, pois pos-
sui efeito carcinogénico reconhecido (LIMA et al., 2018;
MACHADO et al., 2013; ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPO-
MUCENO, 2015; SILVA-OLIVEIRA; ORSOLIN; NEPOMUCENO,
2016). A quimioterapia antineopldsica altera o DNA da
célula tumoral com o intuito de conter seu crescimento.
Entretanto, como a substancia age sistemicamente, as
células saudaveis também podem sofrer tais alteracGes,
ocorrendo efeito pré-tumoral (ALVES; NEPOMUCENO,
2012). O mesmo foi utilizado na concentracdo de 0,4 mM,
preparado a partir da adi¢do de 0,03538g de Adriblastina®
(lote 6PL5112, CAS 25316-40-9), em 25 mL de agua osmose
reversa autoclavada. Esse medicamento é produzido pelo
laboratério Pfizer e é vendido na forma de ampola, conten-
do 50mg. O medicamento é armazenado no Laboratério
de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de
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Patos de Minas em temperatura ambiente, protegido da
luz, respeitando as orientagGes do fabricante.

TESTE DE TUMORES EPITELIAIS (ETT) EM Drosophila
melanogaster

Quando se pensa em estratégias e metodologias de
ensino, o uso de modelos experimentais alternativos em
pesquisas cientificas vem crescendo de maneira signifi-
cativa (VICOSA et al., 2017). Nesse sentido, a D. melano-
gaster, popularmente conhecida como mosca das frutas,
é um organismo eucarionte, da ordem Diptera, muito
utilizado pelos pesquisadores, uma vez que possui facil
manutengdo em laboratdrio, tem um ciclo reprodutivo
curto e fornece um grande nuimero de individuos por
progénie, apresentando reagées metabdlicas semelhantes
as dos mamiferos, o que permite seu uso recorrente em
estudos genéticos (GRAF, 2006).

A Drosophila possui cerca 80% de homologia gené-
tica com os mamiferos e adicionalmente um nimero
significante de genes estudados na mesma confirmou ser
homdlogo de genes supressores de tumores em humanos
e animais. A importancia dessa mosca como organismo
modelo para a genética é demonstrada pela descoberta de
que 60% dos genes causadores de doengas em mamiferos,
bem como 70% dos genes de cancer, tém contrapartes
nessa mosca (GRIFFITHS et al., 2016).

A conservagdo evolutiva de genes supressores de
tumor entre Drosophila e mamiferos, tais como o gene
wts em Drosophila, homdlogo ao LATS1 (Large tumor sup-
pressor kinase 1) presente nos humanos, tem estimulado
estudos e testes na indugdo de tumores em Drosophila, os
quais podem contribuir diretamente para o entendimento
da carcinogenicidade de agentes fisicos e quimicos (EEKEN
et al., 2002; MORAIS et al., 2016; NEPOMUCENO, 2015).

A delegdo desse gene, envolvido no controle do ciclo
celular, leva a formacgdo de clones de células circulares e
consideravelmente invasivas, chamadas literalmente de
verrugas, que se desenvolvem por todo o corpo da mosca
(NISHIYAMA et al., 1999). Eeken et al. (2002) enfatizam
que marcador wts é uma mutacao recessiva e letal em
homozigose nos zigotos. Em virtude dessa letalidade,
o alelo warts é preservado na linhagem estoque com a
presenga de um balanceador cromossémico (TM3). Por
meio do cruzamento entre as linhagens wts/TM3 e mwh/
mhw, sdo adquiridas larvas heterozigotas (wts/+). Caso
ocorra a perda da heterozigose nas células do disco ima-
ginal, serdo originados clones homozigotos. Os clones sdo
vidveis em conjuntos de células isoladas da larva, porém
se manifestam como tumores nas moscas adultas.

A rapidez para obtencdo de resultados por meio do
teste para a detecgdo de clones de tumores epiteliais, bem
como a sensibilidade do organismo modelo a diferentes
categorias de substancias e a economia para avaliar a
atividade carcinogénica ou anticarcinogénica de compos-
tos simples e complexos tornam esse teste bastante Util
(NEPOMUCENO, 2015).
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Armazenamento, coleta, cruzamento das moscas e
postura dos ovos

Para realizagdo do teste para detec¢do de clones de
tumores epiteliais foram utilizadas duas linhagens mutan-
tes de D. melanogaster: wts e mwh. Os estoques destas
linhagens sdo mantidos no Laboratdrio de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas,
acondicionados em frascos contendo meio de cultura
préprio para D. melanogaster, conservados dentro de uma
incubadora, a temperatura de 252 C e 60% de umidade
(aproximadamente).

A coleta de fémeas virgens wts/TM3, Sb* e machos
mwh/mwh sucedeu-se durante trés dias consecutivos,
com intervalos de duas horas entre uma coleta e outra.
No ultimo dia deste processo, as duas linhagens foram
colocadas para cruzamento em meio de cultura contendo
banana. Apds 48h do acasalamento, machos e fémeas
foram colocados em frascos contendo meio de cultura
préprio para postura (fermento e agucar), onde as fémeas
depositaram seus ovos.

Tratamento e Analise das moscas

Aproximadamente 400 larvas descendentes do
cruzamento anteriormente mencionado foram tratadas
em quatro séries independentes, contendo cerca de 100
larvas cada, com Firocoxib (2;5; 5 e 10 mg/mL) e os res-
pectivos controles (positivo e negativo). O experimento
foi realizado em quadruplicata e posteriormente os dados
foram agrupados para analise. As concentrac¢des de Firo-
coxib empregadas foram estabelecidas de acordo com o
estudo de Schroder et al. (2016).

Larvas de 32 estdgio foram transferidas para frascos
contendo 1,5 g de puré e 5mL de Firocoxib nas trés dife-
rentes concentragées (2,5; 5 ou 10 mg/mL). Para o contro-
le positivo foi utilizada a Doxorrubicina (0,4 mM) e, para
o controle negativo, 4gua de osmose reversa (ultrapura).
As larvas foram tratadas mediante a associagdo entre
Firocoxib e DXR em sistema de cotratamento (envolvendo
exposicdo simultanea aos dois agentes) para anadlise da
possivel atividade moduladora do composto testado sobre
a acdo da carcinogénica da Doxorrubicina.

Uma semana apds o tratamento, as moscas foram
coletadas e armazenadas em frascos contendo etanol a
70%. Feito isso, elas foram separadas com base no fené-
tipo (apenas moscas portadoras de pelos finos e longos
apresentam o gene wts, por isso, moscas com fendtipo
de pelos curtos e grossos sao descartadas). Para a analise
das moscas foram utilizadas lupas estereoscdpicas, pincas
entomoldgicas e planilhas padronizadas para registro do
numero de tumores observados.

ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de
tumores observadas nas trés concentragbes testadas de
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Firocoxib e os controles (DXR e dgua de osmose reversa)
foram calculadas utilizando o teste U, ndo paramétrico,
de Mann Whitney, empregando o nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

Na Tabela 1 é possivel verificar a frequéncia de tu-
mores nos diferentes segmentos do corpo das D. mela-
nogaster tratadas com os controles (positivo e negativo)
e as diferentes concentragGes de Firocoxib. As larvas que

ndo foram submetidas ao cotratamento com Doxorru-
bicina, mas somente expostas as solug¢des de Firocoxib,
nas concentragGes de 2,5; 5 ou 10 mg/mL apresentaram
frequéncias de 0,30; 0,27 e 0,24 tumores por mosca, res-
pectivamente. Este resultado evidencia que o Firocoxib,
guando comparado ao controle negativo, ndo induziu
aumento na frequéncia de tumores (p>0,05), o que revela
auséncia de efeito carcinogénico do Firocoxib nas trés
concentragdes testadas, em D. melanogaster.

Tabela 1 - Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor
wts, tratadas com Previcox® isolado ou em associagdo com doxorrubicina.

Tratamentos Numero de tumores analisados

Firocoxib (mg/ DXR N. de Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total Frequéncia (N° de
mL) (mM)  moscas tumores/ mosca)
0 0 200 0 8 1 32 2 0 43 0,21

2,5 0 200 2 10 5 43 0 1 61 0,30

5 0 200 0 9 4 40 3 0 55 0,27

10 0 200 0 5 3 27 4 0 48 0,24

0 0,4 200 11 30 161 220 38 2 461 2,30*

2,5 0,4 200 1 27 54 209 12 2 301 1,50**

5 0,4 200 0 5 11 91 5 3 115 0,57**

10 0,4 200 0 13 18 76 1 2 110 0,55%*

Diagnéstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.

* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).

** Vlalor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4 mM) (p < 0,05).

DXR, doxorrubicina.

Fonte: Dados da pesquisa

Além disso, pode-se observar, diante dos resultados
encontrados, que, nas trés concentragdes testadas de
Firocoxib, foi verificado efeito modulador, uma vez que,
ao analisar as concentragdes associadas (em sistema de
cotratamento com a Doxorrubicina), observa-se redugdo
significativa de tumores (p<0,05) quando comparadas ao
controle positivo isolado, cuja frequéncia tumoral foi de
2,30 por mosca. Nessas concentragdes, as frequéncias
totais de tumores foram, respectivamente, de 1,50; 0,57
e 0,55 tumores por mosca. A resposta de inibicdo foi dose
dependente, pois a frequéncia de tumores diminuiu com
0 aumento da dose utilizada.

Para o controle negativo utilizou-se dgua de osmose
reversa, verificando a frequéncia de 0,21 tumores por
mosca. Esta discreta indugdo de tumores explica-se devido
a ocorréncia espontanea. Ja o controle positivo, 0,4 mM
de DXR, induziu uma frequéncia de 2,30 tumores por
mosca (frequéncia significativamente superior a obtida
no controle negativo). Tal fato demonstra que a linhagem
responde a indugdo tumoral.

DISCUSSAO

Varios mecanismos ja foram propostos na tentativa
de elucidar a relagdo entre a expressdao de COX-2, a su-

perproducdo de prostaglandinas nas células tumorais, o
processo de carcinogénese e o uso de inibidores de COX-2.
Dentre estes, podem ser citados a inibi¢cdo da apoptose,
a inducdo de angiogénese, o estimulo a proliferagdo
celular, o aumento na capacidade de invasdao tumoral
(favorecendo os mecanismos de metastase) e a supressdo
do sistema imune (CARVALHO et al., 2017; ZHANG et al.,
2018). InvestigagGes in vitro demonstraram que células
de tumores mamarios caninos apresentam grande ex-
pressdao de COX-2, acarretando elevada sintese de PGE2
e contribuindo, assim, para o processo de tumorigénese
(ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018).

Neste estudo foi utilizado um inibidor de COX-2 e,
diante dos resultados obtidos, observou-se o efeito con-
trario ao desenvolvimento tumoral. Conforme apresen-
tado, a medida em que houve aumento na concentragao
de Firocoxib, as frequéncias de tumores reduziram, o que
permite sugerir que o mesmo tenha atuado na modulagdo
dos efeitos carcinogénicos da doxorrubicina, por meio de
efeitos secundarios a inibi¢cdo da COX-2.

Os resultados encontrados nessa pesquisa condizem
com estudos anteriores. Os farmacos inibidores de COX-2,
tais como o Firocoxib mostraram ter potenciais efeitos
na redugdo da incidéncia de cancer e na capacidade de
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potencializar os efeitos da quimioterapia antineoplasica
(FINOTELLO et al., 2017). Esses medicamentos sao indica-
dos para o tratamento do cancer, pois exerceram efeitos
preventivos e terapéuticos em modelos de neoplasia
canina espontanea e experimental (CUNHA et al., 2016;
FRANZON!I et al., 2017).

A evolucdo na genética molecular aliada a terapéutica
tradicional, permitiu o desenvolvimento de novos proto-
colos de tratamento para muitos tumores. Dentre estes,
se destacam os inibidores de COX-2 e a utilizagdo de far-
macos alvo moleculares tém sido amplamente utilizados
como marcadores, tanto como fator preditivo quanto
prognodstico, na carcinogénese mamaria (BIRKENKAMP-
-DEMTRODER et al., 2018).

De acordo com Ledn-Artozqui e Morcate (2008), o
tratamento com Firocoxib melhora a qualidade de vida de
pacientes com carcinoma de células de transi¢cdo da bexiga
apos ser utilizado sozinho ou associado a outras drogas
guimioterdpicas antineopldsicas, como a cisplatina. Além
disso, também foi encontrado um aumento significativo
na sobrevivéncia dos pacientes.

Existem estudos indicando que a inibicdo farmaco-
légica ou delegdo genética de COX-2 reduz a formagdo
tumoral em modelos experimentais animais de cancer de
c6lon, mama e pulmao (SMYTH et al., 2009). Além disso,
sugerem o potencial papel terapéutico de inibidores sele-
tivos de COX-2 como antiangiogénicos e antimetastaticos
(ZHANG et al., 2018).

Visando entender o efeito da COX-2 na carcinogénese,
de forma mais aprofundada, alguns pesquisadores utili-
zaram modelos experimentais (ratos) que apresentavam
uma delecdo do gene para expressao de COX-2. Nestes
animais, houve uma reducdo de 86% no desenvolvimento
de pdlipos intestinais quando comparados com animais que
expressaram normalmente a COX-2 (GROOT et al., 2007).

Os inibidores seletivos de COX-2, também tém mos-
trado atrasar significativamente a incidéncia de tumores
mamarios em camundongos transgénicos (MILLANTA et
al., 2006), reduzindo o crescimento e o desenvolvimento
de tumores. Dessa forma, melhoram o progndstico e a
sobrevida (SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2003).

A relagdo entre a expressdo de COX-2 e a carcinogé-
nese tem sido pesquisada em diversos tipos de tumores
caninos, incluindo carcinoma de células de transi¢do de
bexiga, carcinoma prostatico e de células escamosas, ade-
nocarcinoma de célon retal, osteossarcoma e melanoma
oral. Consequentemente, o uso de inibidores de COX-2,
como o Firocoxib, tem sido amplamente empregado em
varios destes tumores, de forma a minimizar a evolugao
dos mesmos (ALCALA et al., 2019).

Assim, embora o presente estudo ndo nos permita
concluir, com exatiddo, quais mecanismos estao direta-
mente envolvidos com a modulac¢do do efeito carcinogé-
nico da DXR e, com a consequente reducdo de tumores
observados, supde-se que estejam associados a indugdo
da apoptose, reducdo da angiogénese e reducdo na ca-
pacidade de metastases.
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Sobre o efeito apoptdtico, um estudo em carcinomas
de células de transi¢dao de bexiga, em humanos, demons-
trou correlagdo positiva entre a expressdao de COX-2 e a
expressao de survivina, uma proteina membro da familia
das proteinas inibidoras de apoptose (JANG; LEE, 2009).
Evidéncias sugerem que o uso de um inibidor de COX-
2, pode levar a diminuicdo da expressdo de proteinas
inibidoras de apoptose, como o Bcl-2, Bcl-xL e survivina,
e aumento de proteinas pré apoptdticas, como a Bad
(GROSCH et al., 2006; MILLANTA et al., 2006).

A diminuicdo da apoptose em decorréncia da
superexpressdao da COX-2 nas células neoplasicas faz
com que aumente o tempo de sobrevida das células e
consequentemente favoreca o acumulo de mutacgGes
genéticas sucessivas, contribuindo para a progressao do
tumor (BARDAGI; FONDEVILA; FERRER, 2012; KANAOKA;
TAKAI; YOSHIDA, 2007). Ao contrdrio, ao inibir a COX-2,
0 que ocorre com o uso de Firocoxib, tais mecanismos
ficam suprimidos e, portanto, hd menor probalidade de
geracdo e progressao de tumores.

Estudos evidenciaram o envolvimento da COX-2 no
mecanismo de inibicdo do apoptose, decorrente da inibi-
¢do da proteina pré-apoptotica Bax e superexpressdo do
marcador de proteina anti-apoptdtica bcl-2. Hdtambém a
ativacdo da via da proteina serina-treonina quinase (Akt).
A Akt raramente inicia a oncogénese, mas contribui para
a progressao do tumor ao inibir a apoptose, promovendo
mudancas no metabolismo, proliferagao celular e migra-
¢30 e invasdo das células cancerosas (KRZESLAK, 2010).

No que se refere a angiogénese, a expressdo da COX-
2, que catalisa a producdo de prostaglandinas, esta alta-
mente correlacionada com a intensidade da angiogénese
e o desenvolvimento do tumor (JAIN et al., 2008). Estudos
realizados in vivo e in vitro demonstraram que um aumen-
to na expressdao de COX-2 em tumores contribui para a
neovascularizacdo por estimular a sintese e atividade de
fatores pré-angiogénicos e exerce uma influéncia direta
nas células endoteliais pelos produtos das rea¢des com
COX-2: PGE2, PGI2 e TXA2 (SZWEDA et al., 2019; YUAN
et al., 2005). Foi descoberto que os inibidores da COX-2
suprimem a neoangiogénese na progressao do cancer e
proporcionam efeitos terapéuticos positivos (SALVADO
etal., 2012).

Estudos feitos com cadelas mostraram que a ex-
pressdao de COX-2 foi associada a altera¢des nucleares
importantes, a um alto indice mitético, maior infiltragdo
tumoral e expressdo de fatores de crescimento do endo-
télio vascular. Em gatas, a expressdao aumentada de COX-2
correlacionou- se ao aumento de VEGF e da angiogénese
tumoral, o que trouxe uma menor sobrevida (ARENAS et
al., 2016).

Sobre a capacidade metastatica, evidéncias existem
sobre a associacdo entre COX-2 e a progressdo tumoral.
Pesquisas demonstraram que o aumento da COX-2 se
relaciona também ao aumento da atividade de determi-
nadas proteinas, como as metaloproteinases, enzimas
responsaveis pela digestdo do colageno na matriz inter-
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celular, permitindo o rompimento das barreiras e invasao
tecidual. A expressao de COX-2, e a consequente produgdo
de prostaglandinas, levam a supressdo na producgdo de
linfécitos B e T, diminuigcdo na produgdo de linfocinas,
diminuicdo na formacgdo de células Natural Killers, inibi-
¢do da liberagdo de interleucinas, resultando na sintese
de células T ndo responsivas. Toda essa falha no sistema
imunoldgico também favorece o desenvolvimento tumo-
ral (KANAOKA; TAKAI; YOSHIDA, 2007; SOBOLEWSKI et al.,
2010). Em contrapartida, mais uma vez, o Firocoxib, ao
inibir a COX-2, tende a promover efeitos opostos, o que
pode também estar associado aos resultados obtidos no
presente estudo.

A superexpressdao de COX-2 estimula a atividade
de metaloproteinases de matriz, sobretudo MMP-2 e
MMP-9, e contribui para a infiltracdo e metastase. No
cancer de mama invasivo, niveis mais elevados de ex-
pressdo de COX-2 e MMP-2 foram associados a reducdo
da sobrevida, o que indica que ambos os parametros sdo
marcadores de mau progndstico no cancer de mama
(KRZESLAK, 2010).

Em um estudo de cancer de célon foi observado que
células que expressavam maior quantidade de COX-2 apre-
sentavam maior potencial de invasao celular e metastase
quando comparadas com células que expressavam uma
menor quantidade desta enzima (GROOT et al., 2007).

No entanto, apesar de as evidéncias disponiveis in-
dicarem que varias neoplasias exibem maior expressao
de COX-2, o efeito do tratamento com inibidores desta
enzima em neoplasias requerem avalia¢do adicional, pois
apesar das investigacdes ja realizadas, ainda ndo existe
um consenso quanto ao uso estabelecido desta classe
farmacoldgica como agentes anticancerigenos (LAVALLE
et al., 2009).

Diante do exposto, pode-se sugerir que o Firocoxib,
por ser um AINEs, impede a formagdo de prostaglandi-
nas por inibicdo da COX-2, que acontece por alteragcdo
enzimatica ou por competi¢do pelo sitio COX do acido
araquiddnico, o que diminuia angiogénese e a progressao
tumoral, uma vez que estas podem mediar varios meca-
nismos, como a proliferagdo celular, apoptose, modulagdo
do sistema imune e angiogénese. Carcinomas com maior
expressao de COX-2 tém sido relacionados com um prog-
nostico desfavoravel (FRANZONI et al., 2017).

Sendo assim, o potencial modulador verificado no
Firocoxib sobre a agdo carcinogénica da Doxorrubicina,
devido a redugdo de tumores induzidos pela mesma,
justifica-se, possivelmente, em decorréncia de varios
mecanismos secunddrios ao seu efeito inibitdrio na Ciclo-
xigenase 2 (COX-2), pois sua superexpressao apresenta
relacdo direta com o crescimento tumoral e angiogénese.

CONCLUSAO

As andlises das concentragdes associadas de Firocoxib
com a Doxorrubicina revelaram redugdo nas frequéncias
de tumores nos individuos cotrataos com Firocoxib e DRX,

em relagdo ao tratamento isolado com DXR em células
de D. melanogaster. Pode-se supor que o efeito modula-
dor desse medicamento sobre a a¢do da Doxorrubicina
esteja relacionado a mecanismos secundarios a inibi¢do
da Cicloxigenase 2, como indugdo de apoptose, redugdo
da angiogénese e da progressdo tumoral (metdstases),
processos esses favorecidos/estimulados pela COX-2.

Esta pesquisa traz indicios de que o uso de inibidores
de COX-2 no tratamento ou controle tumoral pode trazer
resultados promissores para o surgimento de uma nova
modalidade terapéutica adjuvante. Entretanto, embora as
pesquisas realizadas demonstrem boas perspectivas em
relagdo ao Firocoxib, é necessario o aprofundamento de
suas propriedades e efeitos bioldgicos para que se alcan-
cem avang¢os mais satisfatérios; portanto, ha um amplo
campo de pesquisa envolvendo outras metodologias e
organismos testes.
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