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INTRODUGAO GERAL



A metalotioneina (MT), proteina descrita na década de 50, tem sido
estudada por suas propriedades associadas a detoxificagdo de substancias
genotoxicas, ao estoque e regulagdo dos niveis celulares de zinco e por uma
provavel fungao relacionada a apoptose.

Apesar de seu papel protetor para as células normais, a sua presenga em
células neoplasicas tem conferido ao tumor maior resisténcia ao tratamento anti-
neoplasico, caracterizando-a, desta forma, como sinalizadora de maior
agressividade tumoral. Este aspecto tem sido considerado importante na predi¢ao
do comportamento tumoral.

Sua funcdo na economia celular ainda é pouco conhecida. Contudo, tem
sido proposta uma agao reguladora na disponibilizacao intracelular de metais, tais
como zinco, elemento importante na regulacdo da conformagao molecular e
atividade funcional de diversas proteinas, entre as quais a proteina p53. A
diminuicdo da concentragdo celular de zinco, causada pelo aumento da
expressdo da MT poderia causar alteragdes conformacionais na p53,
ocasionando um fendtipo nulo, mas ndo mutante, desta ultima, com evidentes
implicagdes nos processos de carcinogénese e progressao tumoral.

O oxido nitrico (NO) é uma das 10 menores moléculas no organismo, por
isso ela é capaz de atravessar a membrana celular e influenciar enzimas e
proteinas tanto no citossol quanto no nucleo, é um importante neurotransmissor
com capacidade potencializadora, atuando na memoria e no aprendizado,
podendo também ter acbes enddcrinas, autdcrinas e paracrinas. A sua agao na
imuno-regulagdo esta presente na inflamagdo, nos mecanismos de
autoimunidade, e na apoptose. A sintese e formacdo do Oxido nitrico sao
realizadas pela enzima - sintase do 6xido nitrico (nitric oxide synthase - NOS). A
funcdo do NO é a defesa do organismo contra patdégenos, no entanto uma
superproducédo de NO estaria relacionado ao aumento da angiogénese, um pré-
requisito para o crescimento e a progressao tumoral.

Evidéncias recentes tém associado a MT a mecanismos de protecédo a
radiacdo ultravioleta e aos seus efeitos intracelulares a partir de modelos
experimentais. Por outro lado, estas alteragcbes parecem se refletir nas vias

metabdlicas do NO com efeitos sobre as fungdes da MT na economia celular.



Nosso trabalho tem por objetivo aprofundar no entendimento das relagdes
entre a expressao e o conteudo de MT, iINOS e NO em lesdes de pele associadas
a radiacao actinica, no intuito de coletar indicios de uma possivel participagao

deste circuito no processo de carcinogénese e progressao tumoral.

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - LesOes associadas a radiacao actinica: Cancer de Pele

A carcinogénese cutanea tem sido bastante estudada quanto aos principais
fatores fisicos, quimicos e Dbiolégicos potencialmente envolvidos no
desenvolvimento tumoral.

O cancer de pele ndo melanoma é o tipo de cancer mais frequente na
populacao brasileira. Segundo as Estimativas sobre Incidéncia e Mortalidade por
Cancer do Instituto Nacional de Céancer (INCA), dos 402.190 novos casos
previstos para o ano de 2003, o cancer de pele ndo melanoma sera responsavel
pelo diagnostico de 82.155 novos casos.

Porém, apesar da alta taxa de incidéncia, o cancer de pele ndo melanoma
nao consta como um dos dez tipos de cancer que mais matam. A facilidade do
diagnéstico precoce € o principal fator que contribui para o baixo indice de
mortalidade.

O carcinoma basocelular (CBC) é o mais frequente dos canceres de pele,
correspondendo a cerca de 75% dos canceres ndao melanoma diagnosticados.
Nos Estados Unidos, a média é de 191 pessoas diagnosticadas por cem mil
pessoas brancas.

Os fatores considerados etiolégicos e/ou precipitantes dos canceres
cutdneos sao varios, como predisposicdo genética; radiagao ultravioleta (UV);
radiagcdo nao ultravioleta, como raios-X e radiacdo gama, fatores hormonais,
imunossupressédo, agentes quimicos e drogas citotdxicas, traumatismos,
papilomavirus, queimaduras crbnicas, cicatrizes, ulceras, fistulas, osteomielite

cronica e albinismo. As lesbes de lupus eritematoso e os granulomas de longa
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duragdo, como da tuberculose, hanseniase e sifilis, podem desenvolver
carcinomas baso e espinocelulares. A poroceratose de Mibelli, epidermolise
bolhosa distréfica, liquen escleroso e atroéfico, epidermodisplasia verruciforme e
condiloma acuminado gigante de Buschke-Lowenstein podem levar ao
aparecimento de carcinomas espinocelulares (CEC). No xeroderma pigmentoso o
cancer surge precocemente e, em geral ainda na infancia, aparecem como
carcinomas baso e espinocelulares e melanomas. O nevo sebaceo de Jadassohn,
gue tem maior frequéncia na cabega, pode anteceder carcinomas basocelulares e
raramente espinocelulares, enquanto no tricoepitelioma multiplo surgem apenas
carcinomas basocelulares. Os agentes fisicos, como o calor, provocam carcinoma
nas pernas, como € o caso de individuos que ficam muito proximos de brasas
acesas. A luz solar provoca cancer na pele exposta. A maior exposi¢cao ocorre
guanto maior a altitude e menor a latitude, havendo uma correlag&o inversa entre
o grau de pigmentacao e a habilidade de bronzeamento (SILVA, 2000).

Um dos componentes mais nocivos da luz solar nocivos a pele s&o os raios
ultravioletas. O espectro da luz ultravioleta esta situado num comprimento de
onda entre 200 e 400 nm. A regido entre 400 e 320 nm, denominada regido "da
luz negra”, € chamada UVA e é responsavel pela pigmentagdo da pele ou
bronzeado. A regido entre 320 e 280 nm é denominada UVB, a regido do eritema.
A maioria dos efeitos biolégicos e potencialmente danosos da radiacédo UV das
fontes naturais situam-se nesta faixa. A regido entre 280 e 220 nm é denominada
UVC e é conhecida pelos seus efeitos bactericida e germicida. Os raios UVC sao
encontrados em lampadas germicidas e em alguns arcos de solda, mas nao na
luz solar na superficie da terra (MATSUI & DELEO, 1995) A regiao entre 220 e
170 nm é o comprimento de onda mais eficiente para a producao de ozénio. A
UVR neste comprimento de onda é grandemente absorvida pelo ar.

Indiretamente, tanto a ultravioleta A quanto a B tem agao local e sistémica
no sistema imune, por efeito imunossupressor, e, em geral, os tumores induzidos
por essas radiagcdes sao altamente antigénicos. Como efeito sistémico induzem
células supressoras tumor-especificas e, como local na pele, diminuem o numero
de células de Langerhans, com inatividade das remanescentes. Com isso, ha
alteragao da fungéo de apresentagao do antigeno, bloqueio da ativagao da funcao

celular efetora, levando a um bloqueio da resposta imune. Estas a¢gdes podem ter
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efeito direto na depressdo da resposta imunolégica ao tumor em
desenvolvimento, facilitando, desta forma, sua progresséao (SILVA, 2000).

A exposi¢cao da pele a luz ultravioleta solar € um problema crescente no
mundo devido ao aumento da populagéo no anel solar, ao aumento do numero de
férias desfrutadas nas areas quentes do globo, a popularidade do banho solar,
aos saldes de bronzeamento, e esportes ao ar livre. O aumento da expectativa de
vida na maioria dos paises industrializados esta aumentando a exposi¢ao solar da
populacao ao longo da vida. (DE FRANZO, 1992).

A radiagcdo ultravioleta € mais prejudicial em regides de clima seco e
ensolarado e o fotoenvelhecimento sempre precede o cancer. O efeito do sol é
cumulativo, o da ultravioleta € maior quando aplicada em fragdes, e € proporcional
a dose acumulada. A puvaterapia, tipo de tratamento que utiliza o efeito da
ultravioleta apdés administracédo de psoraleno por via oral, pode provocar maior
incidéncia de carcinomas baso e espinocelulares, por seu efeito mutagénico e
imunossupressivo.  Alguns  antioxidantes  protegem a pele contra
carcinogenicidade da ultravioleta, talvez por prevenirem o efeito dos radicais
livres. A cafeina e a teofilina também tem acgao protetora, parecendo prevenir o
erro no reparo durante a pos-replicagéo. O acido retindico, em concentracdo nao
toxica e nao irritativa, dependendo das circunstancias, estimula ou inibe, e a
mostarda nitrogenada e as nitrosouréias; em doses subcarcinogénicas usadas na
psoriase e micose fungoide, aceleram a carcinogénese da ultravioleta. (JUCHEM
et al, 1998)

Radiagdo solar (actinica) ndo ionizante, ao atingir a pele, pode ser
absorvida, refletida ou refratada. A absorgéao dos fotons é feita por moléculas que
recebem o nome de cromdforos. Os cromoéforos podem estar na epiderme
representados pela camada cérnea, melanina, esteréides, acido urénico, e tanto
na epiderme quando na derme, pelos acidos nucléicos (DNA, RNA), lisossoma,
membrana citoplasmatica e outros. O resultado dessa absorgéo € nocivo a pele -
e semimucosa de labio -, e as alteragdes decorrentes das radiagbes com a
matéria viva séo conhecidas com o nome genérico de fotosensibilidade (CERNEA
& HOJAIJ, 2000).

A fotocarcinogénese € uma das manifestagcdes de processo fotobioldgico

muito maior, provocando respostas locais e sistémicas, que podem ser diretas ou
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indiretas. A ultravioleta B (UVB), tem agdo fotocarcinogénica direta, levando a
carcinomas baso e espinocelulares. Atua como indutora e promotora potente de
neoplasias em camundongo, levando a alteracdo estrutural no DNA humano,
tanto in vitro quanto in vivo. Provoca alteragbes mutagénicas, através da
formacédo de dimeros de timina vinculados ao desenvolvimento de canceres; os
efeitos deletérios dos raios UVA envolvem a fotosensibilidade das células alvo e a
geracao de espécies reativas do oxigénio (GRUIJ, 2000). Para essas mutagcdes
existem mecanismos de protecdo com reparo do DNA, pela excisdo do defeito,
reparo na poés-replicagao e fotoreativagao. O tumor surge quando ha auséncia ou
deficiéncia nesse reparo (SILVA, 2000). A radiacdo UV resulta num aumento da
producdo de radicais do oxigénio, aumentando a fotoperoxidagcao dos acidos
graxos insaturados da membrana, produzindo grandes quantidades de espécies
reativas do oxigénio que estdo implicadas na iniciagdo e progressao tumoral
(HAGESAWA, et al. 1996).

O estresse oxidativo pode desempenhar diferentes papéis na patogénese
dos cénceres de pele melanoma e nado-melanoma (CBC e CEC). Nos néao-
melanomas ha uma diminui¢cdo da defesa antioxidante, causada pela exposicéo
cronica aos raios UV, contribuindo para a ocorréncia de mutagbes e
carcinogénese (SANDER et al, 2003).

Predominantemente, o cancer de pele é conhecido por ser causado pela
exposigao crbnica da pele aos raios UV do sol. Os trés tipos de canceres mais
frequentemente relacionados a exposi¢cao solar sdo o carcinoma basocelular, o
carcinoma espinocelular e o melanoma maligno.

Os canceres de pele ndo melanoma, CBC e CEC, somam
aproximadamente 80% e 16% , respectivamente, de todos os canceres de pele,
ambos sendo derivados dos queratinécitos da camada basal da epiderme da pele
(BOWDEN, 2004).

O carcinoma basocelular (CBC) é um tumor epitelial maligno que se origina
dos queratinécitos basais da epiderme e seus apéndices, possui malignidade
local, podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive 0sSsos. Seus
componentes celulares se assemelham as células indiferenciadas e imaturas do
estrato basal do epitélio, apresentando um estroma caracteristico. Ocorre mais

comumente na pele da cabega e pescogo, usualmente como lesdes unicas.
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Raramente € diagnosticado na palma das maos e sola dos pés. Apresenta-se,
histologicamente, como massas nodulares de células basaloides que se
estendem para dentro da derme, podendo assumir diferentes padrdes
arquiteturais como solido, glandular, queratético, esclerodermiformeentre outros
(ELDER et al, 1997)

CBC é o tumor mais comum afetando as pessoas de pele clara; mais
raramente produz metastase (KRIPKE, 1993). Embora muitos dos CBCs sejam
originados em éareas da pele que estdo relativamente protegidas do sol, como o
couro cabeludo e regiao retro-auricular, esta amplamente aceito que a UVB é o
principal fator etiolégico na génese do CBC (BALES, 1993).

Uma vez que o paciente tenha desenvolvido um tumor de pele, ele tem um
maior risco de desenvolver outros tumores. Estudos recentes mostram que o risco
estimado de desenvolver um ou mais novos tumores de pele sao 35%, aos 3 anos
e 50%, aos 5 anos. Os novos tumores de pele tendem a ser do mesmo tipo
celular do tumor prévio (PATEL, 1992).

O carcinoma basocelular pode aparecer sem razdes aparentes, é de
crescimento lento e raramente emite metastase (BOWDEN, 2004), mas existem
alguns fatores que influenciam seu aparecimento. O mais comum € na pele clara
associada com exposigao a luz solar forte, principalmente nos pacientes com
xeroderma pigmentosum aos quais CBC e Carcinoma de células escamosas ou
Carcinoma espinocelular (CEC) sdo comuns. Mas a exposi¢céo a luz solar ndo é
suficiente para a producao de CBC, o que é enfatizado pela rara ocorréncia no
dorso das maos e dedos. Sao muitos os fatores adicionais que predispéem uma
pessoa a desenvolver CBC e CEC como numerosas doses de radiagao (raios X)
(SCHWARTZ et al., 1995). Esse tipo de cancer € mais comum em adultos com
picos de incidéncia por volta dos 40 anos. Porém, com a constante exposi¢cao de
jovens aos raios solares a média de idade dos pacientes vem diminuindo (INCA,
2004)

SALDANHA et al, (2003) sugerem duas maneiras de classificar o CBC:
uma baseada no crescimento histopatolégico e outra na diferenciacado celular.
Aprofundando na classificagdo quanto ao padrao de crescimento histopatologico o
CBC é dividido em BAIXO e ALTO risco. Os de alto risco seriam os

caracterizados por crescimento de extensdes subclinicas, excisdo incompleta,
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agressividade local, comportamento invasivo, ou reincidéncia. Os de baixo risco
ndo apresentariam as caracteristicas do anteriores e morfologicamente
apresentam espagos entre os nddulos tumorais devido ao acumulo de mucina. No
entanto essa classificagdo € dificultada pelo fato do CBC geralmente demonstrar
mais de um padrao de crescimento.

O carcinoma espinocelular cutédneo (CEC) é uma neoplasia maligna
originaria da transformacao do queratinécito basal da epiderme, traduzido pela
presenca de massas celulares epidermodides atipicas. (GRANSTEIN, 1990).
Apresenta histologicamente massas celulares epiteliais irregulares que proliferam
declinantemente dentro da derme. O CEC normalmente se origina de uma lesao
precursora denominada queratose actinica. Embora o CEC seja menos comum
gue o CBC, a relagao entre exposi¢ao solar e neoplasia é mais direta no CEC que
no CBC (KRIPKE, 1993). Os dois tipos de tumores ndo-melanomas, CBC e CEC,
podem ser invasivos, mas o CEC possui maior potencial para emitir metastase
(ELDER et al, 1997, BOWDEN, 2004) e tende a causar inflamagdo mais severa,
ulceragdes de maiores dimensdes e crescimento mais rapido que o CBC (DEREN
et al, 2003). Apesar das diferengas no crescimento, TILLI et al, 2003 demonstram
gue ambos tem baixo indice proliferativo.

DEREN et al, relataram em 2003 um caso raro e atipico de CEC em que o
paciente nao apresentava nenhuma lesdo predisponente. A lesdo apresentou
uma progrecgao rapida, causando a morte do paciente.

A carcinogénese €, sem sombra de duvida, processo multifatorial induzido
e modulado por inumeros fatores endoégenos e exdgenos, muitos ainda a
descobrir e confirmar, sendo seu estudo da maior importancia para a prevengao

do cancer.

2.2 - Metalotioneina (MT)

As metalotioneinas compdem uma classe de proteinas intracelulares nao-
enzimaticas identificadas ha quase meio século pela sua capacidade de ligacao
ao cadmio (MARGOSHES & VALLEE, 1957; ANDREWS et al, 1984; HAMER,
1986; KAGI & SCHAFFER, 1988). Constituidas nos mamiferos por 61 ou 62

residuos de aminoacidos, caracterizam-se pelo baixo peso molecular (6 KD a 7
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KD), com presenga marcante de cisteina (23% a 33%) e auséncia de aminoacidos
aromaticos e hidrofébicos. Possuem também alto conteudo de metais pesados (4
a 12 atomos por mol), ligados covalentemente a apoproteina pelos grupos
sulfuricos (tidis) dos residuos de cisteina. A ligacdo a metais bivalentes
(principalmente ao zinco) e a outros compostos (como as espécies reativas do
oxigénio) constitui a principal fungdo biologica das MTs (HAMER, 1986; KAGI &
SCHAFFER, 1988).

Tém sido identificados quatro tipos de metalotioneina, codificadas por
guatro genes diferentes. Os genes MT-I e MT-Il sdo expressos em todos os
estagios do desenvolvimento em varios tipos celulares da maioria dos 6rgéos
(ANDREWS et al, 1984; NARTEY et al, 1987b; PALMITER, 1998). O gene MT-III
€ expresso predominantemente em neurbnios, mas também em células da glia e
nos orgaos reprodutivos masculinos, com fungdes protetoras na patogénese de
doencas neurodegenerativas (como as doengas de Alzheimer e de Parkinson) e
na espermatogénese (EBADI et al, 1996; HUSSAIN et al, 1996; FISCHER e
DAVIE, 1998; PALMITER, 1998). O gene MT-IV é expresso nas células de epitélio
estratificado escamoso em diferenciacao (QUAIFE et al, 1994).

Sua presenca tem sido relatada em varios tecidos do organismo humano
adulto (ELMES et al., 1987; NARTEY, et al. 1987a; NARTEY, et al. 1987b;
CLARKSON et al., 1984; SUZUKI et al., 1991; GOYER, et al. 1992; VAN DER
OORD et al., 1993; BIER et al.,, 1994; VAN DER OORD e DE LEY, 1994; EL
RAFAEY et al., 1997; SUNDELIN et al., 1997; KATSURAGI, et al. 1997;
DEMACHKI e BACCHI, 1998; EID et al., 1998; COURTADE et al., 1998;
YAMAMOTO et al., 1999).

Desde sua descricdo, as funcdes da metalotioneina tém sido alvo de
intensa investigacao (FISCHER e DAVIE, 1998; PALMITER, 1998). Exercem,
indubitavelmente, fungdes relacionadas a protecdo tecidual, sendo por isso
consideradas “governantas” (housekeepers) do ambiente celular (HAMER, 1986;
MANUEL, et al. 1992; SCHMIDT & HAMER, 1986; DAFFADA & YOUNG, 1999).
Entretanto, a importancia de sua agéo para a célula e o mecanismo molecular
pelo qual essa fungao é exercida ainda nao foram completamente elucidados
(PALMITER, 1998). Trés linhas de pesquisa sdo consideradas mais promissoras.

O pensamento mais antigo refere-se a funcao de detoxificagdo de metais pesados
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e de outros agentes potencialmente danosos, que seriam neutralizados ao se
ligarem a proteina. Em uma segunda hipotese, a proteina funcionaria como
reservatorio intracelular de zinco, metal essencial nos mecanismos de reparo,
transcricdo e replicagdo do DNA, A MT transporta sete ions zinco, que sao
mantidos em dois dominios termodinamicamente estaveis e cineticamente
“labibe” os primeiros ions a serem doados sao aqueles presentes no dominio N-
terminal. (FENSELAU et al. 2001) A apoforma Tioneina nunca foi isolada como
uma origem biologica, aparentemente sua formagdo € instantaneamente
combinada com o zinco (FISCHER & DAVIE, 1998) Acredita-se que a MT possua
propriedades de reducdo especificas, proporcionando um controle seletivo de
liberacdo e captura do zinco.(PALMITER; 1998). A proteina seria entao
extremamente importante nos processos que impedem danos genéticos
permanentes. Uma terceira possibilidade, ainda ndo muito bem investigada,
afirma que a metalotioneina possui fungdes reguladoras no processo de
apoptose, através da via relacionada ao fator de necrose tumoral (Tumour
Necrosis Factor, TNF).

Estudos pioneiros demonstraram o aumento do conteudo de
metalotioneina em tecidos expostos ao cadmio, elemento altamente téxico e nao-
essencial, sugerindo um papel primario na regulagéo e detoxificacdo deste metal
(MARGOSHES & VALLE, 1957; PISCATOR, 1964; TAMURA, et al. 1999) bem
como na absorgdo, transporte e metabolismo do zinco, do cobre e de outros
metais pesados (PULIDO, et al. 1966; HAMER, 1986; NATH et al., 1988; FOLCH
et al., 1998; ORLOWSKI & PIOTROWSKI, 1998; RODILLA et al., 1998; MURATA
et al., 1999). O conteudo tecidual da proteina pode ser também regulado pelos
niveis celulares de horménios, agentes citotoxicos, citocinas e por situacdes de
estresse fisico ou quimico, reconhecidamente estimulantes da biosintese de MT
in vivo e in vitro, alcangando concentragdes maximas dentro de 1 a 2 dias apos a
exposi¢ao ao agente indutor (HAMER, 1986; DUNN, et al. 1987; KATSURAGI, et
al. 1997; DAFFADA & YOUNG, 1999; HERNANDEZ et al, 2000).

Dada a grande afinidade de atomos metalicos, e dentre estes notavelmente
0 zinco, pelos residuos de tiol (SH) encontrados na metalotioneina, DOUGLAS-
JONES et al. (1995) sugeriram que a MT poderia remover atomos de zinco da

p53, proteina que possui importantes fungdes no controle do ciclo celular e do
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crescimento da célula, alterando sua conformagao espacial. Em consequéncia,
quando superexpresa, a MT poderia gerar um fenotipo nulo, mas nado mutante,
desse gene supressor tumoral, favorecendo a instabilidade genémica essencial
nos mecanismos de carcinogénese e progressao tumoral.

Por sua vez, a expressdo da metalotioneina também tem sido associada a
protecdo celular contra a citotoxicidade da radiagcéo ionizante e a captura de
radicais livres, sugerindo um importante papel dessa proteina na protegcao contra
0 estresse oxidativo (THORNALLEY & VASAK, 1985; TEMPLETON & CHERIAN,
1991; CHUBATSU & MENEGHINI, 1993; EBADI et al., 1994; 1996; QUESADA et
al., 1996). Porém CONRAD et al (2000), estudando essa propriedade em
camundongos MT +/+ e MT -/-, ndo encontrou diferenca nos niveis de danos
oxidativos ou na toxicidade induzida pelo stress oxidativo, discordando da
hipétese de que a MT desempenha um papel in vivo na protegéo celular contra
stress oxidativo.

Tem sido demonstrado, in vitro, ser a metalotioneina eficiente captadora de
ions hidroxila (OH") livre (THORNALLEY & VASAK, 1985; HUSSAIN et al, 1996;
MIURA, et al. 1997; PITT et al., 1997; KUMARI, et al. 1998). Desse modo, poderia
efetuar uma fungao protetora para as células pela redug¢ao do dano produzido por
radicais livres (PITT et al., 1997; ELGOHARY et al., 1998; WANG, et al. 1999). A
auséncia de um modelo experimental adequado, entretanto, impede
momentaneamente a verificagéo in vivo desse mecanismo (PALMITER, 1998).

A metalotioneina também possui fungdo na proliferagdo e diferenciagao
celular que ainda n&o foram esclarecidas, (APOSTOLOVA & CHERIAN, 2000)
Pois observou-se maior expressao da MT em células que encontravam-se em
proliferacao, localizadas na periferia do tumor (CHERIAN et al, 2003)

Sua principal funcdo, entretanto, parece estar de fato relacionada a
atuacdo como reservatorio regulador das concentragdes intracelulares de zinco,
metal essencial a célula (notavelmente aos processos relacionados a sintese e
reparo do material genético), liberando-o a outras proteinas quando a
disponibilidade do metal é limitada ou quando as células sdo expostas a
condi¢cbes de oxidacdo (KRAKER et al, 1985; FISCHER & DAVIE, 1998; JACOB,
et al. 1998; JIANG, et al. 1998a; JIANG, et al. 1998b; SUHY et al., 1999). Alguns

autores sugerem que o zinco na dieta aumente a sintese de MT, a absorcao

18



ocorre em uma pequena propor¢ao no intestino através de dois mecanismos:
transporte ativo e passivo. O mineral zinco esta presente em todas as partes do
corpo e tem multiplas func¢des. Dessa linha de pensamento, emergem algumas
outras possibilidades: a metalotioneina poderia proteger a célula ao servir como
fonte de zinco para as enzimas de reparo do DNA, ou de outros danos teciduais
provocados por tais agentes genotéxicos (THOMAS, et al. 1986; ZENG et
al.,1991a; ZENG, et al. 1991b; PRASAD, 1992; CHERIAN et al., 1993; CHU,
1994); por outro lado, niveis excessivos poderiam ser prejudiciais, pois
removeriam uma grande quantidade do metal, afetando a funcéo de proteinas
essenciais do ciclo celular, como por exemplo a p53, que pode ser inativada
através de alteracdo conformacional provocada pela auséncia de zinco (HAINAUT
& MILNER, 1993; DOUGLAS-JONES et al., 1997).

A participacdo da metalotioneina no processo de apoptose ainda nao é
bem conhecida, e foi recentemente proposta quando KONDO et al. (1995) e
KONDO et al. (1997) verificaram o aumento da expressao de proteinas de genes
de resposta ao dano do DNA e da apoptose em células que ndo expressavam a
proteina. TSANGARIS e TZORTZATOU-STATHOPOULOU (1998) obtiveram
resultados semelhantes. Tais estudos mostravam que a proteina inibia o
fenbmeno da apoptose. ABDEL-MAGEED e AGRAWAL (1998) mostraram que
essa agao provavelmente era devida a inducao e ativacao do fator de transcri¢gao
nuclear-kB (NF-xB), que atua na via apoptdtica relacionada ao TNF e inibe o
suicidio celular (VAN ANTWERRP et al., 1996). Entretanto, SAKURAI et al. (1999)
mostraram dados que indicam que a MT funcionaria como um regulador negativo
da atividade do NF-xB. Outros estudos sdo necessarios para determinar qual é a
participagédo da proteina no processo apoptético.

Em fungdo dessas propriedades, a metalotioneina tem sido alvo de estudo
em Oncologia, dadas as suas fungdes bioldgicas diversas e sua possivel
correlagdo com a carcinogénese, quando teria um papel protetor (CHERIAN et
al.,1993; KOBAYASHI et al., 1994; ZHANG et al., 1998), e com o prognéstico em
cancer humano, em que a superexpressao da proteina tem sido associada a
comportamentos mais agressivos (ANDREWS et al, 1987; NARTEY et al., 1987b;
KELLEY et al., 1988; BAHNSON et al., 1991; SCHMID et al., 1993; HAERSLEV et
al., 1994; OFNER et al., 1994; DOUGLAS-JONES et al., 1995; GOULDING et al.,
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1995; OSHIO et al., 1996; ZHANG et al., 1996; HISHIKAWA et al., 1997; JASANI
& SCHMID, 1997; KUO & LO, 1997; ROSSEN et al., 1997; SUNDELIN et al.,
1997; DEMACHKI & BACCHI, 1998; HIURA et al., 1998; SHUKLA et al., 1998;
YAMAMOTO et al., 1999; MCCLUGGAGE et al., 1999; CARDOSO et al, 2002).

O controle da transcricdo da indugdo da MT e as mudangas na sua
localizacdo, nuclear e citoplasmatica, durante a proliferacao e diferenciacéo
celular, sugere que niveis alterados de MT podem ser esperados em qualquer
situagdo onde ha crescimento celular anormal, como no cancer, mas a razao para
esse fato ainda nao foi esclarecida. O padrao de marcacdo da MT em tumores
humanos, ndo depende apenas do crescimento tumoral, e pode ser influenciado
por varios fatores como o tipo de tumor, a origem celular, o tipo histolégico, a
razao entre a proliferacao morfolégica heterogénea e o grau de diferenciacao, e
ao estagio do tumor. Além do mais, a presenga de subpopulagdes de
microregides de células heterogéneas com grau de crescimento e propriedades
funcionais variaveis dentro do tumor, tornam dificil o estudo da expressao da MT.
(CHERIAN et al, 2003)

DEMACHKI e BACCHI (1998) relatam uma série de fatores enddgenos e
exdégenos indutores da sintese da metalotioneina in vitro ou in vivo (por exemplo
ions de metais pesados, hormonios, fatores de crescimento, agentes inflamatorios
e citocinas, promotores tumorais e oncogenes, vitaminas, antibidticos e fatores
ligados ao estresse), alguns deles, como o interferon e a dexametasona,
utilizados em certos protocolos terapéuticos oncoldgicos. Tal fato desperta mais
uma preocupagao, pois o aumento dos niveis celulares de MT, se comprovada
sua participagdo no desenvolvimento de resisténcia a oncoterapia, poderia
comprometer a eficacia do tratamento, e, por conseguinte, o progndstico.

SCHMIDT e HAMER (1986) mostraram diferencas na inducdo das
isoformas do tipo MT-I segundo a origem embriolégica da célula. Estimuladas por
administracdo de cadmio, linhagens celulares de origem ectodérmica (células
cultivadas de carcinoma mamario) e da mesoderme intermediaria (células renais
e de carcinoma cervical) ou lateral (células de linfoma) respondiam com
superexpressao da isoforma MT-If; em células de origem endodérmica (células
hepaticas normais ou neoplasicas, de carcinoma da bexiga ou colénico) e da

mesoderme  paraxial (fibroblastos, células de osteosarcoma, e de
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carcinossarcoma mamario) a resposta acontecia por indugao da isoforma MT-le,
enquanto MT-If permanecia silenciosa. Controle epigenético, através de metilacao
do DNA poderia ser o responsavel por essa expressao diferencial (JAHROUDI et
al., 1990). O tipo MT-Il era sempre aumentado mediante a indug&o pelo cadmio,
sem diferengas entre as linhagens.

JASANI e SCHMID (1997) discutiram o significado da superexpresséo da
MT em tumores humanos, avaliando a literatura direcionada a influéncia
prognéstica e discutindo estes achados com o estudo SCHMIDT e HAMER
(1986). Segundo aqueles autores, neoplasias malignas em gue a superexpressao
de MT relaciona-se a um pior prognostico seriam aquelas derivadas de linhagens
celulares ectodérmicas ou da mesoderme intermediaria ou lateral (inducdo de
isoformas MT-If e MT-Il); em tumores derivados da endoderme ou da mesoderme
paraxial o aumento da expressédo da proteina (isoformas MT-le e MT-II) estaria
relacionado a melhor progndstico, justamente o oposto do caso anterior.

De fato, pesquisas sobre o grupo de tumores melhor estudado em relagao
a expressao da metalotioneina e sua influéncia progndéstica, os carcinomas
ductais mamarios, mostram que a superexpressao da proteina esta relacionada a
piores indices de sobrevida (FRESNO et al, 1993; SCHMID et al., 1993;
HAERSLEYV et al., 1994; HAERSLEV et al., 1995; OYAMA et al., 1996; ZHANG et
al.,, 2000). Da mesma forma, outros trabalhos tém demonstrado resultados
compativeis a hipotese de JASANI e SCHMID para outros tumores de origem
ectodérmica (ZELGER et al., 1993; HIURA et al., 1998), da mesoderme paraxial
(UOZAKI et al., 1997) e endodérmica (OFNER et al., 1994; IOACHIM et al., 1999).
Outros pesquisadores, porém, encontraram resultados contraditérios (OHSHIO et
al., 1996; SIU et al., 1998; HISHIKAWA et al., 1999). E importante ressaltar o fato
de que nem todos estes estudos foram realizados com adequada abordagem
estatistica de sobrevida (ALTMAN et al., 1995).

Extrapolando os achados de SCHMIDT e HAMER (1986), o CBC e o CEC
— derivado de linhagens celulares ectodérmicas (GILBERT, 1995) — seria um dos
tipos de neoplasia maligna em que a superexpresséo total de MT é devida as
isoformas MT-If e MT-Il. Em seqléncia, a hipotese de JASANI e SCHMID (1997)
implicaria em um pior prognostico para as lesbes que superexpressarem a

proteina.
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SUNDELIN et al. (1997) demonstraram a presenca de metalotioneina em
fragmentos de mucosa normal e de carcinoma epidermdéide bucais. Todas as
amostras de tecido normal mostraram positividade limitada as camadas de células
basais e parabasais. Cerca de 90% (22 de 24 amostras) dos tumores também
foram positivos para a marcagdo da proteina, mas esta agora se localizava na
periferia das pérolas cérneas em tumores bem diferenciados; os autores
relataram também que havia evidéncia de invasao pioneira pelas células
positivas. Baseados nos achados de que a metalotioneina restringe-se a células
nao-apoptoéticas (aquelas das camadas basal e parabasal) e na afirmacgao de que
a proteina poderia inibir a via de transduc¢ao de sinais apoptéticos relacionada ao
NF-kB (via do TNF), os autores sugeriram que a proteina protegeria as células
das camadas basais e parabasais normais e periféricas tumorais contra sinais
apoptéticos, o que nado aconteceria com as células das camadas superiores
normais e centrais tumorais, as quais nao expressam a proteina.

Recente estudo de MURAMATSU et al. (2000) confirmou alguns achados
de SUNDELIN et al. (1997), tais como a marca¢gao em mucosa normal limitada as
camadas basais e parabasais do epitélio (acrescentando que usualmente a
marcagao limitava-se ao nucleo) e as células periféricas ndo queratinizadas das
pérolas de queratina em tumores bem diferenciados. Nas lesbes que se
apresentavam pouco diferenciadas, houve expressédo focal da proteina,
particularmente nas areas mais invasivas. Descricdo interessante para a
marcagao nas neoplasias foi denominada “em mosaico”, nome devido a variagcao
na reatividade (intensidade de coloragéo) de negativa a intensa em uma mesma
area do tumor, havendo também marcacido citoplasmatica isolada e ou
combinada a nuclear. Ainda nesse estudo, os autores pesquisaram a expressao
da metalotioneina nos casos tratados e nao-tratados por quimioterapia e em
tumores bem ou pobremente diferenciados a histopatologia, nao encontrando
gualquer diferenga estatisticamente significante entre os grupos.

LOACHIM et al. (1999) estudaram CEC de laringe encontraram
positividade para a expressdao de MT tanto nos casos in situ como nos casos
infiltrativos concluindo que a MT deva ter um papel no desenvolvimento da

doenca maligna na laringe ja na fase inicial da carcinogénese.
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CARDOSO et al (2002) avaliaram retrospectivamente a expressao imuno-
histoquimica da metalotioneina em 60 casos de carcinomas epidermaoides bucais,
observando, por testes estatisticos uni e multivariados de analise de sobrevida,
gue a superexpressao da MT nestas neoplasias estava associada a pior
prognaostico para os pacientes.

SUGITA et al. (2001) usaram a expressao da MT em pacientes com
melanoma como indicador de progndstico observou o maior numero de reagdes
positivas ocorreram nas neoplasias de nivel IV e V.

MURAMATSU et al. (2000) encontraram marcacdo positiva de MT em
todos tumores de carcinoma epiderméide da regiao oral e faringeal examinados,
com grande variacao na distribuicdo e na intensidade de marcacéo.

O carcinoma baso celular aparece também como um dos mais frequentes
efeitos da acdo carcinogenética da radiagéo actinica na pele. ROSSEN et al
(1997) tem observado que 92% dos casos de carcinoma baso celular apresentam
uma diminuicdo ou auséncia de imunorreatividade para MT. KOBAYASHI et al.
(1994) demonstraram experimentalmente que havia indu¢cdo de MT em animais
para proteger o tecido e as células contra a radiagdo UV in vitro e in vivo. REEVE
et al. (2000) também demonstraram que a exposi¢ao a radiacao UVB induzia a
uma forte expressao da MT epidermal em camundongos normais. Houve aumento
da resisténcia da pele a UVB, devido as atividades da MT induzida em
camundongos pelo tratamento com Cd?* . (HANADA et al., 1998a, 1998b, 2000).

Por fim, CHERIAN et al. (2003), consideraram importante a aparente
auséncia de dados sobre a expressao da metalotioneina em varios tumores.
Afirmaram ainda que a expressao da MT em relagéo ao tipo celular, ao fendétipo e
a resisténcia a drogas desses tumores também permanece por ser esclarecida.
Propbéem que seriam interessantes estudos para a definicdo do papel da MT na
progressao tumoral e metastase, bem como na definicdo do tipo celular e no
estadiamento de tumores que podem ou nao expressar a proteina.

Vale ressaltar, que nao ha auséncia de dados significativos na literatura
mundial objetivando observar a expressdao da MT em canceres associados a
radiacdo actinica. Tao pouco conseguimos identificar estudos considerando as
fases pré-malignas da transformagdo neoplasicas dos tecidos submetidos ao

mesmo tipo de agresséo.
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2.3 - Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) & uma molécula gasosa simples, habitualmente
encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxica devido
a presenca de radical livre (elétron extra) que a torna um agente quimico
altamente reativo. Quando diluido, o NO tem uma meia vida de menos de 10
segundos devido a sua rapida oxidagao a nitrito e nitrato. A sintese e formagéo do
oxido nitrico apresenta a reacdo quimica em que a L-arginina € transformada em
um intermediario, a NG-hidroxi-L-arginina com a presenga de nicotinamida-
adeninadinucleotideo-fostato-hidrogénio (NADPH) e Ca** sendo necessario mais
NADPH e O, para a formagdo de L-citrulina e NO (FLORA FILHO &
ZILBERSTEIN, 2000)

Muitas células sdo capazes de sintetizar o NO através de hemeproteinas
da familia citocromo P450-like, chamadas de NO sintases (NOS). As NOS séao
dependentes de O,, NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade.
Até o momento, foram isoladas e clonadas trés isoenzimas, sendo duas
constitutivas em determinadas células e uma induzivel, recebendo as siglas cNOS
e INOS, respectivamente. Todas trés isoenzimas sao semelhantes
estruturalmente, porém reguladas de modo diverso e induzidas a partir de genes
localizados nos cromossomos 7 (isoforma I), 12 (isoforma IlI) e 17 (isoforma IlI)
(NGUYENT, et al. 1992).

A cNOS ou lIsoforma | (155 K-Da) esta presente no cérebro, pode ser
chamada também de bNOS (brain NO synthase) ou nNOS (neuronal NO
synthase). A eNOS ou Isoforma Ill (140 K-Da) é expressa constitutivamente nas
células endoteliais podendo também ser chamada cNOS ou EC-NOS (endothelial
constitutive NO synthase). Essas sao de baixo débito, estando envolvidas em
processos homeostaticos como neurotransmissao, peristaltismo, controle imediato
da pressao arterial. (BRUCH-GERHARZ et al. 1998, LEE et al. 2003).

A INOS ou Isoforma Il ndo € expressa constitutivamente, ou seja, néo esta
presente de modo habitual, sendo induzida nos macrofagos e outras células em
resposta a estresse severo, lipopolissacarides bacterianos e/ou citocinas

(STUEHR et al, 1991). Esta isoenzima também pode ser chamada de macNOS
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(macrophage NO synthase), € uma enzima célcio independente de peso
molecular de 130 K-Da. Varios autores consideram que qualquer célula do
organismo tem a capacidade de produzir INOS sob estimulos apropriados. Uma
vez induzida, a INOS é capaz de produzir NO por longo tempo, e isso esta
relacionado com o envolvimento em varios processos patolégicos. Assim, o alto
nivel de NO produzido por macréfagos ou por neutrofilos ou outras células
ativadas, que deveria ser toxico para micrébios, parasitas ou células tumorais,
pode também lesar células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo
responsavel pela maioria de processos inflamatérios e autoimunes (BRUCH-
GERHARZ et al. 1998, LEE et al. 2003).

A INOS esta envolvida na proliferacdo celular, a expressao do iNOS em
células tumorais do cérebro depende do seu potencial de proliferagdo tumoral
(KATO et al, 2003), no crescimento celular e no controle do ciclo celular. O papel
da INOS ou NO no céancer é multidimencional, e pode ser tanto um promotor
quanto um inibidor tumoral. O NO pode agir da seguinte maneira: quando
produzido em altas concentragbes teria atividade anti-tumoral (mediador da
apoptose) e em baixas concentragdes por um longo periodo de tempo promoveria
0 crescimento tumoral (promocédo da angiogénese) (JENKIS et al, 1995). A
presenca do iNOS e a geracdo de NO durante a PDT (terapia foto-dinadmica que
consiste no tratamento de tecidos tumorais com luz visivel, resultando numa
cascata de eventos oxidativos que levam a morte celular) sugere que o NO esta
envolvido na mediagdo da apoptose (ALI, 2003). YOUNG-JIM et al, (2002)
também relacionam o envolvimento do NO na apoptose. Ja foi demonstrado que
durante a inflamagéao crénica, a exposi¢ao prolongada do meio ao NO pode iniciar
e aumentar a carcinogénese no homem (WINK et al, 1998). Achados
confirmados por LEE et al, (2003) que observaram um aumento na expressao do
iINOS associado a promogao do carcinoma do pulmao.

JENKINS, et al. (1995) demonstraram que raios UVA e UVB da radiagao
solar levam a uma superexpressao do mRNA de iNOS. O papel do NO também é
importante na carcinogénese pois € um mediador na formac&o de nitrosaminas
carcinogénicas, provoca danos ao DNA, leva a uma nova vascularizagao,
vasodilatagdo e ativagdo de metalloproteases (THOSEN & MILES. 1998). A
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expressao da iNOS tem sido associada a promogao de angiogénese em tumores
e correlacionada com a producdo de metastases (JENKINS et al, 1995).

A angiogénese tumoral é essencial para o crescimento tumoral,
aparentemente também tem papel importante na transigdo da hiperplasia a um
crescimento invasivo ou em estagios mais avancados: na disseminag¢ao do tumor.
O CBC e o CEC variam quanto as suas propriedades, embora ambos sejam
invasivos o0 CBC nao tem capacidade de metastizar e o CEC possui esse
potencial. CHIN et al, (2003) demonstraram que nao houve diferengas entre os
canceres nao-melanoma quanto a vascularizagao do estroma, no entanto foram
encontrados vasos na massa tumoral do CEC e nenhum na massa tumoral do
CBC, Sugerindo que a angiogénese no estroma esta relacionada ao
comportamento invasivo, enquanto o potencial para metastase esta relacionado a
presenca de microvasos na massa de células tumorais. (CHIN et al., 2003)

A angiogénese €& um pré-requisito para a progressao tumoral, e esta
relacionada a produgdo de metastase, a angiogénese no CBC foi demonstrada
em humanos in vivo, e essa manifestacdo pode ser devido aos danos provocados
pela exposi¢do da pele aos raios UVB, foi comprovado que o CBC possui uma
massa vascular maior que a queratose actinica que possui natureza ndo invasiva
(NEWELL et al, 2003), Outros achados demonstraram que a massa vascular da
gueratose actinica e do CEC inicial é igual a da pele normal; j4 no CEC mais
diferenciado essa massa vascular apresenta-se aumentada, demonstrando uma
maior angiogénese. (STRIETH et al, 2000). Tem sido mostrado
experimentalmente que a exposi¢ao cronica a radiagdo UVB induz a angiogénese
na pele de camundongos. (YANO et al, 2002)

VURAL et al. (2001) ndo encontraram diferenga significativa dos niveis de
NO em plasma sanguineo entre queratose actinica e controles ou entre queratose
actinica e CBC; mas os niveis de NO no plasma de pacientes com CBC foram
significativamente maiores em comparagao aos casos controle.

O NO esta relacionado a patogenia da hiperproliferacdo celular, na
inflamagao e na mediagdo imune de doengas na pele e também no céancer de
pele. A duracéo e a intensidade de produgédo do NO é que determina a sua agao,
gue pode ser um sinalizador molecular ou uma molécula com propriedades

citotoxicas e imunorregulatérias. A producao primaria do NO esta associada a
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regulacdo do tonus vascular e protecéo tecidual. No entanto o excesso de NO,
por longo periodo, leva a célula a providenciar resposta protetora, o que
geralmente esta associada com a doenga. O NO pode formar pontes covalentes
com moléculas alvo: quelantes de metais, como varias metaloproteinas, ativando
ou inativando essas enzimas ou proteinas, o que afetaria diferentes tipos de
respostas celulares (BRUCH-GERHARZ et al. 1998). O NO pode gerar mutacoes
no gene da p53, consequentemente neoplasias com células INOS positiva,
apresentam expresséo de proteina mutante da p53 (KATO, 2003).

Uma producgao elevada de NO leva a uma citotoxicidade, essa toxicidade
do NO é devido o resultado da reagao do NO com o radical livre superdxido (O,),
produzindo um poderoso oxidante, o peroxinitrato (ONOQO’). O que o torna
particularmente toxico € a sua notavel estabilidade como anion em pH alcalino, ao
contrario do NO que ¢é altamente instavel. (BECKMANS & KOPPENOL., 1996). O
NO pode danificar diretamente o DNA pela desaminagdo de bases purinas e
pirimidinas, resultando em mutagdes e quebra das fitas do DNA. (NGUYENT et al.
1992).

Nem todas as células s&o igualmente susceptiveis aos efeitos téxicos do
NO, e pouco se sabe sobre os meios de defesa contra 0 NO e seus metabdlicos
toxicos, tanto nas células produtoras quanto nas células alvos de sua agao. Uma
hipétese seria que uma superexpressdo de MT reduziria a sensibilidade da célula
qguanto aos danos provocados pela producado de NO (SCHWARZ et al., 1995). O
NO aerdbico pode nitrozilar os grupos tidis da MT in vitro (KRONCKE et al., 1994)
e a ligacao da MT com o cadmio ¢ liberada pela exposigdo ao NO in vitro (MISRA
et al. 1996) Essas observacdes implicam que o NO age como quelante de metais
dos grupos sulfidrilas da MT, assim permitindo a liberagdo do zinco ou cadmio da
MT, esses metais livres estimulariam a expressao do gene da MT, levando assim
a um maior nivel de MT induzida (KATAKAI et al. 2001, SPAHL et al, 2003). Outro
mecanismo de liberagcao do metal pelo NO seria pela destruicdo de ligagdes entre
0 zinco e os grupos tidis (ARAVINDA et al. 1999).

A INOS deve ter um papel na carcinogénese pois no tumor é derivada das
células tumorais, e ndo dos macréfagos, como demonstrado em carcinomas de
tiréide em estudos de CHOE et al. (2003).
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LEE et al., (2003), demonstraram por analises de western blot e exames de
imunohistoquimica, que a expressdao de INOS é significativamente maior em
tecidos tumorais do pulmdo quando comparados a tecidos nao-tumorais, assim
como um aumento da atividade do NO, observado por um significante aumento da
concentragao de nitrito. MARROGI et al (2000) também estudando tipos de
cancer do pulmao observou um nivel alto de INOS em células do carcinoma de
pulm&o e no adenocarcinoma, mas nao no cancer de células escamosas (CEC).

BRENNAN et al. (2000), estudando imunohistoquimicamente a expressao
de NOS Il e NOS Ill em 48 casos de CBC de cabecga e pescogo, demonstraram
gue ambas enzimas estavam com a expressao reduzida quando comparados a
pele normal, e que a producdo de NO também estava reduzida no tumor, esse
mecanismo ainda nao foi esclarecido, mas pode ser uma explicagao ao fato desse
tipo de tumor raramente metastatizar.

Complementando o estudo, KAGOURA et al, (2001) estudaram a
expressao de NOS Il em cancer de pele, encontrando apenas um caso de CBC
positivo para NOS Il dos 16 casos estudados, enquanto que para o CEC: 12 dos
16 casos observados foram positivos, concluindo que a expresséo do NOS |l deve
refletir a proliferagdo das células tumorais e que a heterogeneidade na
distribuicdo da NOS |l entre os canceres de pele deve correlacionar com a

variedade natural dos comportamentos biolégicos das células tumorais.
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CAPITULO I:
EXPRESSAO DA METALOTIONEINA
EM NEOPLASIAS CUTANEAS
ASSOCIADAS A IRRADIAGAO
ACTINICA
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RESUMO

O carcinoma basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular cutédneo
(CEC) sao os canceres de pele mais frequentes na populagao brasileira. Tém sua
patogenia vinculada aos efeitos genotdxicos e mutagénicos da exposicdo a
radiacdo actinica, em especial aos raios ultravioletas na faixa 290 a 320 nm de
comprimento de onda. As metalotioneinas (MT) sdo proteinas de baixo peso
molecular com alta afinidade para metais pesados, cuja fungéo intra celular esta
associada a detoxificagdo de metais pesados e radicais livres. Sua agao protetora
a agressao actinica tem sido mostrada recentemente em modelos experimentais.
Por outro lado, sua sobreexpressao em diferentes tipos de tumores tem sido
associada a maior agressividade e pior prognéstico. A proposta deste estudo foi
avaliar a expressdao de MT em neoplasias cutaneas associadas a irradiagcao
actinica. Foram utilizados para este fim 18 casos de CBC, cinco casos de CEC e
seis fragmentos de pele normal ndo agredida. Para esta analise, empregamos a
técnica da streptavidina-biotina-peroxidase e o anticorpo primario anti-MT. Os
resultados obtidos mostraram que na pele normal, a marcagao foi situada na
camada basal do epitélio. Esta marcagdo estendeu-se a camadas suprabasais
nos epitélios das peles normais agredidas pela luz solar, proximas ao tumor. Seis
casos de CBC (33%) foram negativos, enquanto que todos os casos de CEC
foram imunoreativos para MT. Apenas um caso de CEC (20%) apresentou fraca
expressao, comparados a 8 casos de CBC (44%). No entanto, 80% dos casos de
CEC (4/5) apresentaram forte marcag&o, contrapondo-se a 22% de CBC com o
mesmo padrdo de marcagao (4/18). A média de ID para o CBC foi de 0,69 + 0,48
enquanto que para o CEC foi de 1,55 + 0,77. Os resultados mostram que a
expressao de MT é mais significativamente associada ao CEC, sugerindo uma

associacao mais estreita com a agressividade tumoral.
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ABSTRACT

Basal cell carcinoma (BCC) and squamous cell carcinoma (SCC) are the
most frequent skin cancer in Brazilian people. Its pathogeny is linked to the
genetic effects of actinic radiation exposure, specially to the ultraviolet rays
ranging from 290 to 320 nm wavelength. Metallothionein (MT) are low molecular
weight proteins with high affinity for heavy metal, whose intracellular function is
related to heavy metals and free radical detoxification. MT’s actinic aggression
protective action have been showed in others studies. On the other hand, its
overexpression in different kind of tumors have been related to major
aggressiveness and worst prognostic. The proposal of this study was to evaluate
the expression of MT in skin cancer associated to actinic radiation. Eighteen BCC
cases, five SCC and six normal skin fragments were used for this purpose. To
analyze, we used the streptavidin — biotin — peroxidase technique and anti-MT
primary antibody. The results showed that in the normal skin the marking situated
in the epithelium basal layer. This marking extended to suprabasal layer of
exposed to sun light skin (ES), near the tumor. Six cases of BCC (33%) was
absent MT immunoreactivity, while all of SCC showed strong MT immunostaining .
Only one SCC case (20%) and eight BCC case (44%) showed low MT expression.
However, 80% of SCC cases (4/5) had intense staining, while only 22% of BCC
cases (4/18) showed the same staining pattern. The average of ID for BCC was
0,69 + 0,48, and for SCC was 1,55 + 0,77. The results demonstrate that MT
expression is related to SCC, suggesting a closely association with aggressive

tumor.
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INTRODUGAO

O cancer de pele tem sua patogenia vinculada a exposigao cronica da pele
a irradiagao actinica. Os trés tipos de cancer mais freqluientemente associados a
exposicdo solar sdo o carcinoma basocelular, o carcinoma espinocelular
(definidos como cancer de pele ndo melanoma) e o melanoma maligno °.

O cancer de pele ndo melanoma é o tipo de cancer mais frequente na
populagao brasileira. Segundo as estimativas sobre incidéncia e mortalidade por
cancer do Instituto Nacional de Cancer (INCA), dos 402.190 novos casos
previstos para o ano de 2003, o cancer de pele ndo melanoma sera responsavel
pelo diagndstico de 82.155 novos casos.

A radiagao ultravioleta B (UVB), de comprimento de onda de 290 a 320nm,
tem acgao fotocarcinogénica direta. Atua como potente indutora e promotora de
carcinogénese em camundongo, levando a alteragéo estrutural no DNA humano,
tanto in vitro quanto in vivo. Provoca alteragbes mutagénicas pela formagao de
dimeros de timina as quais estao implicadas no desenvolvimento de tumores, em
conjuncdo com falhas nos mecanismos de reparo do DNA 7.

O carcinoma basocelular (CBC) € um tumor epitelial maligno que se origina
dos queratindcitos células basais da epiderme e seus apéndices. Possui
malignidade local, podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive 0ssos.
Seus componentes celulares se assemelham as células indiferenciadas e
imaturas do estrato basal. Ocorre basicamente na face, usualmente como lesbes
unicas. Aproximadamente 40% dos pacientes que tiveram CBC terdo um ou mais
casos dentro de 10 anos .

O carcinoma espinocelular cutaneo (CEC) é uma proliferagdo maligna do
gueratinécito da epiderme, constituido por células epidermdides atipicas, cuja
microarquitetura lembra aspectos da epiderme ®. O CEC pode se originar “de
novo” ou a partir de uma lesédo precursora como a queratose actinica. Embora o
CEC seja menos comum que o CBC, a relagéo entre exposigao solar e neoplasia

é mais direta no CEC que no CBC *°. Os dois tipos de tumores nao-melanoma,
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CBC e CEC podem ser invasivos, mas apenas o CEC possui grande potencial
para emitir metastase 3,

A metalotioneina (MT), proteina descrita na década de 50, tem sido
estudada por suas propriedades associadas a detoxificagdo de substancias
genotoxicas (metais pesados e espécies reativas do oxigénio), a estocagem e
regulacédo dos niveis celulares de zinco e por uma provavel fungao de inibigdo da
apoptose %%, Caracterizam-se pelo baixo peso molecular (6 KD a 7 KD), sendo
constituidas nos mamiferos por 61 ou 62 residuos de aminoacidos, com presenga
marcante de cisteina (23% a 33%) e auséncia de aminoacidos aromaticos e
hidrofébicos. Possuem também alto conteudo de metais pesados (4 a 12 atomos
por mol), ligados covalentemente a apoproteina pelos grupos sulfuricos (tiois) dos
residuos de cisteina.

Em fungdo dessas propriedades, a metalotioneina tem sido alvo de estudo
em oncologia, dadas as suas fungbes biologicas diversas e sua possivel
correlagdo com a carcinogénese, quando teria um papel protetor 2! e com o
prognéstico em cancer humano, em que a superexpressao da proteina tem sido

associada a comportamentos mais agressivos 1 3527-340-18:36-12-15-37-51-2325-31-39-44-11-

24—42—47—33—7.

Nas neoplasias malignas derivadas de linhagens celulares ectodérmicas,
da mesoderme intermediaria e lateral, a superexpressao de MT relaciona-se a um
pior prognostico; em tumores derivados da endoderme ou da mesoderme paraxial
0 aumento da expressao da proteina estaria relacionado a melhor progndstico s,

Poucos trabalhos tém procurado estudar o papel da MT em modelos de
agressao actinica, seu papel na carcinogénese actinica e o significado de sua
expressao tumoral. Recentes estudos in vivo e in vitro tém mostrado que a
presenca de MT induzida pelo Cd*™" aumenta a resisténcia a irradiagdo actinica,
pela observacgao da diminuicdo de células apoptéticas e de células marcadoras da
agressao solar (sunburn cells)?>?1%2238 Todavia, pouco se conhece sobre sua
expressdo em canceres associados a irradiagdo actinica *°.

Desta forma, o objetivo desse trabalho é estudar a expressdo imuno-
histoquimica da MT em CBC e CEC e comparar os dados obtidos com a analise

da imuno-histoquimica em fragmentos de pele normal.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para esta pesquisa, 18 casos de CBC sdlido e cinco casos
de CEC, obtidos através de bidpsias excisionais indicadas para diagndstico das
lesbes, e seis fragmentos de pele normal ndo expostas a radiagado solar, obtidos
por meio de cirurgias plasticas de reducdo de abddbmen. Todo material foi
coletado com autorizagao prévia dos pacientes, por meio da assinatura de termo
de consentimento livre e esclarecido. Para a evidenciagao imuno-histoquimica da
MT foi utilizada a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase. Foram obtidos
cortes histolégicos de trés micrémetros de espessura a partir de fragmentos
teciduais das lesodes, fixados em formalina e incluidos em parafina, montados em
ldminas de vidro, previamente recobertas com organosilano  (3-
aminopropyltriethoxy-silano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Os cortes
foram desparafinados em duas passagens por solu¢des de xilol, realizadas a
temperatura ambiente e a 37°C por 20 e 30 minutos, respectivamente. Os cortes
histolégicos foram hidratados em cadeia descendente de etanol (100%, 90% e
70%) e submetidos a solucao de hidréxido de aménia a 10% em etanol, para
remogao do pigmento formdlico. Apés uma lavagem rapida em banhos de agua
destilada, os cortes foram submetidos a tratamento com tampdo EDTA
(EthyleneDiamine Tetraacetic Acid), 1 M, em ambiente de microondas, a poténcia
maxima, em trés ciclos de cinco minutos cada, com dois minutos de descanso a
temperatura ambiente entre cada ciclo, para recuperagdo dos epitopos
antigénicos pesquisados.

Apods resfriamento, alcangando o equilibrio térmico com o ambiente, os
cortes foram lavados em agua destilada e submetidos ao bloqueio de peroxidase
endoégena. Previamente a incubacdo do anticorpo primario, os cortes foram
imersos por 10 minutos em solugao bloqueadora de biotina endégena (Dako,
Carpinteria, CA, USA). Em seguida, foram lavados em &gua corrente por 5
minutos e incubados com o anticorpo monoclonal anti-MT (Clone E9, Dako,
Carpinteria, CA, USA) em diluicdo de 1:300, por 18 horas. Seguindo-se a lavagem

com tampado PBS, foi incubado com anticorpo secundario biotinilado (kit
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StrAviGen© MultiLink para fosfatase alcalina, Biogenex, San Ramon, CA, USA)
na diluicdo de trabalho de 1:800 e o complexo estreptavidina-biotina (Dako,
Carpinteria, CA, USA), em diluicdo de 1:300, ambos em camara umida, por 30
minutos. Entre essas etapas, os cortes foram lavados por solugao de tampao
PBS, pH 7,4, em trés banhos de 10 minutos.

A revelagdo da reacgao foi desenvolvida a partir de solugdo cromdgena
contendo 12 mg de diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
diluida em 120 ml de tampao TRIS-HCI, pH 7,4, passada em filtro duplo. Apds a
fitragem, adicionou-se 1,2 ml de peroxido de hidrogénio a 10 volumes,
incubando-se os cortes nessa solugdao durante trés minutos. Em sequéncia, os
cortes foram lavados em agua corrente, por cinco minutos e entdo, contra-
corados pela hematoxilina de Mayer, por 3 minutos. Seguiu-se desidratagao em
cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e trés vezes a 100%), diafanizados em
trés banhos de xilol, sendo as laminas montadas ao final do procedimento com
laminulas de vidro e Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Foram utilizados controles positivos, empregando-se fragmentos de
carcinomas lobular e ductal de glandulas mamarias, conhecidamente positivos
para MT. O controle negativo foi obtido a partir de omiss&o do anticorpo primario.

Para a andlise da imuno-marcagdo da MT nas massas tumorais, todos os
cortes foram examinados com aumento de 40x (aumento original). Em cada
lAmina foram considerados 50% dos campos, incluidos de forma aleatéria. O
procedimento consistiu da verificagcdo da percentagem de area tumoral corada
pela marcagdo com MT °. Para esse fim, foi utilizado um “software” para anélise
de imagens (HL-Image++97I, Western Vision — Flash Bus MV Lite, Plus, Pro,
USA), produzidas por microscopia de luz visivel (Olimpus BH2, Japan) e
capturadas por camera de video (Sony, CCD IRIS, Japan), utilizando o recurso
“Image Threshollding” +*°.

Estabeleceu-se um indice qualitativo de intensidade e quantitativo de
percentual de marcagao tumoral, a partir dos quais formulou-se um indice semi-
guantitativo de intensidade e distribuicdo da marcagao (ID). Foram considerados
para o indice qualitativo os parametros de intensidade de marcagao fraca,
moderada e forte, baseados no padrdo de marcacao identificado na pele normal

considerado como moderado. Assim, para a obtengédo do ID, a marcacgéo fraca

52



teve 0 seu percentual de area corada multiplicada por um, a marcagao moderada
teve seu valor multiplicado por dois, e aquela considerada forte teve o valor da
area marcada multiplicada por trés. No final, obteve-se uma escala de ID cujo
valor maximo foi trés. Casos nos quais o ID foi menor ou igual a 0,3 foram
considerados negativos; aqueles que alcangaram ID foi maior que 0,3 e menor
que 1 foram considerados de expressao FRACA da MT, e aqueles com indice
maior ou igual a 1 foram considerados de expressdo FORTE *2. As médias de
cada grupo foram comparadas levando-se em conta o indice ID, e também
considerando apenas a area de marcagao, desconsiderando a intensidade
encontrada. A area de marcagao no epitélio da pele ndo exposta foi comparado
com o epitélio adjacente a area tumoral, para a comparagcédo entre os epitélios
sortearam-se quatro laminas de PN e quatro laminas de cancer ndo melanoma.
Em cada caso foram avaliados cinco campos também sorteados procuramos
assim identificar se houve diferenca de marcacao entre a pele exposta (PE) e ndo
exposta, considerada pele normal (PN).

As comparagdes entre as médias do indice de marcagdo, e entre as
médias do percentual da area imunopositiva para MT foram feitas pelo teste t de
Student, para as medidas que apresentaram normalidade, considerando o
intervalo de confianga de 95%. Foram considerados significativos estatisticamente
os valores de p < 0,05. Todas as anadlises foram feitas no programa PROPHET,
verséo 2.0.

RESULTADOS

Pdde-se notar marcacdo da MT em toda camada basal da epiderme nos
fragmentos de PN e nos casos de PE. Nas PE, todavia, a marcagao também foi
visualizada em camadas parabasais. Além disto, identificamos marcacao celular
na periferia do foliculo sebaceo, nos foliculos pilosos, em ductos sudoriparos, na
periferia das glandulas sebaceas, coincidente com células mioepiteliais, nos

musculos elevadores do pelo e em fibroblastos do estroma (Figura 1).
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Figura 1. Imunolocalizagdo da MT nas estruturas de pele: A) células mioepiteliais
gue circundam as glandulas sebaceas; B) fibroblastos estromais; C) ductos
sudoriparos; (Streptavidina-biotina-peroxidase; 20 x, aumento original), D) foliculo

piloso (Streptavidina-biotina-peroxidase, 10x, aumento original).

A expressao da MT, nos casos de cancer, foi encontrada tanto no nucleo quanto
no citoplasma, mostrando heterogeneidade de sua localizagdo no tumor e nas
células do estroma. Em geral, predominou o padrdo em mosaico (Figura 2)
refletindo desde auséncia até forte expressdo em um mesmo tumor. Nenhuma

marcagao foi encontrada nos casos usados para controle negativo.
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Figura 2. Imunolocalizacdo da MT em CBC (A) (Streptavidina-biotina-peroxidase;
40 x, aumento original) e CEC (B) (Streptavidina-biotina-peroxidase; 20 X,
aumento original). Pode-se observar, em ambos o0s tumores, uma

heterogeneidade de imunomarcacgéao para MT, refletindo o padrdo em mosaico

Observou-se que 33% (6/18 casos) dos CBC sodlidos foram negativos para
MT e nenhum caso de CEC foi negativo para a expressao da MT. Quarenta e
guatro por cento (8/18 casos) dos CBC apresentaram expressdo FRACA para
MT, enquanto apenas 20% dos CEC (1/5) teve esse padrdo de marcagao. Os
casos de expressdo FORTE representaram 22% (4/18) dos CBC e 80% (4/5) dos
CEC.

Analisando estatisticamente a expressao da MT a partir dos valores obtidos
com o indice ID em CBC sélido e CEC, constatamos que a marcacdo da MT no
CEC foi significativamente maior que no CBC (p < 0,05). A média de ID do CBC
foi de 0,69 + 0,48 enquanto que a média do ID do CEC foi de 1,55 + 0,77,
conforme mostra a Figura 3.

Avaliando apenas o percentual da area de marcagao (D), péde-se observar
que a expressao da metalotioneina continuava sendo significativamente maior
nos casos de CEC (p < 0,05). A média percentual de marcagao no CEC foi de
0,57 + 0,17, e no CBC foi de 0,35 + 0,12, conforme mostra a Figura 4.
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Figura 3. Expressao da Metalotioneina (ID) em Carcinoma Basocelular (CBC) e
Carcinoma Espinocelular (CEC) a partir dos valores obtidos pelo ID. Observa-se

uma maior expressao de MT no CEC, comparativamente ao CBC (p = 0,0055).
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Figura 4. Expressao da Metalotioneina (D) em Carcinoma Basocelular (CBC) e
Carcinoma Espinocelular (CEC) a partir dos valores percentuais de marcagao
tumoral. Observa-se uma maior expressdo de MT no CEC, comparativamente ao
CBC (p < 0,05).
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O teste t demonstrou que a expressao de MT é significativamente diferente
entre os epitélios de PN e PE (p < 0,05). A PN apresentou média igual a 0,21 +
0,02, enquanto a PE apresentou média igual a 0,24 + 0,02 (Figura 5).
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Figura 5. Expressao da Metalotioneina a partir dos percentuais de marcagéao (D)
em pele normal (PN) que foi significativamente diferente daquela encontrada para

a pele normal exposta (PE) (p = 0,0252).

DISCUSSAO

Neste estudo observou-se marcacao caracteristica tanto na pele agredida
pela radiacao solar préxima a neoplasia (PE), quanto na pele nao exposta normal
(PN). As marcagbes ocorreram em toda camada basal da epiderme, na periferia
do foliculo sebaceo, nos foliculos pilosos, em células dos ductos sudoriparos da
derme, nas células mioepiteliais que circundam as glandulas, nos musculos
elevadores do pelo e em fibroblastos do estroma 4339 A diferenca foi que, na pele
agredida, houve um discreto aumento, significativo, na expressdo da MT.
Admitimos que este padrdo de marcagao esteja refletindo, em algum grau, uma
estimulagdo da MT nos queratinécitos pela irradiagdo solar diretamente ou
vinculado a mecanismos que envolvam a reposta inflamatéria nestas areas .

Esta hipotese mereceria melhor apreciacdo desde que nao houve, nesta
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investigacdo, uma preocupagdo em avaliar nos casos ensaiados a resposta
inflamatdria quer qualitativa ou quantitativamente.

Tanto o aumento quanto a redugéo da MT ja foram reportados em tumores
humanos #2343 Tanto em um como em outro caso, os mecanismos envolvidos
nesta variagdo de expressdo nao sao muito bem entendidos. Todavia, a
superexpressdo tem sido associada ao aumento do metabolismo da célula
tumoral, aumento na proliferacdo celular, na ativacdo de oncogenes ou resposta
protetora para danos ao DNA “°,

O padrao de marcacao da MT em tumores humanos, nado depende apenas
do crescimento tumoral, e pode ser influenciado por varios fatores como o tipo de
tumor, a origem celular, o tipo histolégico, a razdo entre a proliferacao
morfologicamente heterogénea, o grau de diferenciagcao e o estagio do tumor. A
presenca de subpopulagdes de células heterogéneas com graus de crescimento e
propriedades funcionais variaveis dentro do tumor, poderia explicar o padrao em
mosaico usualmente relatado, também verifcado em nossos casos,
independentemente do tipo de lesdo examinada 3",

Considerando o indice ID estabelecido nesse trabalho, a maioria dos casos
de CBC 12 casos (67%) mostraram positividade para expressao de MT (33% de
casos negativos). No entanto, destes casos, a expressao considerada fraca foi
observada em oito. Somando estes casos aos 6 negativos, verificamos que 14
casos (70%) apresentaram marcacdo de negativa a fraca. Estes dados estdo
préximos daqueles obtidos por ROSSEN (1997) que encontrou diminuicdo ou
auséncia de imunorreatividade em 92% de seus casos. Essa baixa expressao de
MT no CBC solido pode estar relacionada ao comportamento mais brando desse
tumor, refletindo, possivelmente, uma menor fragdo de proliferacao celular ou
mesmo uma menor integridade do genoma e, consequentemente, o seu
prognostico 24030,

Todos os casos de CEC analisados demonstraram superexpressao de MT.
Analises estatisticas demonstraram que a expressao da MT era significativamente
maior no CEC, em conformidade com sua expressao em carcinomas de outras
localidades como por exemplo: esdfago *, laringe 2, boca e faringe 3*. Esses
dados refletem aqueles encontrados para as neoplasias originadas de linhagens

celulares ectodérmicas, relacionadas a um pior progndstico ****. Nossos dados
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nao nos permitem avangar na avaliagdo do significado prognostico da MT no
CEC. Todavia estas lesdes sao, usualmente, mais agressivas que o CBC,
explicando a diferenga de expresséo entre as duas lesbdes.

Neste sentido, tem sido discutido o papel da MT nos mecanismos de
controle da proliferacéao celular. Sabe-se que a MT tem grande afinidade a metais,
e dentre estes notavelmente o zinco, que se liga aos residuos de tiol (SH’) da
molécula de MT. Desta forma, a MT agiria como um reservatorio intra-celular
natural de Zn, participando na modulagéo da atividade funcional da proteina p53,
intimamente associada a presenca daquele metal. Em conseqiéncia, quando
superexpressa, a MT poderia sequiestrar uma maior quantidade de Zn, o que
geraria uma alteracao conformacional da proteina p53, gerando um fenétipo nulo,
mas nao mutante. Neste caso, o controle da proliferagdo celular dependente de
p53 poderia estar prejudicado, agravando possivel deficiéncia deste controle em
outros clones celulares em que p53 se encontra mutada. O resultado final seria
maior instabilidade genémica, associada a maior fragdo de proliferagcao celular no
tumor, mecanismos intimamente associados a progressdo tumoral e a sua

12

agressividade Alem disto, superexpressao da MT pode também estar

relacionada a inibicdo da apoptose, favorecendo a sobrevida da célula e sua
incorporagao na fragao de proliferagéo celular tumoral 29

Neste ponto, poderiamos sugerir também que o aumento de marcacao
para MT na pele normal exposta a radiagcédo (proxima ao tumor) estaria refletindo
sua possivel participacdo nas fases iniciais da carcinogénese cutinea pelo

mecanismo dependente de p53, ja exposto.
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RESUMO

O carcinoma basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular (CEC), sao os
tipos mais comuns de cancer de pele. Sdo tumores invasivos e tém sua patogenia
relacionada a radiagao actinica. A enzima oxido nitrico sintase induzida (iNOS) é
a uma proteina responsavel pela produgdo de 6xido nitrico (NO), cuja indugao
pode estar relacionada a exposigao solar. Sua expressdo e consequente
producdo de NO sugerem um papel na carcinogénese e progressao tumoral.
Nosso trabalho utilizou 18 casos de CBC sdlido, sete casos de CEC, e seis casos
de pele normal (PN) para estudo da iNOS; e para o estudo da producdo de NO
foram utilizados 16 casos de CBC sdlido, seis casos de CEC, e seis fragmentos
de PN, nao expostas a radiagcdo solar. Avaliou-se a expressao da iNOS por
técnica de Western Blot, e dosou-se o NO pelos residuos de nitrito e nitrato,
obtidos pela reacdo de Greiss. Os resultados foram analisados estatisticamente
segundo as médias dos valores obtidos por meio do teste t de Student, com
intervalo de confianca de 95%. Encontramos a expressdao de iNOS,
significativamente menor em CBC sdélido quando comparado a expressao
encontrada a PN (p = 0,029). Para o CEC observamos resultado inverso, sendo a
expressao de iINOS significativamente maior no tumor que na PN (p = 0,025).
Quando comparamos CBC e CEC também observamos um superexpressdo da
iINOS em CEC (p = 0,0001). Quanto a producao de NO, os valores encontrados
nao apresentaram diferengas significativas entre os tumores estudados. Esses
dados nos levam a pensar que a superexpressao da iNOS estaria relacionada a
tumores de pele mais agressivos. Possivelmente, os valores de NO nestas lesdes

nao parecem estar vinculados a atividade de iNOS.
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ABSTRACT

Basal cell carcinoma (BCC) and squamous cell carcinoma (SCC) are the
most frequent skin cancer in Brazilian people. They are invasive tumors and its
pathogeny is linked to actinic radiation. The nitric oxide synthase induced enzyme
(INOS) is a protein responsible to produce nitric oxide (NO), whose prompt can be
related to sun exposure. Your expression and consequent NO production may
play a role in carcinogenesis and tumor progression. We used eighteen BCC
cases, seven SCC cases and six normal skin (NS) to study iINOS expression, and
sixteen BCC cases, six SCC cases and six NS fragments not exposed to sun light
to study NO production. The INOS expression was evaluated by Western Blot
technique, and the NO production was dosed by nitrite and nitrate residues,
obtained by using Greiss reaction. The results were statistically analyzed
according to the average of the obtained values by the Student test t, with
confidence interval of 95%. BCC iNOS expression was lower than NS (p = 0,029).
SCC iNOS expression was higher than NS (p = 0,025) and BCC (p = 0,0001). NO
production did not showed significant difference in the tumors studied. The results
suggests that INOS superexpression is associated with more aggressive skin

tumors. The NO production may not be correlated with the INOS activity.
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INTRODUGAO

O cancer de pele tem sua patogenia vinculada a exposigao cronica da pele
a radiagao actinica. Os trés tipos de cancer mais frequentemente relacionados a
exposi¢ao solar sdo o carcinoma basocelular (CBC), o carcinoma espinocelular
(CEC) - canceres de pele ndo melanoma - e o0 melanoma maligno. O carcinoma
basocelular aparece como um dos mais frequentes efeitos da acao
carcinogenética da radiacdo actinica na pele 2.

O carcinoma basocelular (CBC) € um tumor epitelial maligno que se origina
das células basais da epiderme e seus apéndices, possui malignidade local,
podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive 0ssos. Seus componentes
celulares se assemelham as células indiferenciadas e imaturas do estrato basal,
apresentando um estroma caracteristico. Ocorre basicamente na face,
usualmente como lesdes Unicas °.

O carcinoma espinocelular cutdaneo (CEC) é uma neoplasia maligna do
gueratinécito da epiderme, constituido por células epidérmicas atipicas, cuja
microarquitetura lembra aspectos da epiderme . O CEC pode se originar “de
novo” ou de uma lesao precursora como a queratose actinica. CBC e CEC podem
ser invasivos, mas apenas o CEC possui grande potencial para emitir metastase
°. Embora o CEC seja menos comum que o CBC, a relagdo entre exposigdo solar
e neoplasia é mais direta no CEC que no CBC *°.

O o6xido nitrico (NO) é uma das 10 menores moléculas no organismo,
capaz de atravessar a membrana celular e influenciar enzimas e proteinas tanto
no citossol quanto no nucleo. E importante neurotransmissor com capacidade
potencializadora, podendo também ter agbes enddcrinas, autdcrinas e paracrinas.
A sua acao na imuno-regulacao esta presente na inflamagao, nos mecanismos de
autoimunidade e na apoptose. A sintese e formagao do 6xido nitrico é realizada
pela enzima - sintase do oxido nitrico (nitric oxide synthase - NOS). A funcdo do
NO é a defesa do organismo contra patégenos, no entanto uma superprodugao
de NO estaria relacionado ao aumento da angiogénese, um pré-requisito para o

crescimento e a progressao tumoral 10
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A INOS ou Isoforma Il ndo é expressa constitutivamente, sendo induzida
nos macrofagos e outras células por lipopolissacarides bacterianos e/ou citocinas
1 Esta isoenzima também pode ser chamada de macNOS (macrophage NO
synthase). E uma enzima célcio independente de peso molecular de 130 KDa.
Varios autores consideram que qualquer célula do organismo tem a capacidade
de produzir INOS sob estimulos apropriados. Uma vez induzida, a iNOS é capaz
de produzir NO por longo tempo, e isso vem caracterizar seu envolvimento em
varios processos patoldgicos. Assim, o alto nivel de NO produzido por macréfagos
ou por neutrofilos ou outras células ativadas, que deveria ser toxico para
micrébios, parasitas ou células tumorais, pode também lesar células saudaveis
vizinhas, sendo este mecanismo responsavel pela maioria de processos

inflamatdrios e autoimunes °*8,

15 e crescimento celular e no

A INOS esta envolvida na proliferacao
controle do ciclo celular. Jenkins, Charles e Thonsen demonstraram que raios
UVA e UVB da radiacao solar levam a uma superexpressao do mRNA de iNOS.

O papel da iINOS/NO no céancer € multidimencional, e pode ser tanto um
promotor, promovendo a angiogénese 2° quanto um inibidor tumoral, mediando a
apoptose '. Ja foi demonstrado que durante a inflamagéo crénica, a exposicdo
prolongada do meio ao NO pode iniciar e aumentar a carcinogénese no homem
230 papel do NO na carcinogénese pode ser devido a formagao de nitrosaminas
carcinogénicas, que provocam danos ao DNA, induz a neovascularizagao,
2 O papel da iNOS na

carcinogénese é reforgado pelo estudo de CHOE et al (2003) que demonstraram

vasodilatagdo e ativacdo de metaloproteases

em carcinomas de tiréide que a iNOS é derivada das células tumorais, e nao dos
macrofagos.

O objetivo desse trabalho é estudar pela técnica de Western Blot, a
expressao da iNOS, bem como a concentragao de nitrito e nitrato (como prova da
producdao de NO), determinada pela reagcdo de Greiss, em CBC e CEC e

fragmentos de pele normal (PN).
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para esta pesquisa, 18 casos de CBC sdlido, sete casos
de CEC, e seis casos de pele normal para estudo da iNOS. Para o estudo da
producao de NO, foram utilizados 16 casos de CBC sdlido, seis casos de CEC, e
seis fragmentos de pele normal (PN), ndo expostas a radiagao solar, obtido por
meio de pele retirados do abdémen através de cirurgia plastica. Os casos de CBC
e CEC foram obtidos através de biopsias excisionais de pacientes com indicagao
prévia das mesmas para confirmacao de diagndstico e tratamento das lesoes,
apods o consentimento livre e esclarecido do paciente.

Aliquotas (pré-pesadas) das amostras dos tecidos foram homogeneizados
por 3 minutos, em gelo, em tamp&o de extracdo ° contendo Hepes 40mM pH 7.7,
EDTA 10 mM, EGTA 2 mM, ATP 5 mM, DTT 2 mM, benzamidina 1 mM, aprotinina
0.1 mM e PMSF 0.5 mM, utilizando-se um homogeneizador (OMINUTOSUTOSI-
MIXER, Waterbury, CT> USA) com microsonda.

As amostras dos homogeneizados foram entédo centrifugadas a 40.000 x g
a 4°C (Hitachi rotor 27). Das amostras do sobrenadante foi feita a precipitagdo de
proteinas com TCA 50% e uma nova centrifugacdo a 15000 x g a 4°C , e os
sedimentos obtidos do precipitado foram ressuspendidos em tampao da amostra
(Tris- HCI 62,5 mM pH 6,8; glicerol 10%; SDS 1%; bromofenol blue 0,025%, e
10ul de 2-mercaptoetanol) numa concentragao de Sug/ul. A seguir, as amostras
foram fervidas a 100°C e estocadas a -20°C. A concentracdo de proteina total nas
fracbes foi determinada pelo método de Bradford (1976) tendo como padréao a
soro albumina bovina (BSA). O sobrenadante foi usado para dosagem de
nitrito/nitrato.

A analise do perfil de polipeptidios foi feita usando o sistema descontinuo
descrito por Laemmli & Favre (1973) e o sistema de placas de vidro descrito por
Studier (1973). A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi feita em
placas de vidro de dimensdes de 11x 9x 0,06 cm, utilizando géis com gradiente
de 5-16% .

As proteinas do gel de ©poliacrlamida foram transferidas
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eletroforeticamente a 80mA por 5 horas, para membrana de nitrocelulose,
utilizando-se como tampao de transferéncia Tris- HCI 25mM, glicina 190mM ,
metanol 20%, e a membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau 0,2% em
acido tricloroacético 3% por 5 minutos e lavada, em seguida, com agua
deionizada.

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com solugdo de
blogueio (leite desnatado 5% e TBS-T) por 1 hora a temperatura ambiente. Em
seguida, as membranas foram lavadas em TBS-T, trés ciclos de 5 minutos e
incubadas com o anticorpo primario para NOS Il (clone 54, BD Transduction
Laboratories, CA. USA) em diluicao de 1:2500 por 1 hora, a temperatura
ambiente e sob agitacdo. As membranas foram lavadas em TBS-T, 3 ciclos de 5
minutos cada e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG camundongo
conjugados com peroxidase por lhora. A reatividade dos anticorpos foi
detectada pelo sistema de quimiluminusescéncia segundo o kit ECL e protocolo
do fabricante (Amersham-Pharmacia-Biotech Uppasola, Sweden): a membrana
foi incubada com solugdo de detecgdo (solugdo A e B 1:1) por 1minuto e
colocada dentro de um cassete de revelagdo. O filme de raios-X foi colocado
sobre a membrana com tempo de revelagdo variando entre 1 a 10 minutos em
camara escura. O filme foi entdo mergulhado em solugéo reveladora (Kodak) por
1minuto, lavado em agua e mergulhado em solugdo fixadora (KodaK) por
1minuto. entdo revelado. As bandas identificadas no filme foram analisados e
guantificadas quanto as suas densidades opticas no programa Image Master
VDS software, versédo 2.0 (Amersham Pharmacia Uppasola, Sweden) obtendo o
indice de densidade dtica (I0OD).

A concentracdo de nitrito e nitrato foi determinada pela reagcao de Greiss,
sulfanilamida a 1% em acido fosforico a 2,5%; N-(1-naphthyl)ethyl-

2 Foram

enediaminutosutose (NEED) a 0,1% em acido fosforico a 2,5%
utilizadas placas com 96 pogos de fundo chato (Nunc-Maxsorp, Rochester, NY,
USA) onde foi depositado 50ul de cada amostra em duplicata, com a subsequente
deteccao do nitrito e nitrato com 50ul de reagente de Greiss. A curva padrao de
nitrito foi feita usando solugao estoque de NaNO, 1M e agua milli-Q. A leitura foi

realizada em espectrofotdmetro com filtro de absorbancia a 540nm.
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Os resultados de produgcdo de NO em pM e de expressao da iNOS
indicado pelo indice de densidade o6ptica (IOD) foram convertidos a uma média e
as comparagdes entre meédias foram feitas pelo teste t de student para as
medidas que apresentaram normalidade, considerando o intervalo de confianga
de 95%. Foram considerados significativos estatisticamente valores em que p <
0,05. A analise estatitica foi conduzida utilizando o software PROPHET, versao
2.0.

RESULTADOS

Os valores obtidos com a dosagem de nitrito e nitrato, como prova da
producdo de NO, foram bastante heterogéneos em todos os casos estudados.
Contudo, a média dos valores de producdo de ambos os grupos foram bem
aproximada. Enquanto os casos de CEC e PN apresentaram meédia igual a 2,439
MM de NO, com os seguintes desvio padrédo: + 3,00 para o CEC e + 1,19 para a
PN , os casos de CBC apresentaram média de 2,425 yM de NO + 2,05; como

mostra a Figura 1.
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Figura 1. Concentragdes de oxido nitrico (NO) em carcinomas espinocelulares

(CEC), carcinoma basocelulares (CBC) e pele normal (PN).
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A diferenga entre os valores obtidos nao foi estatisticamente significativa;

como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Valores estatisticos para o teste t e a significancia (p) para a produgéo
de 6xido nitrico em carcinoma espinocelular (CEC), carcinoma baso celular (CBC)

e pele normal (PN).

CASOS t p

CBC/CEC 0,012 0,9906
CBC/PN 0,015 0,9883
CEC/PN 0 0,9999

Com relagéo a expressao da iNOS, foram avaliados os valores obtidos pela
analise dos indices de densidade optica (IOD). A média apresentada pelos casos
de CBC solido foi igual a 77,80 + 47,46, os casos de CEC apresentaram média
igual a 214,29 + 77,09. Dos 18 casos de CBC sdlido, 16 (88,9%) apresentaram
IOD menor que o valor da média obtida com os seis casos de pele normal que foi
igual a 126,62 + 31,45. Ja dos sete casos de CEC, seis (85,7%) apresentaram

indice maior que 126,62; como mostra a Figura 2
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Figura 2. Valores dos indices de densidade ética (IOD) da enzima 6xido nitrico
sintase Il (iNOS) em carcinomas espinocelulares (CEC) carcinomas basocelulares
(CBC) e pele normal (PN).

Analisando estatisticamente os valores obtidos, observamos que houve
diferencga significativa entre os todos os casos. A expressédo de iINOS no CEC foi
significativamente maior que na PN (p = 0,025); o mesmo ocorreu guando
comparamos a relagdo CBC sdlido e pele normal, onde a expressao de iNOS foi
significativamente menor no CBC (p = 0,029) ou quando comparamos a relagao
CBC solido e CEC, em que a expressao de iNOS foi significativamente menor no

CBC comparado ao CEC (p = 0,0001), como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Valores estatisticos para o teste t e a significancia (p) para a expressao
de oxido nitrico sintase Il em carcinomas espinocelulares (CEC), carcinomas

basocelulares (CBC) e pele normal (PN).

CASOS t p
CBC/CEC 5,404 0,0001
CBC/PN 2,336 0,029
CEC/PN 2,594 0,025
DISCUSSAO

O NO e outros radicais do oxigénio tém sido envolvidos na carcinogénese.
Entretanto, o papel do NO no céncer de pele ndo-melanoma ainda nao foi

esclarecido. No presente estudo, demonstramos aumento da expressao de iINOS

75



no CEC e diminuicdo da expressao no CBC quando comparados a expressao de
iINOS na pele normal. Entretanto ndo encontramos diferencas significativas na
producao do NO.

LEE et al. (2003) demonstraram por analises de western blot e testes
imunohistoquimicos, que a expressao de iINOS e a concentracdo de NO sao
significativamente maiores em tecidos tumorais do pulmao quando comparados a
tecidos nao-tumorais. MARROGI et al (2000) estudando tipos de cancer do
pulmdo também observaram altos niveis de iINOS em células do carcinoma de
pulm&o e no adenocarcinoma, mas nao no carcinoma de células escamosas
(CEC). Esses dados nos levam a pensar que a superexpressao da iNOS esta
relacionada a tumores mais agressivos, compativel com a superexpressao da
iINOS no CEC, mas n&o no CBC sdlido.

BRENNAN et al. (2000), estudando imunohistoquimicamente a expressao
de iINOS e eNOS em 48 casos de CBC de cabega e pescog¢o, demonstraram que
ambas enzimas estavam com a expressao reduzida quando comparados a pele
normal, e que a produgdo de NO também estava reduzida no tumor.
Complementando os achados, KAGOURA et al, (2001) estudaram a expressao de
INOS em céncer de pele, encontrando apenas um caso de CBC positivo para
iINOS dos 16 casos estudados, enquanto que, para o CEC, 12 dos 16 casos
observados foram positivos.

Em nosso estudo a expressdo da iNOS, nos casos de CBC sdlido, foi
significativamente menor que a encontrada em pele normal (88,9% dos casos) e
isso pode ser uma explicagao ao fato de que esse tipo de tumor raramente produz
metastases.

Os dados da expressao de iNOS em CEC sugerem que a expressao do
iINOS deve refletir a proliferagao das células tumorais e que a heterogeneidade na
distribuicdo da iINOS entre os canceres de pele deve correlacionar com a
variedade natural dos comportamentos biolégicos das células tumorais. O CBC e
o CEC variam quanto ao seu comportamento biolégico. Embora ambos sejam
invasivos, o CBC nao tem capacidade de metastizar ° Esta propriedade do CEC
pode estar relacionada a angiogénese induzida pelo iINOS/NO. CHIN et al (2003),
demonstraram que ndo houve diferengas entre os canceres ndo-melanoma

qguanto a vasculariza¢ao do estroma circunjacente. No entanto, foram encontrados
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vasos na massa tumoral do CEC e nenhum na massa tumoral do CBC, sugerindo
gue a angiogénese no estroma estd relacionada ao comportamento invasivo,
enquanto o potencial para metastase esta relacionado a presenca de microvasos
na massa de células tumorais ’.

VURAL et al. (2001) ndo encontraram diferenga significativa dos niveis de
NO em plasma sanguineo entre queratose actinica e controles ou entre queratose
actinica e CBC, mas os niveis de NO no plasma de pacientes com CBC foram
significativamente maiores em comparagdo aos casos controle, sugerindo uma
fungao no crescimento celular dos tumores de pele.

Os achados referentes as concentragcbes de NO néao fizeram ressonéncia
nos achados de INOS. Este fato foi interessante, ja que, no tumor, a principal
responsavel pelas concentragdes de NO é a INOS 8. Este fato nos levou as
seguintes possibilidades: pode ter ocorrido um erro na estocagem da amostra ou
no desenvolvimento da técnica para detecgao de NO ou iNOS, o NO presente nao
tenha sido induzido nos tumores, ou ainda, que ele tenha sido previamente
induzido nos casos controles por outros fatores que nao a radiagao solar (o stress
pré-operatorio poderia levar a essa indugao). O fato € que a produgao de NO se
mostrou igual nos trés tipos de amostra estudados.

O papel do NO no céancer pode ser o seguinte: quando produzido em altas
concentragoes teria atividade anti-tumoral (apoptose) e em baixas concentragdes
por um longo periodo de tempo promoveria o crescimento tumoral (angiogénese)
13 No entanto o papel do NO em tumores é bastante complexo e seu estudo

ainda esta em fase inicial.
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CAPITULO IlI
AUSENCIA DE CORRELAGAO ENTRE
OXIDO NIiTRICO, OXIDO NITRICO
SINTASE Il E METALOTIONEINA EM
CARCINOMAS BASOCELULARES
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RESUMO

A metalotioneina € uma proteina de 6 a 7 kD de peso molecular que tem
alta afinidade para metais pesados, em especial o zinco. Ela atua como
reservatorio natural deste metal, e tem sido relacionada a mecanismos protetores
da célula a agressé&o por radicais livres. Evidéncias recentes imputam a MT um
papel protetor a agressao actinica. O 6xido nitrico (NO), importante metabdlito
celular, tem sido identificado em modelos de agresséo actinica. Desconhece-se
se sua presenca atua de forma protetora, sinalizando um stress oxidativo pela
maior geracao de radicais livres ou se sua presenca atua lesando o DNA,
produzindo efeito diretamente na carcinogénese. Um mecanismo hipotético
defende que o NO pode estar vinculado a indugéo de MT, que age como protetor
a medida que sua agao quelante de metais estimularia a ativagdo génica de MT
pela maior concentragcdo de Zn intra-celular. Outro mecanismo que unificaria a
acao de MT e NO seria na apoptose. Neste estudo, procuramos identificar em
neoplasias associadas a agressao actinica uma correlagédo entre MT e NO e a
enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS). A expressao de MT foi avaliada
imunohistoquimicamente por meio da tecnica streptavidina-biotina-peroxidase,
sendo expressa em indices de distribuicdo de marcagao, ou seja, um indice que
refletiu o percentual de marcagdo tumoral associado a intensidade desta
marcagado. A concentragdo de NO tumoral foi mensurado indiretamente pela
concentragao de nitrito e nitrato por meio da técnica de GREISS, sendo os valores
expressos em pMoles. A mensuracédo de iINOS tumoral foi realizada pela técnica
de Western-blott, revelados pela técnica da quimioluminescéncia com os valores
expressos em indices de densidade 6ptica (IOD). A analise de correlagao foi feita
a partir do teste de Spearman. Nossos resultados mostraram auséncia de
correlagéo entre as variaveis estudadas. Estes achados sugerem que o papel da
MT, da INOS e do NO na carcinogénese actinica pode ser de forma nao

dependente.
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ABSTRACT

Metallothionein (MT) is a protein with 6 to 7 kD of molecular weight which
has a high affinity for heavy metal, specially zinc. It acts as a natural zinc store,
and has been related to cell protection mechanism at free radical aggression.
Recent founds suggests a protective role to MT to actinic aggression. The nitric
oxide (NO), an important cellular metabolite, has been identified in models of
actinic aggression. It's unknown if your presence acts in a protective way,
signaling a oxidative stress by the higher production of free radicals or if your
presence acts directly on DNA damage, producing effect directly in the
carcinogenesis. An hypothetic mechanism suggests that NO may be associated
with MT induction, that acts as a protector whereas your metal quelant action
stimulated MT’s genetic activation because of higher intracellular zinc
concentration. Another mechanism that attaches the action of MT and NO could
be apoptosis. In this study, we tried to identify a correlation of MT expression and
NO production with INOS in the neoplasias associated with actinic aggression.
The expression of MT was evaluated immunohistochemically by using the
streptavidin—biotin—peroxidase technique, being expressed in distribution marking
index, that reflects the tumor marking percentage associated with the marking
intensity. The NO in the tumor was measured indirectly with nitrite and nitrate
concentrations by using Greiss technique, expressing the values in uymol. The
iINOS measurement was realized using Western Blot technique, revealed by the
chemo luminescence technique with the values expressed in absorbance index.
The correlated analysis was performed by Spearman test. Our results showed
absence of correlation among the variables. These findings suggests that the role

of MT, INOS and NO in the actinic carcinogenesis can be in a independently way.
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INTRODUCAO

O carcinoma basocelular (CBC) é um tumor epitelial maligno que se origina
das células basais da epiderme e seus apéndices, possui malignidade local,
podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive 0ssos. Seus componentes
celulares se assemelham as células indiferenciadas e imaturas do estrato basal,
apresentando um estroma caracteristico. Ocorre basicamente na face,
usualmente como lesdes Unicas **. Embora muitos dos CBCs sejam originados
em areas da pele que estdo relativamente protegidas do sol, como o couro
cabeludo e atras das orelhas, esta amplamente aceito que a UVB é o principal
fator etioldgico na génese do CBC. 2

A metalotioneina (MT), proteina descrita na década de 50, compdem uma
classe de proteinas intracelulares néo-enzimaticas com presengca marcante de
cisteina (23% a 33%) e auséncia de aminoacidos aromaticos e hidrofobicos.
Possuem também alto conteudo de metais pesados (4 a 12 atomos por mol),
ligados covalentemente a apoproteina pelos grupos sulfuricos (tidis) dos residuos
de cisteina. A ligagdo a metais bivalentes (principalmente ao zinco) e a outros
compostos (como as espécies reativas do oxigénio) constitui a principal funcao
biolégica das MTs no processo de detoxificagdo celular *?°. Funcionando como
reservatorio intra-celular de zinco, participa nos processos de reparo, transcricao
e replicacdo do DNA. Além disto, a MT tem sido associada a protecao celular
contra a citotoxicidade da radiagdo ionizante e a captura de radicais livres,
sugerindo um importante papel dessa proteina na protegcao contra o estresse
oxidativo 37378111231 'hagse modo, poderia efetuar uma funcdo protetora para
as células pela reducédo do dano produzido por radicais livres. Em contrapartida,
sua sobre-expressao em células neoplasicas tem indicado maior agressividade
tumoral e resisténcia a quimio e radioterapia 31438,

A INOS ou Isoforma Il (130 K-Da) ndo é expressa constitutivamente, sendo

induzida nos macréfagos e outras células por lipopolisacarides bacterianos e/ou
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citocinas 3. Esta isoenzima também pode ser chamada de macNOS (macrophage
NO synthase), € uma enzima calcio independente. Varios autores consideram que
qualquer célula do organismo tem a capacidade de produzir INOS sob estimulos
apropriados. Uma vez induzida, a INOS é capaz de produzir NO por longo tempo,
envolvendo-se em varios processos patologicos. Assim, o alto nivel de NO
produzido por macréfagos ou por neutréfilos ou outras células ativadas, que
deveria ser téxico para microbios, parasitas ou células tumorais, pode também
lesar células saudaveis vizinhas, estando este mecanismo presente na maioria
dos processos inflamatérios e autoimunes.

A iNOS esta envolvida na proliferacéo celular ?%, no crescimento celular e
no controle do ciclo celular. Seu papel no cancer € multidimencional, podendo ser
tanto promotora —promovendo a angiogénese—, quanto um inibidor tumoral,
mediando a apoptose *°. Ja foi demonstrado que durante a inflamag&o cronica, a
exposig¢ao prolongada do meio ao NO pode iniciar e aumentar a carcinogénese no
homem *. Atua na mediagdo da formagdo de nitrosaminas carcinogénicas,
danosas ao DNA, favorecendo a neovascularizagao, vasodilatacdo e ativacdo de
metalloproteases .

A citotoxicidade mediada pelo NO resulta de sua reagcdo com o radical livre
superoxido (O-), produzindo um poderoso oxidante, o peroxinitrato (ONOO"). O
gue o torna particularmente toxico € a sua notavel estabilidade como anion em pH
alcalino, ao contrario do NO que é altamente instavel 5. O NO pode danificar
diretamente o DNA pela desaminacao de bases purinas e pirimidinas, resultando
em mutacdes e quebra das fitas do DNA %°.

Nem todas as células sdo igualmente susceptiveis aos efeitos toxicos do
NO, e pouco se sabe sobre os meios de defesa contra o NO e seus metabdlicos
téxicos, tanto nas células produtoras quanto nas células alvos de sua agdo. Uma
hipotese seria que uma superexpressao de MT reduziria a sensibilidade da célula
quanto aos danos provocados pela producdo de NO 3. O NO aerébico pode
nitrozilar os grupos tidis da MT in vitro *° e a ligagdo da MT com o cadmio é
liberada pela exposi¢édo ao NO in vitro 8 Essas observacdes implicam que o NO
age como quelante de metais dos grupos sulfidrilas da MT, assim permitindo a
liberagdo do zinco ou cadmio da MT, esses metais livres estimulariam a

expressdo do gene da MT, levando assim a um maior nivel de MT induzida ?*,
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outro meio de liberacdo do metal pelo NO seria pela destruicdo dos feixes de
ligacdo entre o zinco com os grupos tidis * .

A exposigao aos raios UVA e UVB, causam injuria a pele humana. Os raios
UVB danificam diretamente o DNA, enquanto os efeitos deletérios dos raios UVA
envolvem a fotossensibilidade das células alvo e a geracédo de espécies reativas
do oxigénio °. A exposigao aos raios UVB estdo relacionados tanto na expressao
da iINOS como da MT. JENKINS, CHARLES e THONSEN 1995, demonstraram
gue raios UVA e UVB da radiagéo solar levam a uma superexpressdao do mRNA
de iINOS, e, experimentalmente, a MT induzida em animais protegeria o tecido e
as células contra a radiagéo UV in vitro e in vivo *¥?%. A exposicdo a radiacdo UVB
induz uma forte expressdo da MT epidermal em camundongos normais *.

O objetivo desse trabalho foi estudar a correlagao existente entre MT, iINOS
e NO, em CBC sdlido, estudando a expressao do iNOS pela técnica de Western
Blot; a concentragao de nitrito e nitrato (como prova da producdo de NO) pela

reacao de Greiss, e a expressao da MT pela técnica de imuno-histoquimica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para esta pesquisa, 16 casos de CBC sodlido, obtidos
através de bidpsias excisionais indicadas para diagnéstico apds o consentimento
livre e esclarecido dos pacientes.

Para a evidenciagdo imuno-histoquimica da MT foi utilizada a técnica de
estreptavidina-biotina-peroxidase. Foram obtidos cortes histolégicos de trés
micrémetros de espessura a partir de fragmentos teciduais das lesdes, fixados em
formalina e incluidos em parafina, montados em laminas de vidro, previamente
recobertas com organosilano (3-aminopropyltriethoxy-silano, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). Os cortes foram desparafinados em duas passagens por
solugbes de xilol, realizadas a temperatura ambiente e a 37°C por 20 e 30
minutos, respectivamente. Os cortes histologicos foram hidratados em cadeia
descendente de etanol (100%, 90% e 70%) e submetidos a solugédo de hidroxido
de amoénia a 10% em etanol, para remogédo do pigmento formdlico. Apdés uma

lavagem rapida em banhos de agua destilada, os cortes foram submetidos a
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tratamento com tampao EDTA (EthyleneDiamine Tetraacetic Acid), 1 M, em
ambiente de microondas, a poténcia maxima, em trés ciclos de cinco minutos
cada, com dois minutos de descanso a temperatura ambiente entre cada ciclo,
para recuperagao dos epitopos antigénicos pesquisados.

Apods resfriamento, alcangando o equilibrio térmico com o ambiente, os
cortes foram lavados em agua destilada e submetidos ao bloqueio de peroxidase
endoégena. Previamente a incubacdo do anticorpo primario, os cortes foram
imersos por 10 minutos em solugdo bloqueadora de biotina enddégena (Dako,
Carpinteria, CA, USA). Em seguida, foram lavados em agua corrente por 5
minutos e incubados com o anticorpo monoclonal anti-MT (Clone E9, Dako,
Carpinteria, CA, USA) em diluicao de 1:300, por 18 horas. Seguindo-se a lavagem
com tampao PBS, foi incubado com anticorpo secundario biotinilado (Kkit
StrAviGen© MultiLink para fosfatase alcalina, Biogenex, San Ramon, CA, USA)
na diluicdo de trabalho de 1:800 e o complexo estreptavidina-biotina (Dako,
Carpinteria, CA, USA), em diluicdo de 1:300, ambos em camara umida, por 30
minutos. Entre essas etapas, os cortes foram lavados por solugao de tampao
PBS, pH 7,4, em trés banhos de 10 minutos.

A revelagdo da reagao foi desenvolvida a partir de solugdo cromdgena
contendo 12 mg de diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
diluida em 120 ml de tampao TRIS-HCI, pH 7,4, passada em filtro duplo. Apds a
filtragem, adicionou-se 1,2 ml de peroxido de hidrogénio a 10 volumes,
incubando-se os cortes nessa solugdo durante trés minutos. Em sequéncia, os
cortes foram lavados em agua corrente, por cinco minutos e entdo, contra-
corados pela hematoxilina de Mayer, por 3 minutos. Seguiu-se desidratagao em
cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e trés vezes a 100%), diafanizados em
trés banhos de xilol, sendo as laminas montadas ao final do procedimento com
laminulas de vidro e Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Foram utilizados controles positivos, empregando-se fragmentos de
carcinomas lobular e ductal de glandulas mamarias, conhecidamente positivos
para MT. O controle negativo foi obtido a partir de omiss&o do anticorpo primario.

Para a analise da imuno-marcacdo da MT nas massas tumorais, todos os
cortes foram examinados com aumento de 40x (aumento original). Em cada

lamina foram considerados 50% dos campos, incluidos de forma aleatéria. O
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procedimento consistiu da verificagdo da percentagem de area tumoral corada
pela marcagdo com MT °. Para esse fim, foi utilizado um “software” para analise
de imagens (HL-Image++97I, Western Vision — Flash Bus MV Lite, Plus, Pro,
USA), produzidas por microscopia de luz visivel (Olimpus BH2, Japan) e
capturadas por camera de video (Sony, CCD IRIS, Japan), utilizando o recurso
“Image Threshollding” **.

Estabeleceu-se um indice qualitativo de intensidade e quantitativo de
percentual de marcagao tumoral, a partir dos quais formulou-se um indice semi-
guantitativo de intensidade e distribuicdo da marcacao (ID). Foram considerados
para o indice qualitativo os parametros de intensidade de marcagao fraca,
moderada e forte, baseados no padrdo de marcacao identificado na pele normal
considerado como moderado. Assim, para a obtencado do ID, a marcacéao fraca
teve o0 seu percentual de area corada multiplicada por um, a marcagao moderada
teve seu valor multiplicado por dois, e aguela considerada forte teve o valor da
area marcada multiplicada por trés. No final, obteve-se uma escala de ID cujo
valor maximo foi trés. Casos nos quais o ID foi menor ou igual a 0,3 foram
considerados negativos; aqueles em que o ID foi maior que 0,3 e menor que um
foram considerados de expressdo FRACA da MT, e aqueles com indice maior ou
igual a um foram considerados de expressdo FORTE 2" °.

Para analise de iINOS aliquotas pré-pesadas das amostras dos tecidos
foram homogeneizados por trés minutos, em gelo, em tampao de extragdo °
contendo Hepes 40mM pH 7.7, EDTA 10 mM, EGTA 2 mM, ATP 5 mM, DTT 2
mM, benzamidina 1 mM, aprotinina 0.1 mM e PMSF 0.5 mM, utilizando-se um
homogeneizador (OMINUTOSUTOSI-MIXER Waterbury, CT. USA) com
microsonda.

As amostras dos homogeneizados foram entao centrifugadas a 40.000 g a
4°C (Hitachi rotor 27). Das amostras do sobrenadante foi feita a precipitagdo de
proteinas com TCA 50% e uma nova centrifugagdo a 15000 x g a 4°C. Os
sedimentos obtidos do precipitado foram ressuspendidos em tampao da amostra
(Tris- HCI 62,5 mM pH 6,8; glicerol 10%; SDS 1%; bromofenol blue 0,025%, e
10ul de 2-mercaptoetanol) numa concentragao de 5ug/ul. A seguir, as amostras
foram fervidas a 100°C e estocadas a -20°C. A concentracéo de proteina total nas

fragbes foi determinada pelo método de Bradford (1976) tendo como padréo a
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soro albumina bovina (BSA). O sobrenadante foi usado para dosagem de
nitrito/nitrato.

A analise do perfil de polipeptidios foi feita usando o sistema descontinuo
descrito por Laemmli & Favre (1973) e o sistema de placas de vidro descrito por
Studier (1973). A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi feita em
placas de vidro de dimensdes de 11x 9x 0,06 cm, utilizando géis com gradiente de
5-16% .

As proteinas do gel de ©poliacrlamida foram transferidas
eletroforeticamente a 80mA por 5 horas, para membrana de nitrocelulose,
utilizando-se como tampéao de transferéncia constituido de Tris- HCI 25mM, glicina
190mM , metanol 20%. A membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau
0,2% em acido tricloroacético 3% por 5 minutos e, a seguir, lavada com agua
deionizada.

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com solugdo de
bloqueio (leite desnatado 5% e TBS-T) por 1 hora a temperatura ambiente. Em
seguida, as membranas foram lavadas em TBS-T, trés ciclos de 5 minutos e
incubadas com o anticorpo primario para NOS |l (Clone 54, BD Transduction
Laboratories, CA. USA) em diluicdo de 1:2500 por 1 hora a temperatura
ambiente e sob agitacdo. As membranas foram lavadas em TBS-T, 3 ciclos de 5
minutos cada e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG camundongo
conjugados com peroxidase por lhora. A reatividade dos anticorpos foi
detectada pelo sistema de quimiluminusescéncia segundo o kit ECL e protocolo
do fabricante (Amersham-Pharmacia-Biotech, UPPSOLA, Sweden): a membrana
foi incubada com solucao de detecgdo (solugdo A e B 1:1) por 1minuto e
colocada dentro de um cassete de revelagdo. O filme de raios-X foi colocado
sobre a membrana com tempo de revelagao variando entre 1 a 10 minutos em
camara escura. O filme foi entdo mergulhado em solucao reveladora (Kodak) por
1minuto, lavado em agua e mergulhado em solugao fixadora (KodaK) por
1minuto. entdo revelado. As bandas identificadas no filme foram analisados e
quantificadas quanto as suas densidades oépticas no programa Image Master
VDS software, versao 2.0 (Amersham-Pharmacia, UPPSOLA, Sweden) obtendo

o indice de densidade otica (I0OD).
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A concentracao de nitrito e nitrato foi determinada pela reagao de Greiss
5. Foram utilizadas placas com 96 pogos de fundo chato (Nunc-Maxsorp,
Rochester, NY, USA) onde foi depositado 50ul de cada amostra em duplicata,
com a subsequente detecg¢ao do nitrito e nitrato com 50yl de reagente de Greiss.
A curva padrao de nitrito foi feita usando solugcao estoque de NaNO, 1M e agua
milli-Q. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com filtro de absorbancia a

540nm.

Os resultados de producdao de NO em pM e de expressao da iNOS
indicado pelo indice de densidade o6ptica (IOD) foram convertidos a uma média e
as comparagdes entre médias foram feitas pelo teste t de Student para as
medidas que apresentaram normalidade, considerando o intervalo de confianga
de 95%. Foram considerados significativos estatisticamente valores em que
p<0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizado-se o soffware PROPHET,

versao 2.0.

RESULTADOS

Em funcdo das limitagbes impostas pela quantidade de tecido e
sobrenadante das amostras utilizadas, nado foi possivel fazer o estudo da
correlagdo a partir de todas as amostras relacionadas. Desta forma, os valores
referentes a I0D foram obtidos a partir do ensaio de 18 casos. Nesta amostra,
observou-se uma variacao de 10D de 13,66 a 214,84; com média de 77,80 *
47,46. Em relacdo a dosagem de NO, foram utilizados 16 casos, com os quais se
obteve valores que variaram de 0,77 a 7,23; apresentando uma média de 2,42 +
2,05. Ja a mensuragcdo de MT foi realizada a partir de 18 casos, cujo ensaio
resultou em valores variando de 0,17 a 1,62; com uma média de 0,69 + 0,48.

Para a analise de correlagédo entre a dosagem de NO e os valores de IOD
de iINOS (Figura 1) foram considerados 14 casos de CBC sdlido pareados, dos
guais obteve-se a média de produgao de NO de 2,53 + 2,18 uM, A média do 10D
foi igual a 82,90, com desvio padrdo igual a + 51,04. A andlise da correlacao foi
baixa indicando que os indices ndo estdo variando de forma proporcional (r = -
0,1982).
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Para a analise de correlagéo entre a dosagem de NO e a expressao de MT
(Figura 2) foram analisados 13 casos de CBC solido, cuja média de produgéo foi
de 2,76+ 2,15 yM. O valor da média do ID para MT foi de 0,68 + 0,49. A analise
da correlagao foi baixa indicando que os indices ndo estdo variando de forma

proporcional (r = -0,2724).
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Para a analise de correlacdo entre a expressao de MT e a expressao de
iINOS foram utilizados dados obtidos a partir de 16 casos de CBC sdlido, para os
quais o valor médio de ID para MT foi de 0,71 + 0,50. Para o 10D da iNOS a
média foi igual a 78,89 + 49,32. A analise da correlagéo foi baixa indicando que os

indices nao estao variando de forma proporcional (r = 0,1437).
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Figura 3. Diagrama de dispersao da expressao dos valores de IOD para
Oxido Nitrico Sintase Induzida (IOD) e aqueles referentes a expressdo de
metalotioneina dados em indice de distribuicdo da imunomarcacéao (ID) nos casos
de CBC sdlidos

DISCUSSAO

Estudando a relagao entre o iINOS e o NO esperavamos encontrar uma
correlagédo positiva pois 0 iINOS é capaz de produzir NO por longo tempo, e isso
vem a caracterizar seu envolvimento em varios processos patologicos. Uma
relacéo entre a MT e o NO também era esperada pois o NO age como quelante
de metais dos grupos sulfidrilas da MT, permitindo a liberagdo do zinco ou cadmio
da MT, e esses metais livres estimulariam a expressao do gene da MT, levando
assim a um maior nivel de MT induzida #*. E uma correlagdo entre a iNOS e a MT
seria explicada pela exposicao cronica do carcinoma basocelular aos raios UVA e

UVB, essa radiagédo promove a expressao tanto do iNOS quanto da MT 232,
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O NO, e os seus produtos metabdlicos, como o peroxinitrato também
poderia induzir a expressédo da MT, pois essa € a principal fungdo desta proteina.
1720 Tanto o INOS/NO como a MT estdo envolvidos numa série de eventos

24 & também

relacionados a carcinogénese, como angiogénese e apoptose
interferem no DNA. O NO pode danificar diretamente o DNA pela desaminagao de
bases purinas e pirimidinas, resultando em mutacdes e quebra das fitas do DNA
29 e a MT poderia remover atomos de zinco da p53, proteina que possui
importantes funcbes no controle do ciclo celular e do crescimento da célula,
alterando sua conformacéao espacial gerando um fenétipo nulo, mas nao mutante,
desse gene supressor tumoral, favorecendo a instabilidade genémica essencial
nos mecanismos de carcinogénese e progressao tumoral.

Nesse estudo procurou-se encontrar correlagéo entre iINOS, NO e MT, pois
eles estdo diretamente, ou indiretamente, envolvidos na carcinogénese e na
progressao tumoral. Entretanto nas condicbes deste trabalho os resultados
obtidos nao foram suficientes para demonstrar essa correlagao em CBC sdlido.

O CBC solido é o mais brando dos tumores de pele malignos, refletindo
baixos niveis de stress oxidativo celular e de agressdes genOmicas que se
refletissem nos niveis das moléculas pesquisadas. Outro aspecto que nao poderia
fugir a nossa analise € o baixo numero de casos utilizados que poderia ter
inviabilizado o poder estatistico da amostra. Ndo obstante, ndo foi possivel
encontrar dados na literatura que permitissem uma maior exploragdo dos nossos
achados.

Faz-se necessario maior investigagdo nessa area, em especial com a
montagem de modelos experimentais in vitro nos quais estas correlagdes

poderiam ser medidas sob circunstancias experimentais mais bem controladas.
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Uma maior expressao da metalotioneina em pele normal exposta a
radiacao actinica foi encontrada quando esta foi comparada a pele normal nao
exposta, indicando uma possivel inducédo dessa proteina pelos raios UVA e UVB
da radiagao solar.

A imunomarcagao nos tumores mostrou padrées em mosaico, com células
bem marcadas e células negativas no mesmo campo da neoplasia.

Uma maior expressdo da metalotioneina foi encontrada nos carcinomas
espinocelulares cutaneos (CEC) sugerindo uma relagdo entre a expressdo da
metalotioneina e a agressividade do tumor. A associagao é reforgcada quando se
observa que a expressdo dessa proteina foi significantemente menor no
carcinoma basocelular (CBC), um tumor menos agressivo.

A expressao da o6xido nitrico sintase (iNOS) foi maior no CEC e menor no
CBC quando comparado aos valores obtidos em estudo de pele normal,
sugerindo que a expressao da iINOS, como da metalotioneina, esta relacionado a
tumores mais agressivos.

Nas condi¢des desse estudo, a produgao de éxido nitrico (NO) n&o variou
entre as amostras estudadas, sugerindo uma produgao de NO independente da
expressao de iINOS desses casos.

A baixa expressao de INOS em CBC pode ser um fator relacionado ao fato
desse tipo de lesdao raramente metastatizar, devido a possivel agdo angiogénica
do NO.

Uma possivel correlagao entre iINOS, NO e metalotioneina era esperado.
No entanto, nas condigdes experimentadas n&o encontramos nenhuma

correlagao. Isso sugere uma independéncia entre as variaveis estudadas.
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concordo em participar desta pesquisa cientifica como voluntério. Estou ciente de que me

submeterei a um procedimento cirdrgico de biopsia para remocéao de lesdo de pele com o
objetivo de realizar o diagndstico ou como forma de tratamento indicado para lesbes com
diagnostico definitivo. Tenho conhecimento pleno de que estarei doando fragmentos de
tecidos recolhidos do material retirado na cirurgia e que as intervencgodes cirurgicas serao
realizadas em ambiente hospitalar (HC-UFU), sob os cuidados do profissional de saude
responsavel, e que terei acesso aos resultados provenientes do exame do material
colhido. Estou ciente que a minha identidade sera preservada e que se eu recusar em
participar, nao terei prejuizos em relagdo ao meu tratamento. Outrossim, ndo receberei
beneficios financeiros em participar desta pesquisa e, desde ja, autorizo a utilizagado dos

dados coletados para o seu desenvolvimento e publicagéo.
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