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INTRODUÇÃO GERAL
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A metalotioneína (MT), proteína descrita na década de 50, tem sido 

estudada por suas propriedades associadas a detoxificação de substâncias 

genotóxicas, ao estoque e regulação dos níveis celulares de zinco e por uma 

provável função relacionada a apoptose.

Apesar de seu papel protetor para as células normais, a sua presença em 

células neoplásicas tem conferido ao tumor maior resistência ao tratamento anti- 

neoplásico, caracterizando-a, desta forma, como sinalizadora de maior 

agressividade tumoral. Este aspecto tem sido considerado importante na predição 

do comportamento tumoral.

Sua função na economia celular ainda é pouco conhecida. Contudo, tem 

sido proposta uma ação reguladora na disponibilização intracelular de metais, tais 

como zinco, elemento importante na regulação da conformação molecular e 

atividade funcional de diversas proteínas, entre as quais a proteína p53. A 

diminuição da concentração celular de zinco, causada pelo aumento da 

expressão da MT podería causar alterações conformacionais na p53, 

ocasionando um fenótipo nulo, mas não mutante, desta última, com evidentes 

implicações nos processos de carcinogênese e progressão tumoral.

O óxido nítrico (NO) é uma das 10 menores moléculas no organismo, por 

isso ela é capaz de atravessar a membrana celular e influenciar enzimas e 

proteínas tanto no citossol quanto no núcleo, é um importante neurotransmissor 

com capacidade potencializadora, atuando na memória e no aprendizado, 

podendo também ter ações endócrinas, autócrinas e parácrinas. A sua ação na 

imuno-regulação está presente na inflamação, nos mecanismos de 

autoimunidade, e na apoptose. A síntese e formação do óxido nítrico são 

realizadas pela enzima - síntase do óxido nítrico (nitric oxide synthase - NOS). A 

função do NO é a defesa do organismo contra patógenos, no entanto uma 

superprodução de NO estaria relacionado ao aumento da angiogênese, um pré- 

requisito para o crescimento e a progressão tumoral.

Evidências recentes têm associado a MT a mecanismos de proteção a 

radiação ultravioleta e aos seus efeitos intracelulares a partir de modelos 

experimentais. Por outro lado, estas alterações parecem se refletir nas vias 

metabólicas do NO com efeitos sobre as funções da MT na economia celular.
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Nosso trabalho tem por objetivo aprofundar no entendimento das relações 

entre a expressão e o conteúdo de MT, iNOS e NO em lesões de pele associadas 

à irradiação actínica, no intuito de coletar indícios de uma possível participação 

deste circuito no processo de carcinogênese e progressão tumoral.

2 - REVISÃO DE LITERATURA

2.1 - Lesões associadas à irradiação actínica: Câncer de Pele

A carcinogênese cutânea tem sido bastante estudada quanto aos principais 

fatores físicos, químicos e biológicos potencialmente envolvidos no 

desenvolvimento tumoral.
O câncer de pele não melanoma é o tipo de câncer mais freqüente na 

população brasileira. Segundo as Estimativas sobre Incidência e Mortalidade por 

Câncer do Instituto Nacional de Câncer (INCA), dos 402.190 novos casos 

previstos para o ano de 2003, o câncer de pele não melanoma será responsável 

pelo diagnóstico de 82.155 novos casos.
Porém, apesar da alta taxa de incidência, o câncer de pele não melanoma 

não consta como um dos dez tipos de câncer que mais matam. A facilidade do 

diagnóstico precoce é o principal fator que contribui para o baixo índice de 

mortalidade (INCA, 2004).

O carcinoma basocelular (CBC) é o mais freqüente dos cânceres de pele, 

correspondendo a cerca de 75% dos cânceres não melanoma diagnosticados. 

Nos Estados Unidos, a média é de 191 pessoas diagnosticadas por cem mil 

pessoas brancas.
Os fatores considerados etiológicos e/ou precipitantes dos cânceres 

cutâneos são vários, como predisposição genética; radiação ultravioleta (UV); 

radiação não ultravioleta, como raios-X e radiação gama, fatores hormonais, 

imunossupressão, agentes químicos e drogas citotóxicas, traumatismos, 

papilomavírus, queimaduras crônicas, cicatrizes, úlceras, fístulas, osteomielite 

crônica e albinismo. As lesões de lupus eritematoso e os granulomas de longa 
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duração, como da tuberculose, hanseníase e sífilis, podem desenvolver 

carcinomas baso e espinocelulares. A poroceratose de Mibelli, epidermolise 

bolhosa distrófica, líquen escleroso e atrófico, epidermodisplasia verruciforme e 

condiloma acuminado gigante de Buschke-Lowenstein podem levar ao 

aparecimento de carcinomas espinocelulares (CEC). No xeroderma pigmentoso o 

câncer surge precocemente e, em geral ainda na infância, aparecem como 

carcinomas baso e espinocelulares e melanomas. O nevo sebáceo de Jadassohn, 

que tem maior freqüência na cabeça, pode anteceder carcinomas basocelulares e 

raramente espinocelulares, enquanto no tricoepitelioma múltiplo surgem apenas 

carcinomas basocelulares. Os agentes físicos, como o calor, provocam carcinoma 

nas pernas, como é o caso de indivíduos que ficam muito próximos de brasas 

acesas. A luz solar provoca câncer na pele exposta. A maior exposição ocorre 

quanto maior a altitude e menor a latitude, havendo uma correlação inversa entre 

o grau de pigmentação e a habilidade de bronzeamento (SILVA, 2000).

Um dos componentes mais nocivos da luz solar a pele são os raios 

ultravioletas. O espectro da luz ultravioleta está situado num comprimento de 

onda entre 200 e 400 nm. A região entre 400 e 320 nm, denominada região "da 

luz negra", é chamada UVA e é responsável pela pigmentação da pele ou 

bronzeado. A região entre 320 e 280 nm é denominada UVB, a região do eritema. 

A maioria dos efeitos biológicos e potencialmente danosos da radiação UV das 

fontes naturais situam-se nesta faixa. A região entre 280 e 220 nm é denominada 

UVC e é conhecida pelos seus efeitos bactericida e germicida. Os raios UVC são 

encontrados em lâmpadas germicidas e em alguns arcos de solda, mas não na 

luz solar na superfície da terra (MATSUI & DELEO, 1995) A região entre 220 e 

170 nm é o comprimento de onda mais eficiente para a produção de ozônio. A 

UVR neste comprimento de onda é grandemente absorvida pelo ar.

Indiretamente, tanto a ultravioleta A quanto a B tem ação local e sistêmica 

no sistema imune, por efeito imunossupressor, e, em geral, os tumores induzidos 

por essas radiações são altamente antigênicos. Como efeito sistêmico induzem 

células supressoras tumor-específicas e, como local na pele, diminuem o número 

de células de Langerhans, com inatividade das remanescentes. Com isso, há 

alteração da função de apresentação do antígeno, bloqueio da ativação da função 

celular efetora, levando a um bloqueio da resposta imune. Estas ações podem ter 
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efeito direto na depressão da resposta imunológica ao tumor em 

desenvolvimento, facilitando, desta forma, sua progressão (SILVA, 2000).

A exposição da pele à luz ultravioleta solar é um problema crescente no 

mundo devido ao aumento da população no anel solar, ao aumento do número de 

férias desfrutadas nas áreas quentes do-globo, à popularidade do banho solar, 

aos salões de bronzeamento, e esportes áo ar livre. O aumento da expectativa de 

vida na maioria dos países industrializados está aumentando a exposição solar da 

população ao longo da vida (DE FRANZO, 1992).

A radiação ultravioleta é mais prejudicial em regiões de clima seco e 

ensolarado e o fotoenvelhecimento sempre precede o câncer. O efeito do sol é 

cumulativo, o da ultravioleta é maior quando aplicada em frações, e é proporcional 

à dose acumulada. A puvaterapia, tipo de tratamento que utiliza o efeito da 

ultravioleta após administração de psoraleno por via oral, pode provocar maior 

incidência de carcinomas baso e espinocelulares, por seu efeito mutagênico e 

imunossupressivo. Alguns antioxidantes protegem a pele contra 

carcinogenicidade da ultravioleta, talvez por prevenirem o efeito dos radicais 

livres. A cafeína e a teofilina também tem ação protetora, parecendo prevenir o 

erro no reparo durante a pós-replicação. O ácido retinóico, em concentração não 

tóxica e não irritativa, dependendo das circunstâncias, estimula ou inibe, e a 

mostarda nitrogenada e as nitrosouréias; em doses subcarcinogênicas usadas na 

psoríase e micose fungóide, aceleram a carcinogênese da ultravioleta (JUCHEM 

et al, 1998).

Irradiação solar (actínica) não ionizante, ao atingir a pele, pode ser 

absorvida, refletida ou refratada. A absorção dos fótons é feita por moléculas que 

recebem o nome de cromóforos. Os cromóforos podem estar na epiderme 

representados pela camada córnea, melanina, esteróides, ácido urônico, e tanto 

na epiderme quando na derme, pelos ácidos nuclêicos (DNA, RNA), lisossoma, 

membrana citoplasmática e outros. O resultado dessa absorção é nocivo à pele, e 

as alterações decorrentes das radiações com a matéria viva são conhecidas com 

o nome genérico de fotosensibilidade (CERNEA & HOJAIJ, 2000).

A fotocarcinogênese é uma das manifestações de processo fotobiológico 

muito maior, provocando respostas locais e sistêmicas, que podem ser diretas ou 

indiretas. A ultravioleta B (UVB), tem ação fotocarcinogênica direta, levando a 
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carcinomas baso e espinocelulares. Atua como indutora e promotora potente de 

neoplasias em camundongo, levando à alteração estrutural no DNA humano, 

tanto in vitro quanto in vivo. Provoca alterações mutagênicas, através da 

formação de dímeros de timina vinculados ao desenvolvimento de cânceres; os 

efeitos deletérios dos raios UVA envolvem a fotosensibilidade das células alvo e a 

geração de espécies reativas do oxigênio (GRUIJ, 2000).

Para essas mutações existem mecanismos de proteção com reparo do 

DNA, pela excisão do defeito, reparo na pós-replicação e fotoreativação. O tumor 

surge quando há ausência ou deficiência nesse reparo (SILVA, 2000). A radiação 

UV resulta num aumento da produção de radicais do oxigênio, aumentando a 

fotoperoxidação dos ácidos graxos insaturados da membrana, produzindo 

grandes quantidades de espécies reativas do oxigênio que estão implicadas na 

iniciação e progressão tumoral (HAGESAWA, et al. 1996).

O estresse oxidativo pode desempenhar diferentes papéis na patogênese 

dos cânceres de pele melanoma e não-melanoma (CBC e CEC). Nos não- 

melanomas há uma diminuição da defesa antioxidante, causada pela exposição 

crônica aos raios UV, contribuindo para a ocorrência de mutações e 

carcinogênese (SANDER et al, 2003).

Predominantemente, o câncer de pele é conhecido por ser causado pela 

exposição crônica da pele aos raios UV do sol. Os três tipos de cânceres mais 

freqüentemente relacionados à exposição solar são o carcinoma basoceíular, o 

carcinoma espinocelular e o melanoma maligno.

Os cânceres de pele não melanoma, CBC e CEC, somam 

aproximadamente 80% e 16% , respectivamente, de todos os cânceres de pele, 

ambos sendo derivados dos queratinócitos da camada basal da epiderme da pele 

(BOWDEN, 2004).

O carcinoma basoceíular (CBC) é um tumor epitelial maligno que se origina 

dos queratinócitos basais da epiderme e seus apêndices, possui malignidade 

local, podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive ossos. Seus 

componentes celulares se assemelham às células indiferenciadas e imaturas do 

estrato basal do epitélio, apresentando um estroma característico. Ocorre mais 

comumente na pele da cabeça e pescoço, usualmente como lesões únicas. 

Raramente é diagnosticado na palma das mãos e sola dos pés. Apresenta-se, 
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histologicamente, como massas nodulares de células basalóides que se 

estendem para dentro da derme, podendo assumir diferentes padrões 

arquiteturais como sólido, glandular, queratótico, esclerodermiforme entre outros 

(ELDER etal, 1997).

CBC é o tumor mais comum afetando as pessoas de pele clara; mais 

raramente produz metástase (KRIPKE, 1993). Embora muitos dos CBCs sejam 

originados em áreas da pele que estão relativamente protegidas do sol, como o 

couro cabeludo e região retro-auricular, está amplamente aceito que a UVB é o 

principal fator etiológico na gênese 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 são 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 razões aparentes, é de 

crescimento lento e raramente emite metástase (BOWDEN, 2004), mas existem 

alguns fatores que influenciam seu aparecimento. O mais comum é na pele clara 

associada com exposição à luz solar forte, principalmente nos pacientes com 

xeroderma pigmentosum aos quais CBC e Carcinoma de células escamosas ou 

Carcinoma espinocelular (CEC) são comuns. Mas a exposição à luz solar não é 

suficiente para a produção de CBC, o que é enfatizado pela rara ocorrência no 

dorso das mãos e dedos. São muitos osJatores adicionais que predispõem uma 

pessoa a desenvolver CBC e CEC como numerosas doses de radiação (raios X) 

(SCHWARTZ et a/., 1995). Esse tipo de câncer é mais comum em adultos com 

picos de incidência por volta dos 40 anos. Porém, com a constante exposição 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 histopatológico e outra na diferenciação celular. 

Aprofundando na classificação quanto ao padrão de crescimento histopatológico o 

CBC é dividido em BAIXO e ALTO risco. Os de alto risco seriam os 

caracterizados por crescimento de extensões subclínicas, excisão incompleta, 

agressividade local, comportamento invasivo, ou reincidência. Os de baixo risco 
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não apresentariam as características anteriores e morfologicamente apresentam 

espaços entre os nódulos tumorais devido ao acúmulo de mucina. No entanto 

essa classificação é dificultada pelo fato do CBC geralmente demonstrar mais de 

um padrão de crescimento.

O carcinoma espinocelular cutâneo (CEC) é uma neoplasia maligna 

originária da transformação do queratinócito basal da epiderme, traduzido pela 

presença de massas celulares epidermóides atípicas (GRANSTEIN, 1990). 

Apresenta histologicamente massas celulares epiteliais irregulares que proliferam 

declinantemente dentro da derme. O CEC normalmente se origina de uma lesão 

precursora denominada queratose actínica. Embora o CEC seja menos comum 

que o CBC, a relação entre exposição solar e neoplasia é mais direta no CEC que 

no CBC (KRIPKE, 1993). Os dois tipos de tumores não-melanomas, CBC e CEC, 

podem ser invasivos, mas o CEC possui maior potencial para emitir metástase 

(ELDER et al, 1997, BOWDEN, 2004) e tende a causar inflamação mais severa, 

ulcerações de maiores dimensões e crescimento mais rápido que o CBC (DEREN 

et al, 2003). Apesar das diferenças no crescimento, TILLI et al, 2003 demonstram 

que ambos tem baixo índice proliferativo.

DEREN et al, relataram em 2003 um caso raro e atípico de CEC em que o 

paciente não apresentava nenhuma lesão predisponente. A lesão apresentou 

uma progressão rápida, causando a morte do paciente.

A carcinogênese é, sem sombra de dúvida, processo multifatorial induzido 

e modulado por inúmeros fatores endógenos e exógenos, muitos ainda a 

descobrir e confirmar, sendo seu estudo da maior importância para a prevenção 

do câncer.

2.2 - Metalotioneína (MT)

As metalotioneínas compõem uma classe de proteínas intracelulares não- 

enzimáticas identificadas há quase meio século pela sua capacidade de ligação 

ao cádmio (MARGOSHES & VALLEÉ, 1957; ANDREWS et al, 1984; HAMER, 

1986; KÃGI & SCHÃFFER, 1988). Constituídas nos mamíferos por 61 ou 62 

resíduos de aminoácidos, caracterizam-se pelo baixo peso molecular (6 kDa a 7 

kDa), com presença marcante de cisteína (23% a 33%) e ausência de 
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aminoácidos aromáticos e hidrofóbicos. Possuem também alto conteúdo de 

metais pesados (4 a 12 átomos por mol), ligados covalentemente a apoproteína 

pelos grupos sulfúricos (tióis) dos resíduos de cisteína. A ligação a metais 

bivalentes (principalmente ao zinco) e a outros compostos (como as espécies 

reativas do oxigênio) constitui a principal função biológica das MTs (HAMER, 

1986; KÃGI & SCHÃFFER, 1988).

Têm sido identificados quatro tipos de metalotioneína, codificadas por 

quatro genes diferentes. Os genes MT-I e MT-II são expressos em todos os 

estágios do desenvolvimento em vários tipos celulares da maioria dos órgãos 

(ANDREWS et al, 1984; NARTEY et al, 1987b; PALMITER, 1998). O gene MT-III 

é expresso predominantemente em neurônios, mas também em células da glia e 

nos órgãos reprodutivos masculinos, com funções protetoras na patogênese de 

doenças neurodegenerativas (como as doenças de Alzheimer e de Parkinson) e 

na espermatogênese (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 diferenciação (QUAIFE et al, 1994).

Sua presença tem sido relatada em vários 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 descrição, as funções da metalotioneína têm sido alvo de 

intensa investigação (FISCHER e DAVIE, 1998; PALMITER, 1998). Exercem, 

indubitavelmente, funções relacionadas à proteção tecidual, sendo por isso 

consideradas “governantas” (housekeepers) do ambiente celular (HAMER, 1986; 

MANUEL, et al. 1992; SCHMIDT & HAMER, 1986; DAFFADA & YOUNG, 1999). 

Entretanto, a importância de sua ação para a célula e o mecanismo molecular 

pelo qual essa função é exercida ainda não foram completamente elucidados 

(PALMITER, 1998). Três linhas de pesquisa são consideradas mais promissoras. 

O pensamento mais antigo refere-se à função de detoxificação de metais pesados 

e de outros agentes potencialmente danosos, que seriam neutralizados ao se 
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ligarem à proteína. Em uma segunda hipótese, a proteína funcionaria como 

reservatório intracelular de zinco, metal essencial nos mecanismos de reparo, 

transcrição e replicação do DNA, A MT transporta sete íons zinco, que são 

mantidos em dois domínios termodinamicamente estáveis e cinéticamente 

“labibe” os primeiros íons a serem doados são aqueles presentes no domínio N- 

terminal. (FENSELAU et al. 2001) A apoforma Tioneína nunca foi isolada como 

uma origem biológica, aparentemente sua formação é instantaneamente 

combinada com o zinco (FISCHER & DAVIE, 1998) Acredita-se que a MT possua 

propriedades de redução específicas, proporcionando um controle seletivo de 

liberação e captura do zinco (PALMITER; 1998). A proteína seria então 

extremamente importante nos processos que impedem danos genéticos 

permanentes. Uma terceira possibilidade, ainda não muito bem investigada, 

afirma que a metalotioneína possui funções reguladoras no processo de 

apoptose, através da via relacionada ao fator de necrose tumoral (Tumour 

Necrosis FactorJNF).

Estudos pioneiros demonstraram o aumento do conteúdo de 

metalotioneína em tecidos expostos ao cádmio, elemento altamente tóxico e não- 

essencial, sugerindo um papel primário na regulação e detoxificação deste metal 

(MARGOSHES & VALLE, 1957; PISCATOR, 1964; TAMURA, et al. 1999) bem 

como na absorção, 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 conteúdo tecidual da proteína pode ser também regulado pelos 

níveis celulares de hormônios, agentes citotóxicos, citocinas e por situações de 

estresse físico ou químico, reconhecidamente estimulantes da biosíntese de MT 

in vivo e in vitro, alcançando concentrações máximas dentro de 1 a 2 dias após a 

exposição ao agente indutor (HAMER, 1986; DUNN, et al. 1987; KATSURAGI, et 

al. 1997; DAFFADA & YOUNG, 1999; HERNÁNDEZ et al, 2000).

Dada a grande afinidade de átomos metálicos, e dentre estes notavelmente 

o zinco, pelos resíduos de tiol (SH) encontrados na metalotioneína, DOUGLAS- 

JONES et al. (1995) sugeriram que a MT poderia remover átomos de zinco da 

p53, proteína que possui importantes funções no controle do ciclo celular e do 

crescimento da célula, alterando sua conformação espacial. Em conseqüência, 
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quando superexpressa, a MT podería gerar um fenótipo nulo, mas não mutante, 

desse gene supressor tumoral, favorecendo a instabilidade genômica essencial 

nos mecanismos de carcinogênese e progressão tumoral.

Por sua vez, a expressão da metalotioneína também tem sido associada à 

proteção celular contra a citotoxicidade-da radiação ionizante e à captura de 

radicais livres, sugerindo um importante papel dessa proteína na proteção contra 
o estresse oxidativo (THORNALLEY & VASÁK, 1985; TEMPLETON & CHERIAN, 

1991; CHUBATSU & MENEGHINI, 1993; EBADl et al., 1994; 1996; QUESADA et 

a/., 1996). Porém CONRAD et al (2000), estudando essa propriedade em 

camundongos MT +/+ e MT -/-, não encontrou diferença nos níveis de danos 

oxidativos ou na toxicidade induzida pelo stress oxidativo, discordando da 

hipótese de que a MT desempenha um papel in vivo na proteção celular contra 

stress oxidativo.

Tem sido demonstrado, in vitro, ser a metalotioneína eficiente captadora de 

íons 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 função protetora para as células pela redução do dano produzido por 

radicais livres (PITT et al., 1997; ELGOHARY et al., 1998; WANG, et al. 1999). A 

ausência de um modelo experimental adequado, entretanto, impede 

momentaneamente a verificação in vivo desse mecanismo (PALMITER, 1998).

A metalotioneína também possui função na proliferação e diferenciação 

celular que ainda não foram esclarecidas, (APOSTOLOVA & CHERIAN, 2000) 

Pois se observou maior expressão da MT em células que se encontravam em 

proliferação, localizadas na periferia do tumor (CHERIAN et al, 2003).

Sua principal função, entretanto, parece estar de fato relacionada à 

atuação como reservatório regulador das concentrações intracelulares de zinco, 

metal essencial à célula (notavelmente aos processos relacionados à síntese e 

reparo do material genético), liberando-o a outras proteínas quando a 

disponibilidade do metal é limitada ou quando as células são expostas a 

condições de oxidação (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 síntese de MT, a absorção 

ocorre em uma pequena proporção no intestino através de dois mecanismos: 
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transporte ativo e passivo. O mineral zinco está presente em todas as partes do 

corpo e tem múltiplas funções. Dessa linha de pensamento, emergem algumas 

outras possibilidades: a metalotioneína podería 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 genotóxicos (THOMAS, et al. 1986; ZENG et 

al., 1991a; ZENG, et al. 1991b; PRASAD, 1992; CHERIAN et al., 1993; CHU, 

1994); por outro lado, níveis excessivos poderíam ser prejudiciais, pois 

removeríam uma grande quantidade do metal, afetando a função de proteínas 

essenciais do ciclo celular, como por exemplo a p53, que pode ser inativada 

através de alteração conformacional provocada pela ausência de zinco (HAINAUT 

& MILNER, 1993; DOUGLAS-JONES et al., 1997).

A participação da metalotioneína no processo de apoptose ainda não é 

bem conhecida, e foi recentemente proposta quando KONDO et al. (1995) e 

KONDO et al. (1997) verificaram o aumento da expressão de proteínas de genes 

de resposta ao dano do DNA e da apoptose em células que não expressavam a 

proteína. TSANGARIS e TZORTZATOU-STATHOPOULOU (1998) obtiveram 

resultados semelhantes. Tais estudos mostravam que a proteína inibia o 

fenômeno da apoptose. ABDEL-MAGEED e AGRAWAL (1998) mostraram que 

essa ação provavelmente era devida à indução e ativação do fator de transcrição 

nuclear-KB (NF-kB), que atua na via apoptótica relacionada ao TNF e inibe o 

suicídio celular (VAN ANTWERP et al., 1996). Entretanto, SAKURAI et al. (1999) 

mostraram dados que indicam que a MT funcionaria como um regulador negativo 

da atividade do NF-kB. Outros estudos são necessários para determinar qual é a 

participação da proteína no processo apoptótico.

Em função dessas propriedades, a metalotioneína tem sido alvo de estudo 

em Oncologia, dadas as suas funções biológicas diversas e sua possível 

correlação com a carcinogênese, quando teria um papel protetor (CHERIAN et 

al.,1993’, KOBAYASHI et al., 1994; ZHANG et al., 1998), e com o prognóstico em 

câncer humano, em que a superexpressão da proteína 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; ÕFNER et al., 1994; DOUGLAS-JONES et al., 1995; GOULDING et al., 

1995; OSHIO et al., 1996; ZHANG et al., 1996; HISHIKAWA et al., 1997; JASANI 
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& 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 transcrição da indução da MT e as mudanças na sua 

localização, nuclear e citoplasmática, durante a proliferação e diferenciação 

celular, sugere que níveis alterados de MT podem ser esperados em qualquer 

situação onde há crescimento celular anormal, como no câncer, mas a razão para 

esse fato ainda não foi esclarecida. O padrão de marcação da MT em tumores 

humanos, não depende apenas do crescimento tumoral, e pode ser influenciado 

por vários fatores como o tipo de tumor, a origem celular, o tipo histológico, a 

razão entre a proliferação morfológica heterogênea e o grau de diferenciação, e 

ao estágio do tumor. Além do mais, a presença de subpopulações de 

microrregiões de células heterogêneas com grau de crescimento e propriedades 

funcionais variáveis dentro do tumor, tornam difícil o estudo da expressão da MT 

(CHERIAN et al, 2003).

DEMACHKI e BACCHI (1998) relatam uma série de fatores endógenos e 

exógenos indutores da síntese da metalotioneína in vitro ou in vivo (por exemplo 

íons de metais pesados, hormônios, fatores de crescimento, agentes inflamatórios 

e citocinas, promotores tumorais e oncogenes, vitaminas, antibióticos e fatores 

ligados ao estresse), alguns deles, como o interferon e a dexametasona, 

utilizados em certos protocolos terapêuticos oncológicos. Tal fato desperta mais 

uma preocupação, pois o aumento dos níveis celulares de MT, se comprovada 

sua participação no desenvolvimento de resistência a oncoterapia, poderia 

comprometer a eficácia do tratamento, e, por conseguinte, o prognóstico.

SCHMIDT e HAMER (1986) mostraram diferenças na indução das 

isoformas do tipo MT-I segundo a origem embriológica da célula. Estimuladas por 

administração de cádmio, linhagens celulares de origem ectodérmica (células 

cultivadas de carcinoma mamário) e da mesoderme intermediária (células renais 

e de carcinoma cervical) ou lateral (células de linfoma) respondiam com 

superexpressão da isoforma MT-lf; em células de origem endodérmica (células 

hepáticas normais ou neoplásicas, de carcinoma da bexiga ou colônico) e da 

mesoderme paraxial (fibroblastos, células de osteosarcoma, e de 

carcinossarcoma mamário) a resposta acontecia por indução da isoforma MT-le, 
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enquanto MT-I/7 permanecia silenciosa. Controle epigenético, através de metilação 

do DNA poderia ser o responsável por essa expressão diferencial (JAHROUDI et 

al., 1990). O tipo MT-II era sempre aumentado mediante a indução pelo cádmio, 

sem diferenças entre as linhagens.

JASANI e SCHMID (1997) discutiram o significado da superexpressão da 

MT em tumores humanos, avaliando a literatura direcionada à influência 

prognostica e discutindo estes achados com o estudo SCHMIDT e HAMER 

(1986). Segundo aqueles autores, neoplasias malignas em que a superexpressão 

de MT relaciona-se a um pior prognóstico seriam aquelas derivadas de linhagens 

celulares ectodérmicas ou da mesoderme intermediária ou lateral (indução de 

isoformas MT-lf e MT-II); em tumores derivados da endoderme ou da mesoderme 

paraxial o aumento da expressão da proteína (isoformas MT-/e e MT-II) estaria 

relacionado a melhor prognóstico, justamente o oposto do caso anterior.

De fato, pesquisas sobre o grupo de tumores melhor estudado em relação 

à expressão da metalotioneína e sua influência prognostica, os carcinomas 

ductais mamários, mostram que a superexpressão da proteína está relacionada a 

piores índices de sobrevida (FRESNO et al., 1993; SCHMID et al., 1993; 

HAERSLEV et al., 1994; HAERSLEV et al., 1995; OYAMA et al., 1996; ZHANG et 

al., 2000). Da mesma forma, outros trabalhos têm demonstrado resultados 

compatíveis à hipótese 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 (ÕFNER et al., 1994; IOACHIM et al., 1999). 

Outros pesquisadores, porém, encontraram resultados contraditórios (OHSHIO et 

al., 1996; SIU et al., 1998; HISHIKAWA et al., 1999). É importante ressaltar o fato 

de que nem todos estes estudos foram realizados com adequada abordagem 

estatística 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 superexpressão total de MT é devida as 

isoformas MT-lfe MT-II. Em seqüência, a hipótese de JASANI e SCHMID (1997) 

implicaria em um pior prognóstico para as lesões que superexpressarem a 

proteína.
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SUNDELIN et al. (1997) demonstraram a presença de metalotioneína em 

fragmentos de mucosa normal e de carcinoma epidermóide bucais. Todas as 

amostras de tecido normal mostraram positividade limitada às camadas de células 

basais e parabasais. Cerca de 90% (22 de 24 amostras) dos tumores também 

foram positivos para a marcação da proteína, mas esta agora se localizava na 

periferia das pérolas córneas em tumores bem diferenciados; os autores 

relataram também que havia evidência de invasão pioneira pelas células 

positivas. Baseados nos achados de que a metalotioneína restringe-se a células 

não-apoptóticas (aquelas das camadas basal e parabasal) e na afirmação de que 

a proteína poderia inibir a via de transdução de sinais apoptóticos relacionada ao 

NF-kB (via do TNF), os autores sugeriram que a proteína protegeria as células 

das camadas basais e parabasais normais e periféricas tumorais contra sinais 

apoptóticos, o que não aconteceria com as células das camadas superiores 

normais e centrais tumorais, as quais não expressam a proteína.

Recente estudo de MURAMATSU et al. (2000) confirmou alguns achados 

de SUNDELIN et al. (1997), tais como a marcação em mucosa normal limitada às 

camadas basais e parabasais do epitélio (acrescentando que usualmente a 

marcação limitava-se ao núcleo) e às células periféricas não queratinizadas das 

pérolas de queratina em tumores bem diferenciados. Nas lesões que se 

apresentavam pouco diferenciadas, houve expressão focal da proteína, 

particularmente nas áreas mais invasivas. Descrição interessante para a 

marcação nas neoplasias foi denominada, “em mosaico”, nome devido à variação 

na reatividade (intensidade de coloração) de negativa a intensa em uma mesma 

área do tumor, havendo também marcação citoplasmática isolada e ou 

combinada à nuclear. Ainda nesse estudo, os autores pesquisaram a expressão 

da metalotioneína nos casos tratados e não-tratados por quimioterapia e em 

tumores bem ou pobremente diferenciados a histopatologia, não encontrando 

qualquer diferença estatisticamente significante entre os grupos.

LOACHIM et al. (1999) estudaram CEC de laringe encontraram 

positividade para a expressão de MT tanto nos casos in situ como nos casos 

infiltrativos concluindo que a MT deva ter um papel no desenvolvimento da 

doença maligna na laringe já na fase inicial da carcinogênese.
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CARDOSO et al (2002) avaliaram retrospectivamente a expressão imuno- 

histoquímica da metalotioneína em 60 casos de carcinomas epidermóides bucais, 

observando, por testes estatísticos uni e multivariados de análise de sobrevida, 

que a superexpressão da MT nestas neoplasias estava associada a pior 

prognóstico para os pacientes.

SUGITA et al. (2001) usaram a expressão da MT em pacientes com 

melanoma como indicador de prognóstico observou o maior numero de reações 

positivas ocorreram nas neoplasias de nível IV e V.

MURAMATSU et al. (2000) encontraram marcação positiva de MT em 

todos tumores de carcinoma epidermóide da região oral e faringeal examinados, 

com grande variação na distribuição e na intensidade de marcação.

ROSSEN et al (1997) tem observado que 92% dos casos de carcinoma 

baso celular apresentam uma diminuição ou ausência de imunorreatividade para 

MT. KOBAYASHI et al. (1994) demonstraram experimentalmente que havia 

indução de MT em animais para proteger o tecido e as células contra a radiação 

UV in vitro e in vivo. REEVE et al. (2000) também demonstraram que a exposição 

a radiação UVB induzia a uma forte expressão da MT epidermal em 

camundongos normais. Houve aumento da resistência da pele a UVB, devido às 

atividades da MT induzida em camundongos pelo tratamento com Cd2+ . 

(HANADA et al., 1998a, 1998b, 2000).

Por fim, CHERIAN et al. (2003), consideraram importante a aparente 

ausência de dados sobre a expressão da metalotioneína em vários tumores. 

Afirmaram ainda que a expressão da MT em relação ao tipo celular, ao fenótipo e 

à resistência a drogas desses tumores também permanece por ser esclarecida. 

Propõem que seriam interessantes estudos para a definição do papel da MT na 

progressão tumoral e metástase, bem como na definição do tipo celular e no 

estadiamento de tumores que podem ou não expressar a proteína.

Vale ressaltar, que não há ausência de dados significativos na literatura 

mundial objetivando observar a expressão da MT em cânceres associados à 

radiação actínica. Tão pouco conseguimos identificar estudos considerando as 

fases pré-malignas da transformação neoplásicas dos tecidos submetidos ao 

mesmo tipo de agressão.
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2.3 - Oxido Nítrico

O óxido nítrico (NO) é uma molécula gasosa simples, habitualmente 

encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente tóxica devido 

à presença de radical livre (elétron extra) que a torna um agente químico 

altamente reativo. Quando diluído, o NÓ tem uma meia vida de menos de 10 

segundos devido à sua rápida oxidação a nitrito e nitrato. A síntese e formação do 

óxido nítrico apresenta a reação química em que a L-arginina é transformada em 

um intermediário, a NG-hidroxi-L-arginina com a presença de nicotinamida- 

adeninadinucleotídeo-fostato-hidrogênio (NADPH) e Ca2+ sendo necessário mais 

NADPH e O2 para a formação de L-citrulina e NO (FLORA FILHO & 

ZILBERSTEIN, 2000).

Muitas células são capazes de sintetizar o NO através de hemeproteínas 

da família citocromo P450-like, chamadas de NO sintases (NOS). As NOS são 

dependentes de O2, NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade. 

Até o momento, foram isoladas e clonadas três isoenzimas, sendo duas 

constitutivas em determinadas células e uma induzível, recebendo as siglas cNOS 

e iNOS, respectivamente. Todas três isoenzimas são semelhantes 

estruturalmente, porém reguladas de modo diverso e induzidas a partir de genes 

localizados nos cromossomos 7 (isoforma I), 12 (isoforma II) e 17 (isoforma III) 

(NGUYENT, et al. 1992).

A cNOS ou Isoforma I (155 kDa) está presente no cérebro, pode ser 

chamada também de bNOS (brain NO synthase) ou nNOS (neuronal NO 

synthase). A eNOS ou Isoforma III (140 kDa) é expressa constitutivamente nas 

células endoteliais podendo também ser chamada cNOS ou EC-NOS (endothelial 

constitutive NO synthase). Essas são de baixo débito, estando envolvidas em 

processos homeostáticos como neurotransmissão, peristaltismo, controle imediato 

da pressão arterial (BRUCH-GERHARZ et al. 1998, LEE et al. 2003).

A iNOS ou Isoforma II não é expressa constitutivamente, ou seja, não está 

presente de modo habitual, sendo induzida nos macrófagos e outras células em 

resposta a estresse grave, lipopolissacárides bacterianos e/ou citocinas (STUEHR 

et al, 1991). Esta isoenzima também pode ser chamada de macNOS 

(macrophage NO synthase), é uma enzima cálcio independente de peso 
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molecular de 130 kDa. Vários autores consideram que qualquer célula do 

organismo tem a capacidade de produzir iNOS sob estímulos apropriados. Uma 

vez induzida, a iNOS é capaz de produzir NO por longo tempo, e isso está 

relacionado com o envolvimento em vários processos patológicos. Assim, o alto 

nível de NO produzido por macrófagos ou por neutrófilos ou outras células 

ativadas, que deveria ser tóxico para micróbios, parasitas ou células tumorais, 

pode também lesar células saudáveis vizinhas, sendo este mecanismo 

responsável pela maioria de processos inflamatórios e autoimunes (BRUCH- 

GERHARZ et al. 1998, LEE et al. 2003).

A iNOS está envolvida na proliferação celular, a expressão do iNOS em 

células tumorais do cérebro depende do seu potencial de proliferação tumoral 

(KATO et al, 2003), no crescimento celular e no controle do ciclo celular. O papel 

da iNOS ou NO no câncer é multidimensional, e pode ser tanto um promotor 

quanto um inibidor tumoral. O NO pode agir da seguinte maneira: quando 

produzido em altas concentrações teria atividade anti-tumoral (mediador da 

apoptose) e em baixas concentrações por um longo período de tempo promovería 

o crescimento tumoral (promoção da angiogênese) (JENKIS et al, 1995). A 

presença do iNOS e a geração de NO durante a PDT (terapia foto-dinâmica que 

consiste no tratamento de tecidos tumorais com luz visível, resultando numa 

cascata de eventos oxidativos que levam a morte celular) sugere que o NO está 

envolvido na mediação da apoptose (ALI, 2003). YOUNG-JIM et al, (2002) 

também relacionam o envolvimento do NO na apoptose. Já foi demonstrado que 

durante a inflamação crônica, a exposição prolongada do meio ao NO pode iniciar 

e aumentar a carcinogênese no homem (WINK et al., 1998). Achados 

confirmados por LEE et al, (2003) que observaram um aumento na expressão do 

iNOS associado a promoção do carcinoma do pulmão.

JENKINS, et al. (1995) demonstraram que raios UVA e UVB da radiação 

solar levam a uma superexpressão do mRNA de iNOS. O papel do NO também é 

importante na carcinogênese pois é um mediador na formação de nitrosaminas 

carcinogênicas, provoca danos ao DNA, leva a uma nova vascularização, 

vasodilatação e ativação de metaloproteases (THOSEN & MILES. 1998). A 

expressão da iNOS tem sido associada à promoção de angiogênese em tumores 

e correlacionada com a produção de metástases (JENKINS et al, 1995).
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A angiogênese tumoral é essencial para o crescimento tumoral, 

aparentemente também tem papel importante na transição da hiperplasia a um 

crescimento invasivo ou em estágios mais avançados: na disseminação do tumor. 

O CBC e o CEC variam quanto as suas propriedades, embora ambos sejam 

invasivos o CBC não tem capacidade de metastatizar e o CEC possui esse 

potencial. CHIN et al, (2003) demonstraram que não houve diferenças entre os 

cânceres não-melanoma quanto a vascularização do estroma, no entanto foram 

encontrados vasos na massa tumoral do CEC e nenhum na massa tumoral do 

CBC, Sugerindo que a angiogênese no estroma está relacionada ao 

comportamento invasivo, enquanto o potencial para metástase está relacionado a 

presença de microvasos na massa de células tumorais (CHIN et al., 2003).

A angiogênese é um pré-requisito para a progressão tumoral, e esta 

relacionada à produção de metástase, a angiogênese no CBC foi demonstrada 

em humanos in vivo, e essa manifestação pode ser devido aos danos provocados 

pela exposição da pele aos raios UVB, foi comprovado que o CBC possui uma 

massa vascular maior que a queratose actínica que possui natureza não invasiva 

(NEWELL et al, 2003), Outros achados demonstraram que a massa vascular da 

queratose actínica e do CEC inicial é igual à da pele normal; já no CEC mais 

diferenciado essa massa vascular apresenta-se aumentada, demonstrando uma 

maior angiogênese (STRIETH et al, 2000). Tem sido mostrado experimentalmente 

que a exposição crônica a radiação UVB induz a angiogênese na pele de 

camundongos (YANO et al, 2002).

VURAL et al. (2001) não encontraram diferença significativa dos níveis de 

NO em plasma sanguíneo entre queratose actínica e controles ou entre queratose 

actínica e CBC; mas os níveis de NO no plasma de pacientes com CBC foram 

significativamente maiores em comparação aos casos controle.

O NO está relacionado à patogenia da hiperproliferação celular, na 

inflamação e na mediação imune de doenças na pele e também no câncer de 

pele. A duração e a intensidade de produção do NO é que determina a sua ação, 

que pode ser um sinalizador molecular ou uma molécula com propriedades 

citotóxicas e imunorregulatórias. A produção primária do NO está associada a 

regulação do tônus vascular e proteção tecidual. No entanto o excesso de NO, 

por longo período, leva a célula a providenciar resposta protetora, o que 
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geralmente está associada com a doença. O NO pode formar pontes covalentes 

com moléculas alvo: quelantes de metais, como várias metaloproteínas, ativando 

ou inativando essas enzimas ou proteínas, o que afetaria diferentes tipos de 

respostas celulares (BRUCH-GERHARZ et al. 1998). O NO pode gerar mutações 

no gene da p53, conseqüentemente neoplasias com células iNOS positiva, 

apresentam expressão de proteína mutante da p53 (KATO, 2003).

Uma produção elevada de NO leva a uma citotoxicidade, essa toxicidade 

do NO é devido o resultado da reação do NO com o radical livre superóxido (O2), 

produzindo um poderoso oxidante, o peroxinitrato (ONOO'). O que o torna 

particularmente tóxico é a sua notável estabilidade como ânion em pH alcalino, ao 

contrário do NO que é altamente instável. (BECKMANS & KOPPENOL., 1996). O 

NO pode danificar diretamente o DNA pela desaminação de bases purinas e 

pirimidinas, resultando em mutações e quebra das fitas do DNA. (NGUYENT et al. 

1992).

Nem todas as células são igualmente susceptíveis aos efeitos tóxicos do 

NO, e pouco se sabe sobre os meios de defesa contra 0 NO e seus metabólicos 

tóxicos, tanto nas células produtoras quanto nas células alvos de sua ação. Uma 

hipótese seria que uma superexpressão de MT reduziría a sensibilidade da célula 

quanto aos danos provocados pela produção de NO (SCHWARZ et al., 1995). O 

NO aeróbico pode nitrozilar os grupos tióis da MT in vitro (KRÔNCKE et al., 1994) 

e a ligação da MT com o cádmio é liberada pela exposição ao NO in vitro (MISRA 

et al. 1996) Essas observações implicam que o NO age como quelante de metais 

dos grupos sulfidrilas da MT, assim permitindo a liberação do zinco ou cádmio da 

MT, esses metais livres estimulariam a expressão do gene da MT, levando assim 

a um maior nível de MT induzida (KATAKAI et al. 2001, SPAHL et al, 2003). Outro 

mecanismo de liberação do metal pelo NO seria pela destruição de ligações entre 

o zinco e os grupos tióis (ARAVINDA et al. 1999).

A iNOS deve ter um papel na carcinogênese pois no tumor é derivada das 

células tumorais, e não dos macrófagos, como demonstrado em carcinomas de 

tiróide em estudos de CHOE et al. (2003).

LEE et al., (2003), demonstraram por análises de western blot e exames de 

imuno-histoquímica, que a expressão de iNOS é significativamente maior em 

tecidos tumorais do pulmão quando comparados a tecidos não-tumorais, assim
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como um aumento da atividade do NO, observado por um significante aumento da 

concentração de nitrito. MARROGI et al (2000) também estudando tipos de 

câncer do pulmão observou um nível alto de iNOS em células do carcinoma de 

pulmão e no adenocarcinoma, mas não no câncer de células escamosas (CEC).

BRENNAN et al. (2000), estudando imunohistoquimicamente a expressão 

de NOS II e NOS III em 48 casos de CBC de cabeça e pescoço, demonstraram 

que ambas enzimas estavam com a expressão reduzida quando comparados à 

pele normal, e que a produção de NO também estava reduzida no tumor, esse 

mecanismo ainda não foi esclarecido, mas pode ser uma explicação ao fato desse 

tipo de tumor raramente metastatizar.

Complementando o estudo, KAGOURA et al, (2001) estudaram a 

expressão de NOS II em câncer de pele, encontrando apenas um caso de CBC 

positivo para NOS II dos 16 casos estudados, enquanto que para o CEC: 12 dos 

16 casos observados foram positivos, concluindo que a expressão do NOS II deve 

refletir a proliferação das células tumorais e que a heterogeneidade na 

distribuição da NOS II entre os cânceres de pele deve correlacionar com a 

variedade natural dos comportamentos biológicos das células tumorais.
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CAPÍTULO I: 

EXPRESSÃO DA METALOTIONEÍNA 

EM NEOPLASIAS CUTÂNEAS 

ASSOCIADAS À IRRADIAÇÃO 

ACTÍNICA
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RESUMO

O carcinoma basoceíular (CBC) e o carcinoma espinocelular cutâneo 

(CEC) são os cânceres de pele mais freqüentes na população brasileira. Têm sua 

patogenia vinculada aos efeitos genotóxicos e mutagênicos da exposição à 

irradiação actínica, em especial aos raios ultravioletas na faixa 290 a 320 nm de 

comprimento de onda. As metalotioneínas (MT) são proteínas de baixo peso 

molecular com alta afinidade para metais pesados, cuja função intracelular está 

associada a detoxificação de metais pesados e radicais livres. Sua ação protetora 

à agressão actínica tem sido mostrada recentemente em modelos experimentais. 

Por outro lado, sua sobreexpressão em diferentes tipos de tumores tem sido 

associada a maior agressividade e pior prognóstico. A proposta deste estudo foi 

avaliar a expressão de MT em neoplasias cutâneas associadas à irradiação 

actínica. Foram utilizados para este fim 18 casos de CBC, cinco casos de CEC e 

seis fragmentos de pele normal não agredida. Para esta análise, empregamos a 

técnica da streptavidina-biotina-peroxidase e o anticorpo primário anti-MT. Os 

resultados obtidos mostraram que na pele normal, a marcação foi situada na 

camada basal do epitélio. Esta marcação estendeu-se as camadas suprabasais 

nos epitélios das peles normais agredidas pela luz solar, próximas 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 

expressão, comparados a 8 casos de CBC (44%). No entanto, 80% dos casos de 

CEC (4/5) apresentaram forte marcação, contrapondo-se a 22% de CBC com o 

mesmo padrão de marcação (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 

expressão de MT é mais significativamente associada ao CEC, sugerindo uma 

associação 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 câncer 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 metais 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 câncer 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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INTRODUÇÃO

O câncer de pele tem sua patogenia vinculada a exposição crônica da pele 

a irradiação actínica. Os três tipos de câncer mais frequentemente associados à 

exposição solar são o carcinoma basocelular, o carcinoma espinocelular 

(definidos como câncer de pele não melanoma) e o melanoma maligno 6.

O câncer de pele não melanoma é o tipo de câncer mais freqüente na 

população brasileira. Segundo as estimativas sobre incidência e mortalidade por 

câncer do Instituto Nacional de Câncer (INCA), dos 402.190 novos casos 

previstos para o ano de 2003, o câncer de pele não melanoma será responsável 

pelo diagnóstico de 82.155 novos casos.

A radiação ultravioleta B (UVB), de comprimento de onda de 290 a 320nm, 

tem ação fotocarcinogênica direta. Atua como potente indutora e promotora de 

carcinogênese em camundongo, levando à alteração estrutural no DNA humano, 

tanto in vitro quanto in vivo. Provoca alterações mutagênicas pela formação de 

dímeros de timina as quais estão implicadas no desenvolvimento de tumores, em 
conjunção com falhas nos mecanismos de reparo do DNA 17.

O carcinoma basocelular (CBC) é um tumor epitelial maligno que se origina 

dos queratinócitos células basais da epiderme e seus apêndices. Possui 

malignidade local, podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive ossos. 

Seus componentes celulares se assemelham às células indiferenciadas e 

imaturas do estrato basal. Ocorre basicamente na face, usualmente como lesões 

únicas. Aproximadamente 40% dos pacientes que tiveram CBC terão um ou mais 

casos dentro de 10 anos 13.

O carcinoma espinocelular cutâneo (CEC) é uma proliferação maligna do 

queratinócito da epiderme, constituído por células epidermóides atípicas, cuja 

microarquitetura lembra aspectos da epiderme 16 O CEC pode se originar ”de 

novo” ou a partir de uma lesão precursora como a queratose actínica. Embora o 

CEC seja menos comum que o CBC, a relação entre exposição solar e neoplasia 

é mais direta no CEC que no CBC 30. Os dois tipos de tumores não-melanoma, 
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CBC e CEC podem ser invasivos, tendo o CEC maior potencial para emitir 

metástase 13.

A metalotioneína (MT), proteína descrita na década de 50, tem sido 

estudada por suas propriedades associadas a detoxificação de substâncias 

genotóxicas (metais pesados e espécies reativas do oxigênio), à estocagem e 

regulação dos níveis celulares de zinco e por uma provável função de inibição da 

apoptose 19’26. Caracterizam-se pelo baixo peso molecular (6 KD a 7 KD), sendo 

constituídas nos mamíferos por 61 ou 62 resíduos de aminoácidos, com presença 

marcante de cisteína (23% a 33%) e ausência de aminoácidos aromáticos e 

hidrofóbicos. Possuem também alto conteúdo de metais pesados (4 a 12 átomos 

por mol), ligados covalentemente a apoproteína pelos grupos sulfúricos (tióis) dos 

resíduos de cisteína.

Em função dessas propriedades, a metalotioneína tem sido alvo de estudo 

em oncologia, dadas as suas funções biológicas diversas e sua possível 

correlação com a carcinogênese, quando teria um papel protetor8’28'51, e com o 

prognóstico em câncer humano, em que a superexpressão da proteína tem sido
. , ._____ o onroccix/nc 1-3-7-11-12-15-18-23-24-25-27-31-33-35-36-37-39-associada a comportamentos mais agressivos

40-42-44-47-51

Nas neoplasias malignas derivadas de linhagens celulares ectodérmicas, 

da mesoderme intermediária e lateral, a superexpressão de MT relaciona-se a um 

pior prognóstico; em tumores derivados da endoderme ou da mesoderme paraxial 

o aumento da expressão da proteína estaria relacionado a melhor prognóstico 25.

Poucos trabalhos têm procurado estudar o papel da MT em modelos de 

agressão actínica, seu papel na carcinogênese actínica e o significado de sua 

expressão tumoral. Recentes estudos in vivo e in vitro têm mostrado que a 

presença de MT induzida pelo Cd2+ aumenta a resistência à irradiação actínica, 

pela observação da diminuição de células apoptóticas e de células marcadoras da 

agressão solar (sunburn cells) ' . Todavia, pouco se conhece sobre sua

expressão em cânceres associados à irradiação actínica 39.

Desta forma, o objetivo desse trabalho é estudar a expressão imuno- 

histoquímica da MT em CBC e CEC e comparar os dados obtidos com a análise 

da imuno-histoquímica em fragmentos de pele normal.
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MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados para esta pesquisa, 18 casos de CBC sólido e cinco casos 

de CEC, obtidos através de biópsias excisionais indicadas para diagnóstico das 

lesões, e seis fragmentos de pele normal não expostas à irradiação solar, obtidos 

por meio de cirurgias plásticas de redução de abdômen. Todo material foi 

coletado com autorização prévia dos pacientes, por meio da assinatura de termo 

de consentimento livre e esclarecido. Para a evidenciação imuno-histoquímica da 

MT foi utilizada a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase. Foram obtidos 

cortes histológicos de três micrômetros de espessura a partir de fragmentos 

teciduais das lesões, fixados em formalina e incluídos em parafina, montados em 

lâminas de vidro, previamente recobertas com organosilano (3- 

aminopropyltriethoxy-silano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Os cortes 

foram desparafinados em duas passagens por soluções de xilol, realizadas à 

temperatura ambiente e à 37°C por 20 e 30 minutos, respectivamente. Os cortes 

histológicos foram hidratados em cadeia descendente de etanol (100%, 90% e 

70%) e submetidos à solução de hidróxido de amônia a 10% em etanol, para 

remoção do pigmento formólico. Após uma lavagem rápida em banhos de água 

destilada, os cortes foram submetidos a tratamento com tampão EDTA 

(EthyleneDiamine Tetraacetic Acid), 1 M, em ambiente de microondas, à potência 

máxima, em três ciclos de cinco minutos cada, com dois minutos de descanso à 

temperatura ambiente entre cada ciclo, para recuperação dos epítopos 

antigênicos pesquisados.
Após resfriamento, alcançando o equilíbrio térmico com o ambiente, os 

cortes foram lavados em água destilada e submetidos ao bloqueio de peroxidase 

endógena. Previamente à incubação do anticorpo primário, os cortes foram 

imersos por 10 minutos em solução bloqueadora de biotina endógena (Dako, 

Carpinteria, CA, USA). Em seguida, foram lavados em água corrente por 5 

minutos e incubados com o anticorpo monoclonal anti-MT (Clone E9, Dako, 

Carpinteria, CA, USA) em diluição de 1:300, por 18 horas. Seguindo-se a lavagem 

com tampão PBS, os cortes foram incubados com anticorpo secundário biotinilado 
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(kit StrAviGen© MultiLink para fosfatase alcalina, Biogenex, San Ramon, CA, 

USA) na diluição de trabalho de 1:800 e o complexo estreptavidina-biotina (Dako, 

Carpinteria, CA, USA), em diluição de 1:300, ambos em câmara úmida, por 30 

minutos. Entre essas etapas, os cortes foram lavados por solução de tampão 

PBS, pH 7,4, em três banhos de 10 minutos.

A revelação da reação foi desenvolvida a partir de solução cromógena 

contendo 12 mg de diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 

diluída em 120 ml de tampão PBS, passada em filtro duplo. Após a filtragem, 

adicionou-se 1,2 ml de peróxido de hidrogênio a 10 volumes, incubando-se os 

cortes nessa solução durante três minutos. Em seqüência, os cortes foram 

lavados em água corrente, por cinco minutos e então, contra-corados pela 

hematoxilina de Mayer, por 3 minutos. Seguiu-se desidratação em cadeia 

ascendente de etanol (70%, 90% e três vezes a 100%), diafanizados em três 

banhos de xilol, sendo as lâminas montadas ao final do procedimento com 

lamínulas de vidro e Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Foram utilizados controles positivos, empregando-se fragmentos de 

carcinomas lobular e ductal de glândulas mamárias de mulheres, conhecidamente 

positivos para MT. O controle negativo foi obtido a partir de omissão do anticorpo 

primário.
Para a análise da imuno-marcação da MT nas massas tumorais, todos os 

cortes foram examinados com aumento de 42x (aumento original). Em cada 

lâmina foram considerados 50% dos campos, incluídos de forma aleatória. O 

procedimento consistiu da verificação da percentagem de área tumoral corada 

pela marcação com MT 5. Para esse fim, foi utilizado um “software” para análise 

de imagens (HL-lmage++97l, Western Vision - Flash Bus MV Lite, Plus, Pro, 

USA), produzidas por microscopia de luz visível (Olimpus BH2, Japan) e 

capturadas por câmera de vídeo (Sony, CCD IRIS, Japan), utilizando o recurso 

“Image Threshollding”4'10-

Estabeleceu-se um índice semi-quantitativo de intensidade e quantitativo 

de percentual de marcação tumoral, a partir dos quais formulou-se um índice 

semi-quantitativo de intensidade e distribuição da marcação (ID). Foram 

considerados para o índice semi-quantitativo os parâmetros de intensidade de 

marcação fraca, moderada e forte, baseados no padrão de marcação identificado 
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na pele normal considerado como moderado. Assim, para a obtenção do ID, a 

marcação fraca teve o seu percentual de área corada multiplicada por um, a 

marcação moderada teve seu valor multiplicado por dois, e aquela considerada 

forte teve o valor da área marcada multiplicada por três. No final, obteve-se uma 

escala de ID cujo valor máximo foi três. Casos nos quais o ID foi menor ou igual a 

0,3 foram considerados negativos; aqueles que alcançaram ID maior que 0,3 e 

menor que 1 foram considerados de expressão FRACA da MT, e aqueles com 

índice maior ou igual a 1 foram considerados de expressão FORTE 12'33. As 

médias de cada grupo foram comparadas levando-se em conta o índice ID, e 

também considerando apenas a área de marcação, desconsiderando a 

intensidade encontrada. A área de marcação no epitélio da pele não exposta foi 

comparado com o epitélio adjacente a área tumoral, para a comparação entre os 

epitélios sortearam-se quatro laminas de PN e quatro laminas de câncer não 

melanoma. Em cada caso foram avaliados cinco campos também sorteados 

procuramos assim identificar se houve diferença de marcação entre a pele 

exposta (PE) e não exposta, considerada pele normal (PN).

As comparações entre as médias do índice de marcação, e entre as 

médias do percentual da área imunopositiva para MT foram feitas pelo teste t de 

Student, para as medidas que apresentaram normalidade, considerando o 

intervalo de confiança de 95%. Foram considerados significativos estatisticamente 

os valores de p < 0,05. Todas as análises foram feitas no programa PROPHET, 

versão 2.0.

RESULTADOS

Pôde-se notar marcação da MT em toda camada basal da epiderme nos 

fragmentos de PN e nos casos de PE. Nas PE, todavia, a marcação também foi 

visualizada em camadas parabasais. Além disto, identificamos marcação celular 

na periferia do folículo sebáceo, nos folículos pilosos, em duetos sudoríparos, na 

periferia das glândulas sebáceas, coincidente com células mioepiteliais, nos 

músculos elevadores do pelo e em fibroblastos do estroma (Figura 1).
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Figura 1. Imunolocalização da MT nas estruturas de pele: A) células mioepiteliais 

que circundam as glândulas sebáceas; B) fibroblastos estromais; C) duetos 

sudoríparos; (Streptavidina-biotína-peroxidase; 20 x, aumento original), D) folículo 

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

A expressão da MT, nos casos de câncer, foi encontrada tanto no núcleo quanto 

no citoplasma, mostrando heterogeneidade de sua localização no tumor e nas 

células do estroma. Em geral, predominou o padrão em mosaico (Figura 2) 

refletindo desde ausência até forte expressão em um mesmo tumor. Nenhuma 

marcação foi encontrada nos casos usados para controle negativo.

47



Figura 2. Imunolocalização 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 os tumores, uma 

heterogeneidade de imunomarcação para MT, refletindo o padrão em mosaico

Observou-se que 33% (6/18 casos) dos CBC sólidos foram negativos para 

MT e nenhum caso de CEC foi negativo para a expressão da MT. Quarenta e 

quatro por cento (8/18 casos) dos CBC apresentaram expressão FRACA para 

MT, enquanto apenas 20% dos CEC (1/5) tiveram esse padrão de marcação. Os 

casos de expressão FORTE representaram 22% (4/18) dos CBC e 80% (4/5) dos 

CEC.

Analisando estatisticamente a expressão da MT a partir dos valores obtidos 

com o índice ID em CBC sólido e CEC, constatamos que a marcação 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 área de marcação (D), pôde-se observar 

que a expressão da metalotioneína continuava sendo significativamente maior 

nos casos de CEC (p < 0,05). A média percentual de marcação 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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O teste t demonstrou que a expressão 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).

Figura 5. Expressão da 
em pele normal (PN) que foi sígní 

a i

Metalotioneína a partir dos percentuais de marcação (D) 

- • ianificativamente diferente daquela encontrada para 

pele normal exposta (PE) (P "

DISCUSSÃO

marcação característica tanto na pele agredida
Neste estudo observou nuanto na pele não exposta normal

• 'ma a neoplasia "
Pela radiação solar próxima da basal da epiderme, na periferia

r^m om touca Uailia
(PN). As marcações ocorre células dos duetos sudoríparos da

folículos pilosos,
do folículo sebáceo, nos iui cjrcundam as glândulas, nos músculos
derme, nas células mioepitel,ais 39-43 A djferença foi que, na pele

hlastos do esuuina
elevadores do pelo e em fibro significativo, na expressão da MT.

agredida, houve um discreto a ref|etindo, em algum grau, uma
3 de marcaçau

Admitimos que este padr fndcitos pela irradiação solar diretamente ou 

estimulação da MT nos a reposta inflamatória nestas áreas 38.

vinculado a mecanismos que nrprjação desde que não houve, nesta
r- ar\a melhor aprew
Esta hipótese merecería
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investigação, uma preocupação em avaliar nos casos ensaiados a resposta 

inflamatória quer qualitativa ou quantitativamente.

Tanto o aumento quanto a redução da MT já foram reportados em tumores 

humanos 32_34'39'47 Tanto em um como em outro caso, os mecanismos envolvidos 

~ não são muito bem entendidos. Todavia, a
nesta variaçao de expressão nau 
o ~ x .írio rociada ao aumento do metabolismo da célula
superexpressão tem sido associduo
. , t o ^liferacão celular, na ativação de oncogenes ou respostatumoral, aumento na proliteraçao uciuio ,

45 protetora para danos ao DNA •
. ría MT em tumores humanos, não depende apenas

O padrão de marcaçao da
. - o ser influenciado por vários fatores como o tipo de

do crescimento tumoral, e pode s
„ finn histolóqico, a razão entre a proliferação tumor, a origem celular, o tipo nisioioy

- o n nrau de diferenciação e o estagio do tumor. A morfologicamente heterogenea, o grau ae
, - e dp células heterogêneas com graus de crescimento e

presença de subpopulaçoes de
• fiáveis dentro do tumor, podería explicar o padrao em 

Propriedades funcionais variaveis uen 
mosaico usualmente relatado, também vemfica o em nossos casos, 

independentemente do tipo de nesse traba|ho, a maioria dos casos

Considerando o in ice jtjvídade para expressão de MT (33% de
de CBC 12 casos (67%) mostraram p

e CBC 12 casos (0 a expressa0 considerada fraca foi
casos negativos). No entan °’estes casos aos 6 negativos, verificamos que 14 
observada em oito. Somando es es^ g fraca Estes dados estão

casos (70%) apresentaram mar^sSEN ^997) que encontrou diminuição ou 

próximos daqueles obtidos por cgsos Essa baixa expressão de

ausência de imunorreatividade gQ comportamento mais brando desse

MT no CBC sólido pode estar re a^ fraçã0 de pro|jferação celular ou

tumor, refletindo, possivelmente, noma e conseqüentemente, o seu
mesmo uma menor integridade do

Prognóstico 2'30’40.

Todos os —

Análises estatísticas 

maior no CEC, em < 

localidades como por e- 
dados refletem aqueles encí 

celulares ectodérmicas, i-

analisados demonstraram superexpressão de MT. 

os casos de expressão da MT era significativamente
1 demonstraram expressão em carcinomas de outras

conformi a e K e ferjnge 34

(vempl°- esot g
. Dara as neoplasias originadas de linhagens 

-^ontracios r 14-41 Kl
relacionadas a um pior prognóstico . Nossos dados
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não nos permitem avançar na avaliação do significado prognostico da MT no 

CEC. Todavia estas lesões são, usualmente, mais agressivas que o CBC, 

explicando a diferença de expressão entre as duas lesões.

Neste sentido, tem sido discutido o papel da MT nos mecanismos de 

controle da proliferação celular. Sabe-se que a MT tem grande afinidade a metais, 

e dentre estes notavelmente o zinco, qué se liga aos resíduos de tiol (SH ) da 

molécula de MT Desta forma, a MT agiria como um reservatório intra-celular 

natural de Zn, participando na modulação da atividade funcional da proteína p53, 

■ .. . . o nrpcpnca daquele metal. Em consequência, quando
intimamente associada a presença m

qpnüestrar uma maior quantidade de Zn, o que 
superexpressa, a MT podería sequesuo

wmprional da proteína p53, gerando um fenótipo nulo, 
geraria uma alteração conformacionai w r

n rnntrole da proliferação celular dependente de 
mas não mutante. Neste caso, o _

■ cravando possível deficiência deste controle em
P53 poderia estar prejudicado, ag

nl-o encontra mutada. O resultado final seria 
outros clones celulares em que p „

- • occnriada a maior fraçao de proliferação celular no 
maior instabilidade genômica, associaaa a

. ocenriados a progressão tumoral e a sua 
tumor, mecanismos mtimamen e da MT pode também estar

agressividade ’2. Atem is . favorecendo a sobrevida da célula e sua 

relacionada à inibição da apop > 29
iifpracão celular tumoral .

incorporação na fração de pro erjr também que o aumento de marcação

Neste ponto, poderiamos s (próxima ao tumor) estaria refletindo

Para MT na pele normal expos a jnjcjajS jg carcinogênese cutânea pelo 

sua possível participação rias 
mecanismo dependente de p53, ja exposto
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CAPÍTULO II
ÓXIDO NÍTRICO SINTASE II £ 

ÓXIDO NÍTRICO EM NEOPLASIAS 

CUTÂNEAS ASSOCIADAS À 

IRRADIAÇÃO ACTÍNICA
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RESUMO

O carcinoma basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular (CEC), são os 

tipos mais comuns de câncer de pele. São tumores invasivos e têm sua patogenía 

relacionada à irradiação actínica. A enzima oxido nítrico sintase induzida (iNOS) é 

„ naia nroducão de óxido nítrico (NO), cuja induçãoa uma proteína responsável pela prouuçdu
. . a ovnnqicão solar. Sua expressão e conseqüentepode estar relacionada a expos ç

. .,m naDel na carcinogênese e progressão tumoral.produção de NO sugerem um papei iw »
prc sólido sete casos de CEC, e seis casos Nosso trabalho utilizou 18 casos de CBC sonao, ser

of.tdn da iNOS; e para o estudo da produção de NO de pele normal (PN) para estudo da iinuo, p 

f rfíC sólido, seis casos de CEC, e seis fragmentos
foram utilizados 16 casos de CBC so

, solar Avaliou-se a expressão da iNOS porde PN, não expostas a radiaçao soía .
’ p , se 0 NO pelos resíduos de mtrito e nitrato,

técnica de Western Blot, e os Jtados foram analisados estatisticamente 

obtidos pela reação de Griess^ f

segundo as médias dos va or a expressão de iN0S)

intervalo de confiança e quando comparado a expressão

significativamente menor em observamos resultado inverso, sendo a
encontrada a PN (p = 0,029). Para tumor que na pN (p = 0,025).

expressão de iNOS significativamen^^ observamos uma superexpressão da 

Quando comparamos CBC e CEC produçgo de NO, os valores encontrados 

'NOS em CEC (p = 0,0001)- QUa"*°ca^gs entre Os tumores estudados. Esses 

não apresentaram diferenças sl0n qperexpressa0 da iNOS estaria relacionada a 

dados nos levam a pensar que 3 ^ss(Ve|merite, os valores de NO nestas lesões 
tumores de pele mais ^de de iNOS.

não parecem estar vinculados
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ABSTRACT

Basal cell carcinoma (BCC) and squamous cell carcinoma (SCO) are the 

most frequent skin câncer 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 

, Vnnr expression and consequent NO production may
related to sun exposure. Your exp

tumor progression. We used eighteen BCC 
play a role in carcinogenesis an

w six normal skin (NS) to study iNOS expression, and 
cases, seven SCC cases and six norma

■ err rases and six NS fragments not exposed to sun light sixteen BCC cases, six SCC cases ai i
... iNOS expression was evaluated by Western Blot 

to study NO production. The iNOb P
tA/as dosed by nitrite and mtrate residues, 

technique, and the NO resuits were statistica.iy analyzed

obtained by using Griessva|ues by the S(udent test with 

according to the average Ng (p = Q

confidence mterval of 95/o. (p = 0 025) and BCC (p = 0.0001). NO
SCC iNOS expression was hig er^ djfference ín the tumors studied. The results 

production did not showed sigm ic assocjated with more aggressive skin

suggests that iNOS superexpressio wjth the iN0S actlvjty.

tumors. The NO production may no
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INTRODUÇÃO

O câncer de pele tem sua patogenia vinculada a exposição crônica da pele 

a radiação actínica. Os três tipos de câncer mais freqüentemente relacionados à 

exposição solar são o carcinoma basoceíular (CBC), o carcinoma espinocelular 
(CEC) - cânceres de pele não melanoma - e o melanoma maligno 2

O carcinoma basoceíular (CBC) é um tumor epitelial maligno que se origina 

. , uflrmp A seus apêndices, possui malignidade local,das células basais da epiderme e seus
, o ojiarpntes inclusive ossos. Seus componentes podendo invadir e destruir tecidos adjacentes,
, ninfas indiferenciadas e imaturas do estrato basal, celulares se assemelham as células inairer

^rarfprístico Ocorre basicamente na face, apresentando um estroma caracterisnc
, . 9

usualmente como lesões únicas ■
O carcinoma espinocelular cutâneo (CEC) é uma neopíasta maligna do 
0 . P „nstituído por células epidérmicas atípicas, cuja

queratinócíto da epiderme, c derme O CEC pode se originar "de
microarquitetura lembra aspectos a^ 

novo” ou de uma lesão precursora c potencia, para emitir metástase

ser invasivos, mas apenas o _ g relação entre exposição solar
9- Embora o CEC seja menos comum q

CECque no ÇdO 
e neoplasia é mais direta no menores moléculas no organismo,

. zmaj é uma das»
O óxido nítrico influenciar enzimas e proteínas, tanto

capaz de atravessar a rnem -mpOrtante neurotransmissor com capacidade 
no citossol quanto no núcleo. $ endócrinas, autócrinas e parácrinas.

Potencializadora, podendotambem^ presente na inflamação, nos mecanismos de 

A sua ação na imuno-regulaÇa° 6 q formaçao do óxido nítrico é realizada

autoimunidade e na apoptose. A sin° synthase _ NOS). A função do

Pela enzima - sintase do óxido m ri^ no entant0 uma superprodução

NO é a defesa do organismo contra angjogênese) um pré-requisito para o 

de NO estaria relacionado ao 
crescimento e a progressão tumoraconstitutivamente, sendo induzida

A iNOS ou isoforma II na0 e |ipopolissacárides bacterianos e/ou

..trás células p 
nos macrófagos e outras
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citocinas21. Esta isoenzima também pode ser chamada de macNOS (macrophage 

NO synthase). É uma enzima cálcio independente com peso molecular de 130 

kDa. Vários autores consideram que qualquer célula do organismo tem a 

capacidade de produzir iNOS sob estímulos apropriados. Uma vez induzida, a 

iNOS é capaz de produzir NO por longo tempo, e isso vem caracterizar seu 

, . c nrnrpssos patológicos. Assim, o alto nível de NO envolvimento em vários proce p 
produzido por macrófagos ou por neutrófilos ou outras células ativadas, que 

deveria ser tóxico para micróbios, parasitas ou células tumorais, pode também

■ ■ wMnhaq sendo este mecanismo responsável pela maioria
lesar células saudaveis vizinnas,

■ acde processos inflamatórios e autoimun .
A iNOS está envolvida na proliferação e cresamento celular e no 

. nkinq Charles e Thonsen demonstraram que raios 
controle do ciclo celular. Jen ’ „ . . .M~o

. _ ipvam a uma superexpressao do mRNA de iNOS. UVA e UVB da radiação solar levam a um \
O oaoel da iNOS/NO no câncer é muítidireconai, e pode ser tanto um 

p p 20 auanto um inibidor tumoral, mediando a
promotor promovendo a angiogenese q 
promotor, promu durante g jnflamaça0 cronica, a exposição
apoptose 1. Já foi demonstra M rarrinoaênese no homem23

H ode iniciar e aumentar a carcmogenese no nomem .
prolongada do meio ao devido a formação de nitrosaminas
O papel do NO na carcinogêr^ DNA_ jnduz g neovascu|arjzação

carcinogênicas, que provocam 2o 0 pape| da iNOS na

vasodilatação e ativaçao ef a| (2003) que demonstraram
carcinogênese é reforçado pelo e jvgda das células tumorais, e não dos

em carcinomas de tiróide que a

macrófagos. , estudar pela técnica de Western Blot, a
O objetivo desse trabalh de nitrit0 e njtrato (como prova da

expressão da iNOS, bem com reação de Griess, em CBC e CEC e
. determinada Peia

produção de NO), ae 
fragmentos de pele normal (P )

63



MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados para esta pesquisa, 18 casos de CBC sólido, sete casos 

de CEC, e seis casos de pele normal para estudo da INOS. Para o estudo da 

produção de NO, foram utilizados 16 casos de CBC sólido, seis casos de CEC, e 

seis fragmentos de pele normal (PN), nãó expostas à irradiação solar, obtido por 

meio de fragmentos de pele retirados do abdômen através de cirurgia plástica. Os 

casos de CBC e CEC foram obtidos através de biópsias excisionars de pacientes 

. riruraia para confirmação de diagnóstico e tratamento
com indicaçao previa de cirurgi p

. neanfímpnto livre e esclarecido do paciente, 
das lesões, apos o consentime

daq amostras dos tecidos foram homogeneizados 
Alínuotas (ore-pesadas; °

prn tampão de extração 6 contendo Hepes 40mM pH 7.7, 
por 3 minutos, em gelo, ern ramp

u ATD^mM DTT2 mM, benzamidina 1 mM, aprotimna 
EDTAIOmM EGTA 2 mM, Air o rn ,EDTA 10 mM, EC d0.se um homogeneizador (OMINUTOSUTOSI-
0.1 mM e PMSF 0.5 mM, utilizanu

MIXER, Waterbury, CT, USA) foram enfâ0 centrifugadas a 40,ooo x g

As amostras dos homog $ sobrenadante foi feita a precipitação de 

a 4°C (Hitachi row centrifUgação a 15000 x g a 4°C , e os

proteínas com TCA foram ressuspendidos em tampão da amostra
sedimentos obtidos do precipia . bromofenol blue 0,025%, e

« u « alicerol 1U/O> °
(Tris- HCI 62,5 mM P - - entração de 5pg/pl. A seguir, as amostras

+ nh numa cuii'-'551 n’ y
1Opl de 2-mercaptoetan j concentração de proteína total nas
r . 4 nn°r p estocadas a -zu.
foram fervidas Bradford (1976) tendo como padrão a
frações foi determinada pelo m Qpadante foi usado para dosagem de

bovina (BSA). 0 s

li eptídios foi feita usando o sistema descontínuo 
d0 perfil de po <P ° sjstema de placas de vidro descrito por

Laemmli & Favre & poliacrilamida (SDS-PAGE) foi feita em

de 11x 9* 0,06 cm’ uti,izando géis COm 9radiente

s°ro albumina 

oltrito/nitrato.

A análise 

descrito por l__
Studier (1973). A eletroforese 

Placas de vidro de dimensões 

de 5-16% .
As proteínas do 

e^etroforeticamente a 80mA 

uHlizando-se como tampão (~-

de poliacrilamida foram transferidas
9 5 horas, para membrana de nitrocelulose,

' transferência Tris- HCI 25mM, glicina 190mM ,
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metanol 20%, e a membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau 0,2% em 

ácido tricloroacético 3% por 5 minutos e lavada, em seguida, com águo

deionizada.
As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com solução de 

bloqueio (leite desnatado 5% e TBS-T) por 1 hora á temperatura ambiente. Em 

seguida, as membranas foram lavadas em TBS-T, três ciclos de 5 minutos e 

incubadas com o anticorpo primário para NOS I! (clone 54, BD Transduction 

Laboratories CA USA) em diluição de 1:2500 por 1 hora, à temperatura 

ambiente e sob agitação. As membranas foram lavadas em TBS-T, por 3 ciclos 

. anticorpo secundário anti-lgG camundongode 5 minutos cada e incubadas com anuuutp 
conjugados com peroxidase em diluição de 1:5000 por 1hora. A reatividade dos 

anticorpos foi detectada pelo sistema de quimiluminescência segundo o kit ECL

• ♦ /Amprsham-Pharmacia-Biotech Uppasola, Sweden): a
e protocolo do fabricante (Amers A q 1 -n

. solução de detecção (solução A e B 1:1) por
membrana foi incubada com s Ç .

rassete de revelaçao. O filme radiografico foi 
1 minuto e colocada dentro de u variando ontre 1 a 10

tempo de exposição variando entre 1 a 10 
colocado sobre a membrana solução reveladora

n filme foi então mergulhado em solução reveladora 
minutos em câmara escura. mergulhado em solução fixadora
(Kodak) por 1 minuto, lavado em nQ fí(me foram anaíisados e

(KodaK) por 1 minuto. As ban,ptjcas n0 prOgrama Image Máster 

Quantificadas quanto as suas en cjg Uppas0|a, Sweden) obtendo-

software, versão 2.0 (Amersh

assim o índice de densidade ótica ( _
. . e njtrat0 foj determinada pela reaçao de Gness, 

A concentração de nitrito e g 2,5%; N-(1-naphthyl)ethyl-

aCI'J°% em ácido fosfórico a 2,5% 12 Foram 

' fundo chato (Nunc-Maxsorp, Rochester, NY, 

,3a cada amostra em duplicata, com a subseqüente 
foi depositado 50pl reagente de Griess. a curva padrão de

detecção do nitrito e nitrato oom 1M g água miM. A leitura foi

nitrito foi feita usando solução est q absorbância a 540nm.

balizada em espectrof*metrOW de N0 em pM e de expressão da iNOS 

Os resultados de ProdUÇa° (|0D) foram convertidos a uma média e 

indicado pelo índice de densidade op ( de student para as

médias foram 
as comparações entre

sulfanilamida a 1% em 
enediaminutosutose (NEE^) 

utilizadas placas com 96 P°9° 

USA) onde
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^rmaiidade e homogeneidade, considerando o medidas que apresentaram norm
q(-0/ Foram considerados significativos estatisticamente intervalo de confiança de 95/0. rora

r.Kl análise estatítica foi conduzida utilizando o software valores em que p < 0,05. A ananse

PROPHET, versão 2.0.

RESULTADOS

Os valores obtidos com a dosagem de nitrito e nitrato, como prova da 

Produção de NO, foram bastante heterogêneos em todos os casos estudados, 

nrnducão de ambos os grupos foram bem Contudo, a média dos valores de proauçao ue
rFC e PN apresentaram média igual a 2,439 aproximada. Enquanto os casos de CEP e

PM de NO, com os seguintes desvio padrão: ± 3,00 para o CEC e ± 1,19 para a 

, os casos de CBC apresentaram média de 2,425 pM de NO ± 2,05; como 

mostra a Figura 1.

F,‘gura Concentrações de óxido

(CEC), carcinoma basocelulares

Jj nítrico (NO) em carcinomas espinocelulares 

(CBC) e pele normal (pN>-

não foi estatisticamente significativa; 
.ralnres obtidos» nw

A diferença entre os

c°mo mostra a Tabela T

66



Tabela 1. Valores estatísticos para o teste t e a significância (p) para a produção

de óxido nítrico em carcinoma espinocelular (CEC), carcinoma baso celular (CBC)

e Pele normal (PN). ____________________________

CASOS Pt

CBC/CEC

CBC/PN

0,012

0,015

0,9906

0,9883

CEC/PN
0,99990

~ rio iNOS foram avaliados os valores obtidos pela
Com relação a expressão da iNUb, roram

anór . . Antira (IOD) A média apresentada pelos casos
analise dos índices de densidade óptica ( )
de rsn < , 77 «n + 47 46 os casos de CEC apresentaram media
ue CBC sólido foi ioua a 77,80 + '+/, >boiioo roí igual (88,9%) apresentaram
'9Ual a 214 29 + 77 09. Dos 18 casos de CBC solido, 1 > r
lOn " nhtida com os seis casos de pele normal que foi
'°D menor que o valor da media obtida co flnrpcPnfAram
; 4 coenç de CEC, seis (85,7%) apresentaram
'9Ual a 126,62 + 31,45. Já dos sete ca 
lnd'ce maior que 126,62; como mostra a Figura 2

de densidade
de ótica (IOD) da enzima óxido nítrico 

b,9Ura 2. Valores dos índices de carcinomas basocelulares
S'nlase H (iNOS) em carcínomas espinocelula

Í^BC) e pe|e normal (PN)-
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Analisando estatisticamente os valores obtidos, observamos que houve 
d'ferença significativa entre os todos os casos. A expressão de iNOS no CEC foi 

Sl9nificativamente maior que na PN (p = 0,025); o mesmo ocorreu quando 

c°niparamos a relação CBC sólido e pele normal, onde a expressão de iNOS foi 

significativamente menor no CBC (p = 0,029) ou quando comparamos a relação 

CeC sólido e CEC, em que a expressão de iNOS foi significativamente menor no 

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

Tabela 2. Valores estatísticos para o teste t e a significância (p) para a expressão 

óxido nítrico sintase II em carcinomas espinocelulares (CEC), carcinomas

bas°celulares (CBC) e pele normal (PN).

CASOS

CBC/CEC

P

0,0001

t

5,404
***

2,336 0,029
CBC/PN

D,SCUSSÃO

, _Yjaênio têm sido envolvidos na carcmogenese. 
O NO e outros radicais o ~ não-melanoma ainda não foi

ntretanto, o papel do NO no “""T aumento da expressão de iNOS 
^ecid0. No p— estude..^str

a expressão de 
CEC e diminuição da expressão n diferenças significativas na

'NOS na pele normal. Entretanto nao encont

Pr°dUção do NO.
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LEE et al. (2003) demonstraram por análises de western blot e pela técnica 
irnuno-histoquímica, que a expressão de iNOS e a concentração de NO são 

significativamente maiores em tecidos tumorais do pulmão quando comparados a 

tecidos não-tumorais. MARROGI et al (2000) estudando tipos de câncer do

Pulmão também observaram altos níveis de iNOS em células do carcinoma de 

Pulmão e no adenocarcinoma, mas não no carcinoma de células escamosas 

<CEC). Esses dados nos levam a pensar que a superexpressão da INOS está 

Racionada a tumores mais agressivos, compatível com a superexpressão da 

iriCS no CEC, mas não no CBC sólido.

BRENNAN et al. (2000), estudando imunohistoquimicamente a expressão 

de INOS e eNOS em 48 casos de CBC de cabeça e pescoço, demonstraram que 

arnbas enzimas estavam com a expressão reduzida quando comparados á pele 

normal, e que a produção de NO também estava reduzida no tumor. 

CornPlementando os achados, KAGOURA et al, (2001) estudaram a expressão de 

'NOS em câncer de pele, encontrando apenas um caso de CBC positivo para 

estudados, enquanto que, para o CEC, 12 dos 16 casos

um caso de CBC positivo para

•NOS dos 16 casos 

observados foram positivos.
Em nosso estudo a expressão da iNOS, 

s,gnificativamente menor que a ei-

nos casos de CBC sólido, foi
— hussu normg| (88 9% dQS casos) e

«cativamente menor que a enc detumor raramente produz
lss° Pode ser uma explicação ao fato de que esse tipo 

^etastases. _ em CEC sugerem que a expressão do

Os dados da expressão e ° g he(erogeneidade na

s deve refletir a proliferação correlacionar com a
d,stnbuiçã0 da iNOS entre os canc das cé|U|as tumorais. O CBC e

Var'edade natural dos comportamentos biológico. Embora ambos sejam

° variam quanto ao seu compo ^stgtjzar 9 Esta propriedade do CEC 

lnvasivos, o CBC não tem capacidade de m jN0S/N0. CHIN et al (2003),

Pode estar relacionada a angiogenese entre os cânceres não-melanoma
^oionstraram que não houve dlfel'^acente No entanto, foram encontrados 

^Uaoto a vascularização do estroms1 m massa tumoral do CBC, sugerindo

Vas°s na massa tumoral do CEC e nen a0 comportamento invasivo,

<’Ue a angiogênese no estroma es
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enquanto o potencial para metástase está relacionado a presença de microvasos 

na ^assa de células tumorais7.

VURAL et al. (2001) não encontraram diferença significativa dos níveis de 

No em plasma sanguíneo entre queratose actínica e controles ou entre queratose 

actínica e CBC, mas os níveis de NO no plasma de pacientes com CBC foram 

si9nificativamente maiores em comparação aos casos controle, sugerindo uma 

função no crescimento celular dos tumores de pele.

Os achados referentes as concentrações de NO não fizeram ressonância 

no* achados de iNOS Este fato foi interessante, já que, no tumor, a principal 

resPonsável pelas concentrações de NO é a INOS ». Este fato nos levou as 

S69uintes possibilidades: pode ter ocorrido um erro na estocagem da amostra ou 

de NO ou iNOS, o NO presente não n° desenvolvimento da técnica para detecção oe iw
sido induzido nos tumores, ou ainda, que ele tenha sido previamente 

Cozido nos casos controles por outros fatores que não a radiação so.ar (o stress 

^-operatório podería levar a essa indução). O fato é que a produção de NO se 

dtostrou igual nos três tipos de amostra estudados
câncer pode ser o seguinte: quando produz.do em altas 

. anti-tumoral (apoptose) e em baixas concentrações 

. t.mp0 promovería o crescimento tumoral
longo período (umores é bastante complexo e

O papel do NO no 
Cor>centrações teria atividade 

P°r um | 

(angiogênese)13. No entanto o 

Seu estudo ainda está em fase inicial.

o crescimento tumoral
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CAPÍTULO III 

ausência de correlação entre 
OXIDO NÍTRICO, OXIDO NÍTRICO 

sintase II E METALOTIONEÍNA EM 

CARCINOMAS basocelulares
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RESUMO

A metalotioneína é uma proteína de 6 a 7 kDa de peso molecular que tem 

a,ta afinidade para metais pesados, em especial o zinco. Ela atua como 

reservatório natural deste metal, e tem sido relacionada a mecanismos protetores 

da célula a agressão por radicais livres. Evidências recentes imputam a MT um 

PaPel protetor a agressão actínica. O óxido nítrico (NO), importante metabólito 

celular, tem sido identificado em modelos de agressão actínica. Desconhece-se 

se sua presença atua de forma protetora, sinalizando um stress oxidativo pela 

^ior geração de radicais livres ou se sua presença atua lesando o DNA, 

Produzindo efeito diretamente na carcinogênese. Um mecanismo hipotético 

««fende que o NO pode estar vinculado à indução de MT, que age como protetor 

â ntedida que sua ação quelante de metais estimuiaria a ativação gênica de MT 

Oe. _ . „ , 7n infra.Celular. Outro mecanismo que unificaria a
pe,a maior concentração de Zn intra c

„ MoqtP pstudo, procuramos identificar em a?ao de MT e NO seria na apoptose. Neste estuoo, p
_ pnrrplacão entre MT e NO e a enzimaCarcinomas basocelulares sólidos, uma correi ç
a . z-uricn a expressão de MT foi avaliada0Xld° nítrico sintase induzida (>NOS). A expr 
--ohistoquímicamente por meio da técnica streptavtd.na-btottna-peroxtdase, 

end° expressa em ,ndlces de distrib assocjado g intensidade desta

et|u o percentual de marcaça fo. mensurado indiretamente pela

. da técnica de GRIESS, sendo os valores 
c°bcentração de nitrito e nitrato por m tumOral foi realizada pela técnica

^Pressos em pMoles. A mensuraçao imjlumineScência com os valores

e Western-blott, revelados pela íecnf A anáíise de correlação foi feita

exPressos em índices de densidade ópt^ ^su(tados mostraram ausência de 

9 Partir do teste de Pearson. N°SS°Estes achados sugerem que o papel da 

Correlação entre as variáveis estudadas. e ser de forma não

da iNOS e do NO na carcinogênese

^Pendente.

de marcação, ou seja, um índice que

rnarcação. A concentração de
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ABSTRACT

Metallothionein (MT) is a protein with 6 to 7 kDa of molecular weight which 
has a hlgh 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 nitríc 

°«e (NO), an important cellular metabolite, has been identified in models of 

acf'nic aggression. Ifs unknown if your presence acts in a protective way, 

Signaling a oxidative stress by the higher production of free radicais or if your

Presence acts directly on DNA damage, producing effect directly in the 

cafoinogenesis An hypothetlc mechanism suggests that NO may be associated 

MT induction that acts as a protector whereas your metal quelant actíon

be t ídpntifv a correlation of MT expression andaPoptosis. In this study, we tned to idenmy a
No ~ associated with actinic aggression.° production with INOS in the neoplasias associa
The o „i,.aiPd immunohistochemically by using the

6 expression of MT was evaluated
stren^,....................... r^hninue. being expressed tn d.stnbut.on marktng
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introdução r epitelial maligno que se origina 

é um tum0 malignidade local,
'PêndlCeS' ossos seus componentes 

, inclusive ossos.

-.icamente na face

CBCs sejam originados 

■Has do sol, como o couro 
Xue a UVB é o principal

de 50, compõem uma

O carcinoma basocelular^ e seus al 

das células basais da epi djacentes, inclusa d0 estrato basal,

podendo invadir e destruir diferenciadas e'na face,

celulares se assemelham a raCterístico. Ocorr 
apresentando um estroma mUitos dos

usualmente como lesões uri ^lat-ivarnente Pr0 

cm áreas da pele due eS~ amp'amente 

cabeludo e atrás das orelhas, de ov, — ■■■-

fator etiológico na gênese do descrita na de marcante de

A metalotioneína (MT). nã0.enZimáticas cQS e hidrofóbicos.

ciasse de proteínas intracelula' ^cidos a * por mol).

cisteína (23% a 33%) e auS de metais Pesad° icoS (tióis) dos resíduos 

Possuem também alto contou gWPos e a outros
ligados covalentemente a aP°P °^|entes (P^P*g principal função 

de Cisteina. A ligação a d0 ox^o) - como

compostos (como as especie detoxif|caça° ° sos de reparo, transcr'Ç 

biológica das MTs no ProceSS participa nos Pr iada à proteÇ30 “ “ 
reservatório intra-celular de Pg ,T tem srdo rfe radicals v-

6 replicação do DNA- Alem ionizante e o es

contra a citotoxicidade da ra proteína funçâo protetora
brindo um importante P^ poderia ef^ Em contr^ 

oxidativo —^o P^^^g^tem Indicado maior agres 

as células pela redução neop'aS 14_3O,38 sendo
;;a SObre-eXpreSSã°a7uimío e é exp^ ^Xderianos e/ou

lr|duzida nos macrófag°s e ° 76
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citocinas 34. Esta isoenzima também pode ser chamada de macNOS (macrophage 

NO synthase), é uma enzima cálcio independente. Vários autores consideram que 

qualquer célula do organismo tem a capacidade de produzir iNOS sob estímulos 

aPr°priados. Uma vez induzida, a iNOS é capaz de produzir NO por longo tempo, 

envolvendo-se em vários processos patológicos. Assim, o alto nível de NO 

P^duzido por macrófagos ou por neutrófilos ou outras células ativadas, que 

deveria ser tóxico para micróbios, parasitas ou células tumorais, pode também 

lesar células saudáveis vizinhas, estando este mecanismo presente na maioria 

d°s processos inflamatórios e autoimunes.
A iNOS está envolvida na proliferação celular22, no crescimento celular e 

controle do ciclo celular. Seu papel no câncer é multidimencional, podendo ser 

,a*o promotora -promovendo a angíogénese-, quanto um inibidor tumoral,

e Pouco se sabe sobre os meios de de sua açã0 Uma
fAx.r . ___ _ HiinntO nas Gtfiuia., — onto nas ctivvw — j
°xic°s, tanto nas células produtoras qu ^ll7jria a sensibilidade da célula

quanto aos danos provocados pela (.gação da MT com 0 cádmio é

n,trozilar os grupos tióis da MT in v,tr° observações implicam que o NO 

'berada pela exposição ao NO in >*> da Mr, assim permitindo a

-i '. i nE
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outro meio de liberação do metal pelo NO seria pela destruição dos feixes de 
■ ' ’ 1

ligação entre o zinco com os grupos tiois
A exposição aos raios UVA e UVB, causam injúria à pele humana. Os raios 

n DNA enquanto os efeitos deletérios dos raios UVAUVB danificam diretamente o una, eiiquc
.. ... .„daç rélulas alvo e a geração de espécies reativas envolvem a fotossensibilidade das ceiuias u

1R ohq raios UVB estão relacionados tanto na expressãodo oxigênio 16 A exposição aos raios uvo
, nfiT ifmkiNS CHARLES e THONSEN 1995, demonstraram da iNOS como da MT. JENKIN , _

roHiarão solar levam a uma superexpressao do mRNA que raios UVA e UVB da radiaçao soía
a MT induzida em animais protegeria o tecido e de iNOS, e, expenmentalmente, a M

11\/ in vitro e in vivo ■ A exposição a raaiaçao uvu 
as células contra a radiaçao nnrmaic 32

~ da MT epidermal em camundongos normais .
induz uma forte expressão da OYiQt~ntP Pntrp mt ínoq

. ik<-> fní pqtudar a correlação existente entre MT, iNOS 
O Objetivo desse rabal ,NOS

e NO, em CBC sohd. —

Blot, a concentração técnica jmuno_hjstoquímjca.
reação de Griess, e a expressão da M P

material e métodos

ara esta pesquisa, 18 casos de CBC sólido, obtidos
Foram utilizados par diagnóstico após o consentimento

através de biópsias excisionais 

livre e esclarecido dos pacientes. ^,^3 da M-p fOj utilizada a técnica de

Para a evidenciação imuno obtjdos COrtes histológicos de três

estreptavidina-biotina-peroxidase. fragmentos teciduais das lesões, fixados em

micrômetros de espessura a p ^ptados em lâminas de vidro, previamente 
formalina e incluídos em parafl^jriopropy|triethoxy-silano, Sigma Chemical Co., 

recobertas com organosilano (3'a desparafinados em duas passagens por

St. Louis, MO, USA)- Os c ternperatura ambiente e à 37°C por 20 e 30 

soluções de xilol, realizadas a $ hjsto|ógjcos foram hidratados em cadeia 

minutos, respectivamente. O & 70%) e submetidos à solução de hidróxido

descendente de etanol (10°%> ° remoçao do pigmento formólico. Após uma

de amônia a 10% em etanol, Para tj|ada> Os cortes foram submetidos a 

1 „ hanhos de agua u
■avagem rápida em ba
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tratamento com tampão EDTA (EthyleneDiamine Tetraacetic Acid), 1 M 

ambiente de microondas, à potência máxima, em três ciclos de cinco minutos 

cada, com dois minutos de descanso à temperatura ambiente entre cada ciclo 

Para recuperação dos epitopos antigênicos pesquisados.

Após resfriamento, alcançando o equilíbrio térmico com o ambiente os 

cortes foram lavados em água destilada e submetidos ao bloqueio de peroxidase 

endógena. Previamente à incubação do anticorpo primário, os cortes 

'mersos por 10 minutos em solução bloqueadora de biotina endógena 

Carpinteria, CA, USA). Em seguida, foram lavados < 

minutos e incubados com o anticorpo monoclonal anti-MT (Clone E9 

Carpinteria, CA, USA) em diluição de 1:300, por 18 horas. Seguindo--: „ 

com tampão PBS, foi incubado com anticorpo secundário biotinilad*

foram 

(Dako, 
em água corrente por 5

Dako, 

»-se a lavagem 

inado (kít 
alcalina, Biogenex, San Ramon, CA, USA)StrAviGen© MultiLink para tosfatase aicau a

.. 1-ano e o complexo estreptavidina-biotina (Dako, na diluição de trabalho de 1.«w e K ,

v diluirão de 1:300, ambos em camara umida, por 30 Carpinteria, CA, USA), em diluição ae _ _

, c cortes foram lavados por solução de tampao minutos. Entre essas etapas, os

PBS, pH 7 4, em três banhos de 10 minutos.
’ p ’ ’ foj desenvolvida a partir de solução cromogena

A revelação da reaça Chemical

contendo 12 mg de diamino 7 4> passada em filtro duplo. Após a

diluída em 120 ml de tampao peróxid0 de hidrogênio a 10 volumes,

filtragem, adicionou-se 1, ™so\uÇão durante três minutos. Em seqüência, os 

•ncubando-se os cortes ness corren{e) por cinco minutos e então, contra- 

cortes foram lavados em por 3 minutos. Seguiu-se desidratação em

corados pela hematoxilina de & tfês vezes g 100o/o^ diafanizados em

cadeia ascendente de etanol ~ montadas ao final do procedimento com 

três banhos de xilol, sendo Lgwn NJ USA)

tamínulas de vidro e Permoun osit|vos, empregando-se fragmentos de

Foram utilizados gfândulas mamárias, conhecidamente positivos
carcinomas lobular e ductal ® omissão do anticorpo primário.

nativo foi obtido a hPara MT. O controle nega”v marcação da MT nas massas tumorais, todos os 

Para a análise da imuno- ^t0 de 40x (aumento original). Em cada 

cortes foram examinados com r3moos, incluídos de forma aleatória. O

lâmina foram considera °
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intensidade e distribuição da marcação (ID). Foram 

índice semi-quantitativo os parâmetros de intensidade de 

forte baseados no padrão de marcação identificado 

, moderado. Assim, para a obtenção do ID, a 

percentual de área corada multiplicada por um, a 

valor multiplicado por dois, e aquela considerada

procedimento consistiu da verificação da percentagem de área tumoral corada 

pela marcação com MT 5 Para esse fim, foi utilizado um ‘software" para análise 

, . U.4.Q7I Western Vision - Flash Bus MV Lite, Plus, Pro,de imagens (HL-lmage++97l, western
■ dp luz visível (Olimpus BH2, Japan) eUSA), produzidas por microscopia de
vídeo (Sony, CCD IRIS, Japan), utilizando o recurso capturadas por câmera de video (oouy,

“Image Threshollding” 4 9- .
;«HirP semi-quantitativo de intensidade e quantitativo Estabeleceu-se um índice semi q

õo t. .moral a partir dos quais formulou-se um índicede percentual de marcaçao t > .... ~ —

semi-quantitativo de 

considerados para o 

marcação fraca, moderada e 

na pele normal considerado como 

marcação fraca teve o seu | 

marcação moderada teve seu |jcada por três. No final, obteve-se uma

forte teve o valor da área marc ~ 
escala de ID cujo valor máximo foi três

Para análise de 
iNOS alíquotas pré-pesadas das amostras dos tecidos 

. , am fomnõn ria avfrornn 6
foram homogeneizados por três mtnutos,

40mM pH 7.7, EDTA 10 mM, 

1 mM, aprotinina 0.1 mM e 

(OMINUTOSUTOSI-MIXER

gelo, em tampão de extração ~ 

EGTA 2 mM, ATP 5 mM, DTT 2 

PMSF 0.5 mM, utilizando-se um 

Waterbury, CT. USA) com

contendo Hepes 

mM, benzamidina 

homogeneizador 

microsonda.

As amostras
-7 então centrifugadas a 40.000 g a 

do sobrenadante foi feita a precipitação de 
centrífugação a 15000 x g a 4°c Os 

foram ressuspendidos em tampão da amostra

d0s homogeneizados foram

4°c (Hitachi rotor 27). Das amostras c. 

proteínas com TCA 50% e rima nova 

sedimentos obtidos do precipita bromofenol blue 0,025%, e
u R o. aljcerol iu/o,

(Tris- HCI 62,5 mM pH o, , y concentração de 5pg/pl. A seguir, as amostras 
10pl de 2-mercaptoetanol) numa concentração de proteína total nas
foram fervidas à 100°C e estOCad^dQ de Bradford (1976) tendo como padrão a 

frações foi determinada pelo m adante foi usado para dosagem de

s°ro albumina bovina (BSA)-

Oitrito/nitrato.
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A análise do perfil de polipeptídios foi feita usando o sistema descontínuo 

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 dimensões de 11x 9x 0,06 cm, utilizando géis com gradiente de 

5-16% .
, hpI de poliacrilamida foram transferidas 

As proteínas do 9ei
+ o MmA Dor 5 horas, para membrana de nitrocelulose, 

eletroforeticamente a SümA p . .
x transferência constituído de Tris- HCI 25mM, glicina

utilizando-se como tampao de transiere
, a de nitrocelulose foi corada com Ponceau190mM , metanol 20%. A membrana oe n

nor 5 minutos e, a seguir, lavada com agua 
0,2% em ácido tricloroacetico ò/<> por

deiomzada. nitrnce|ulose foram bloqueadas com solução de
A<? membranas de mtroceiuiu

TBS-T) por 1 hora á temperatura ambiente. Em 
bloqueio (leite desnatado em ygs-T, três ciclos de 5 minutos e

seguida, as para NOS II (Clone 54, BD Transduction

incubadas com o 1-2500 por 1 hora à temperatura
, . + . rA USA) em diluição de l.2òvu p
Laboratories, CA. US ) em Tgg_T, 3 ciclos de 5

ambiente e sob agitaça . anticorpo secundário anti-lgG camundongo
minutos cada e incubadas c 1hora A reatividade dos anticorpos foi 

conjugados com peroxidase^po^^^^^^^ segundo o kit ECL e protocolo do 

detectada pelo sistema de quim JPPSOLA, Sweden): a membrana foi
m Pharmacia-Biotecn, u 

fabricante (Amersham-r (solução A e B 1:1) por 1 minuto e colocada
' detecça ~ rgjos_x foj co|OCado sobre a

Hp revelação.
cassete uc variando entre 1 a 10 minutos em câmara

mergulhado
6 mergulhado em solução fixadora (KodaK) por

1 minuto, lavado em água e ° foram analisados e quantificadas 
1 rÍXX no prós— Image Mãster VOS software, 

[Sidaoes r uppSOLA, Sweden) obtendo o índice de

incubada com solução de

dentro de um c-
_jp

membrana com tempo ue r ^..ihado em solução reveladora (Kodak) por 

escura. O filme foi

■II I V4 IV ,    -

1 minuto. As bandas

quanto as suas dent 
versão 2.0 (Amersham-Pharrna 

densidade ótica (IOD)- ° fo. determinada pela reação de Griess
A concentração de nrtrrto ™ ra chato (Nunc.MaxsorPi

’5 Foram utilizadas placas itad0 50pl de cada amostra em duplicata,
Rochester, NY, USA) oncle f°
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c°m a subsequente detecção do nitrito e nitrato com 50|j| de reagente de Griess 

A curva padrão de nitrito foi feita usando solução estoque de NaNO2 1M e água 

m,llhQ- A leitura foi realizada em espectrofotômetro com filtro de absorbância a 

540nm.

Os resultados da expressão da MT indicado pelo ID, o de produção de NO 

em pM e o de expressão da iNOS indicado pelo índice de densidade óptica (IOD) 

foram convertidos a uma média e as comparações entre médias foram feitas pelo 

foste t de Student para as medidas que apresentaram normalidade e 

homogeneidade, considerando o intervalo de confiança de 95%. Foram 

considerados significativos estatisticamente valores em que p<0,05. A análise 

estatística de correlação foi feita a partir do teste de Pearson, realizada utilizado- 

Se o software PROPHET, versão 2.0.

RESULTADOS

Em função 

sobrenadante das 

correlação a partir

das limitações impostas pela quantidade de tecido e 

amostras utilizadas, não foi possível fazer o estudo da 

d todas as amostras relacionadas. Desta forma, os valores 

n nartir do ensaio de 18 casos. Nesta amostra, 
referentes a IOD foram obtidos a p ....

1 . |0D de 13,66 a 214,84; com media de 77,80 ±
observou-se uma variaçao utilizados 16 casos, com os quais se

47,46. Em relação a dosag ? apresentando uma média de 2,42 ±

obteve valores ciuo variaram e ,eve valores qu foj rea|izada a partir de 18 casos, cujo ensaio
2,05. Já a mensuração de uma média ± Q

resultou em valores variando g dosagem de NO e os valores de IOD

Para a análise de C°rrela^ergdos 14 casOs de CBC sólido pareados, dos 

de iNOS (Figura 1) f°ram ~Q de no de 2,53 + 2,18 pM, A média do IOD
quais obteve-se a média de pro ° * 51,04. A análise da correlação foi

foi igual a 82,90, com desvio pa ~ variando de forma proporcional (r = -

baixa indicando que os índices nao 

0'1982/ de correlação entre a dosagem

Para a analise de cgc sój|do
(Figura 2) foram analisados 13 cas

de NO e a expressão de MT 

, cuja média de produção foi
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ha média do ID para MT foi de 0,68 ± 0,49. A análise 76+2,15 pM. O valor da meaia uu i h

indicando que os índices não estão vanando de forma
de 2,

da correlação foi baixa 

proporcional (r = -0,2724).
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iNOS foram utilizad°s dadoS °
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quais o valor médio de ID para MT foi de 0,71 ± 0,50. Para o IOD da iNOS a 

média foi igual a 78,89 ± 49,32. A análise da correlação foi baixa indicando que os 

índices não estão variando de forma proporcional (r 0,1437).
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DISCUSSÃO

O iNOS e O NO esperávamos encontrar uma
Estudando a relação entre nroduzir NO por longo tempo, e isso

iNOS é capaz: uc h
correlação positiva pois o vários processos patológicos. Uma
vem a caracterizar seu envo vi Derada pois o NO age como quelante

md também era
relação entre a MT e o NU permitindo a liberação do zinco ou cádmio
de metais dos grupos sulfidrilas a expressão do gene da MT, levando

da MT, e esses metais livres 21 £ uma correlação entre a iNOS e a MT
assim a um maior nível de MTind g dQ carcjnoma basoceíular aos raios UVA e 

seria explicada pela exposição cron^_o (anto d0 iN0S quanto da MT 23‘32.

UVB, essa radiação prom°ve a metabó|icos, como o peroxinitrato também
O NO, e OS seus pr°du ° é g principa| função desta proteína.

Podería induzir a expressão da M . P envo|vidos numa série de eventos

Tanto o iNOS/NO como a
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í relacionados a carcinogênese, como angiogênese e apoptose 24 e tamb- 

; interferem no DNA. O NO pode danificar diretamente o DNA pela desaminação de 

f bases purinas e pirimidinas, resultando em mutações e quebra das fitas do DNA 

‘ ■ e a MT poderia remover átomos de zinco da P53, proteína qUe pOssui

> importantes funções no controle do ciclo celular e do crescimento da célula 

alterando sua conformação espacial gerando um fenótipo nulo, mas não mutante’ 

desse gene supressor tumoral, favorecendo a instabilidade genômica essencial 

nos mecanismos de carcinogênese e progressão tumoral.

Nesse estudo procurou-se encontrar correlação entre iNOS, NO e MT pois 
etes estão diretamente, ou indiretamente, envolvidos na carcinogênese e na 

Progressão tumoral. Entretanto nas condições deste trabalho os resultados 

obtidos não foram suficientes para demonstrar essa correlação em CBC sólido 

O CBC sólido é o mais brando dos tumores de pele malignos, refletindo 
baixos níveis de stress oxidativo celular e de agressões genômícas que se 

refletissem nos níveis das moléculas pesquisadas. Outro aspecto que não podería 

ftjgir a nossa análise é o baixo número de casos utilizados que poderia ter 

inviabilizado o poder estatístico da amostra. Não obstante, não foi possível 

encontrar dados na literatura que permitissem uma maior exploração dos nossos 

achados.

Faz-se necessário maior investigação nessa área, em especial com 

m°ntagem de modelos experimentais in vitro nos quais estas correlações 

Poderíam ser medidas sob circunstâncias experimentais mais bem controladas
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Uma maior expressão da metalotioneína em pele normal exposta a 

radiação actínica foi encontrada quando esta foi comparada à pele normal não 

exposta, indicando uma possível indução dessa proteína pelos raios UVA e UVB 

da radiação solar.

A imunomarcação nos tumores mostrou padrões em mosaico, com células 

bem marcadas e células negativas no mesmo campo da neoplasia.

Uma maior expressão da metalotioneína foi encontrada nos carcinomas 

espinocelulares cutâneos (CEC) sugerindo uma relação entre a expressão da 

metalotioneína e a agressividade do tumor. A associação é reforçada quando se 

observa que a expressão dessa proteína foi significantemente menor no 

carcinoma basocelular (CBC), um tumor menos agressivo.

A expressão da óxido nítrico sintase (iNOS) foi maior no CEC e menor no 

CBC quando comparado aos valores obtidos em estudo de pele normal, 

sugerindo que a expressão da iNOS, como da metalotioneína, está relacionado à 

tumores mais agressivos.

Nas condições desse estudo, a produção de óxido nítrico (NO) não variou 

entre as amostras estudadas, sugerindo uma produção de NO independente da 

expressão de iNOS desses casos.

A baixa expressão de iNOS em CBC pode ser um fator relacionado ao fato 

desse tipo de lesão raramente metastatizar, devido a possível ação angiogênica 

do NO.

Uma possível correlação entre iNOS, NO e metalotioneína era esperado. 

No entanto, nas condições experimentadas não encontramos nenhuma 

correlação. Isso sugere uma independência entre as variáveis estudadas.
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Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA
Faculdade de Odontologia

Área de Patologia Buco-Maxilo-Facial
AV. Pará, 1720, bloco 2N - HCUFU - 38900-405 - Uberlândia (MG)

Tcl: 32182263/fax: 32182626/c-niail: pássaro@ufu.br

Projeto de pesquisa: “ESTUDO DA METALOTIONEINA, ÓXIDO NÍTRICO 
SINTASE II E ÓXIDO NÍTRICO EM NEOPLASIAS CUTÂNEAS ASSOCIADAS A 

RADIAÇÃO ACTÍNICA.”

Coordenador: Prof. Dr. Adriano Mota Loyola

Responsável: Mestrando Paulo César Borges Júnior

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu_______ _____________ - —----- ■---------------------------------------- --------- - -------------------,
concordo em participar desta pesquisa cientifica como voluntário. Estou ciente de que me 

submeterei a um procedimento cirúrgico de biopsia para remoção de lesão de pele com o 

objetivo de realizar o diagnóstico ou como forma de tratamento indicado para lesões com 

diagnóstico definitivo. Tenho conhecimento pleno de que estarei doando fragmentos de 

tecidos recolhidos do material retirado na cirurgia e que as intervenções cirúrgicas serão 

realizadas em ambiente hospitalar (HC-UFU), sob os cuidados do profissional de saúde 

responsável, e que terei acesso aos resultados provenientes do exame do material 

colhido. Estou ciente que a minha identidade será preservada e que se eu recusar em 

participar, não terei prejuízos em relação ao meu tratamento. Outrossim, não receberei 
benefícios financeiros em participar desta pesquisa e, desde já, autorizo a utilização dos 

dados coletados para o seu desenvolvimento e publicação.

Voluntário:
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PARECER DO COMITÊ DF, ÉTICA EM PESQUISA N° 180/02

Uberlândia, 17 de novembro de 2003.

Ilmo(a) Sr.(a).
Prof.(a).Dr.(a). Adriano Mota Loyola

Prezado(a). Professor(a),

Informamos-lhe, que o Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 
Uberlândia examinou e APROVOU o projeto de pesquisa “Estudo da metalotioneína, 
)53 e óxido nítrico cm lesões associadas a radiação actínica”, protocolado sob o número 

123/2003 do qual V.Sa. figura como pesquisador responsável, para ser desenvolvido a 
partir desta data.

F’m adendo informamos que o prazo para entrega de relatório é de 120 dias após o 
término da execução prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 
CNS.

-rof. ’ur. Alcinodiduardo Bonellá 
Ceorqçnador do CEP^JFU


