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RESUMO

O cancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento desordenado de células, resultante do
acumulo de alteragdes genéticas ou epigenéticas somaticas de um tecido previamente sadio.
Evidéncias diretas relacionam as miosinas-V (MV) com a funcéo de apoptose, que é de vital
importancia para a sobrevivéncia e o equilibrio de qualquer organismo vivo. Por isso, foi
verificado a imunolocalizacdo de miosina V em tumores epidermdides bucais e de glandulas
salivares. Observou- se nos ensaios de imunohistoquimica e de Western blot que a miosina V
ndo esta super expressa nos tumores epidermaides bucais e uma proteina de 58 Kda apareceu
em niveis de expressdo elevada no gel de eletroforese. Estes resultados indicaram que a
miosina V nado esta relacionada com a progressao do tumor epidermdide bucal ou que novos
ensaios e Kits mais sensiveis devem ser utilizados para validar os resultados obtidos.
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ABSTRACT

The cancer is an illness characterized for the disordered growth of cells, resultant of the
accumulation of somatic genetic or epigenetics alterations of one tissue previously healthy.
Direct evidences relate myosin V (MV) with the function of apoptosis, that it is of vital
importance for the survival and the balance of any alive organism. Therefore, it was verified
the imunolocalization of myosin V in oral epidermoids and salivary glands glands . It was
observed in the immunohistochemistry assays and in Western blot that myosin V is not over
express in the oral epidermoids tumors and a protein of 58 Kda appeared at high levels of
expression in the gel of electrophoresis. These results indicated that myosin V is not related
with the progression of the oral epidermoids tumors or that new assays and more sensible
Kits must be used to validate the results gotten.
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Introducéo:

Segundo o Instituto Nacional do
Cancer (2000), o cancer € a segunda
doenca que mais leva a 6bitos no Brasil,
sendo uma doenga caracterizada pelo
crescimento  desordenado de células,
resultante do acumulo de alteragdes
genéticas ou epigenéticas somaticas de um
tecido previamente sadio. As células
alteradas passam a se comportar de forma
anormal, multiplicam - se de maneira
descontrolada, mais rapidamente do que o
tecido a sua volta, invadindo-o, esse
processo passa por vérias etapas antes de
chegar ao tumor maligno propriamente dito
(SMELTZER;BARE, 1998).

Os tumores de cabeca e pescoco
compreendem a cavidade oral, seios
paranasais,  complexos  orofaringeos,
glandulas salivares e glandula tiredide,
sendo que o sitio mais freqlientemente
atingido € a cavidade oral, correspondendo
a cerca de 30% dos canceres de cabeca e
pescoco (COTRAN, et al, 2000).

Segundo dados no Instituto
Nacional do Cancer (2004), os nUmeros de
novos casos de canceres da cavidade oral
veem aumentando nos ultimos anos, com o
Brasil ocupando o sétimo lugar mundial.

O cancer de boca é uma
denominacdo que inclui os canceres de
labio e de cavidade oral (mucosa bucal,

gengivas, palato duro, lingua bucal e

assoalho da boca). O céancer de labio é
mais frequente em pessoas brancas, e
registra maior ocorréncia no labio inferior
em relagéo ao superior. O cancer em outras
regides da boca acomete principalmente
tabagistas e o0s riscos aumentam quando o
tabagista € também alcodlatra (INCA,
2008).

O céancer bucal é o sexto cancer
com maior prevaléncia em todo o mundo,
sendo constatado diferencas na prevaléncia
segundo diferentes autores e regides
pesquisadas (JACOBS, 1987). De acordo
com La Vecchia (1997), uma tendéncia no
aumento da mortalidade causada pelo
cancer bucal tem sido observada no mundo
atualmente e mais casos de cancer bucal
tém sido diagnosticados.

A incidéncia de neoplasias
malignas da cavidade bucal obedece a uma
distribuicdo por sexo que é principalmente
ligada a exposicdo a  agentes
carcinogénicos ou a componentes de
natureza genética pouco conhecida. Isso
pode fazer com que um carcinoma tenha
uma evolucdo variavel em decorréncia da
intervencdo de um fator ligado a habitos
peculiares a pessoas de determinado sexo
(RAPOPORT, 1997). Por exemplo: o
consumo de tabaco, sob a forma de cigarro,
tem crescido rapidamente entre a

populacdo do sexo feminino, mas o héabito



de fumar cachimbo ou charuto ainda
apresenta ampla predominancia entre 0s
homens. Da mesma forma, o consumo de
fumo mascado ndo tem aumentado entre as
mulheres na mesma proporcdo que O
habito de fumar (RAPOPORT, 1997).
Esses dados corroboram com a incidéncia
mais alta de carcinomas bucais em
individuos do sexo masculino.

Hamada et al. afirmaram que o
alcool e o tabaco seriam responsaveis por
niveis de incidéncia de céancer bucal no
Brasil comparaveis aos da India, pais em
que o risco mais elevado tem sido
apontado como associado ao habito de
mascar tabaco.

As estatisticas mostram que 95% dos
nodulos palpaveis da glandula parétida séo
de origem tumoral, sendo esta glandula a
mais frequentemente acometida. O palato é
0 sitio mais comum dos tumores de
glandulas salivares menores.
Aproximadamente 25% dos tumores da
parétida, 50% dos tumores da
submandibular, 81% dos tumores das
salivares menores séo
(INCA,2002).

Ainda, segundo o INCA (2002) o

tumor maligno mais comum da glandula

malignos

parétida é o carcinoma mucoepidermoide.
O carcinoma adendide cistico é o tumor
maligno mais frequente da glandula
submandibular e das glandulas salivares

menaores.

Os tumores malignos das glandulas
salivares, de baixo grau de malignidade e
em estadios iniciais, sdo usualmente
curaveis por resseccdo adequada como
unico tratamento. Este progndstico também
é influenciado pela localizacdo da lesdo:
melhor na par6tida que na glandula
submandibular e menos favoravel na
glandula sublingual ou nas glandulas
salivares menores (INCA, 2002).

O equilibrio entre a proliferacdo e a
morte celular (apoptose) ¢é de vital
importancia para a sobrevivéncia de
qualquer organismo vivo (WATTRE,
1999). A apoptose é um processo bioldgico
de morte celular, por meio do qual os
organismos multicelulares eliminam suas
células danificadas ou que ja cumpriram
seu papel. Possui, portanto, um papel
essencial no inicio do desenvolvimento e
na homeostase tecidual. Quando sua
regulacdo € alterada podem ocorrer
doencas autoimunes, degenerativas ou o
cancer (STRASSER et al. 2000; REED,
2003).

As células cancerosas demonstram
relacbes alteradas na via de apoptose, 0
que desvia o equilibrio em prol da
sobrevivéncia de células que deveriam ser
deletadas do tecido (LETAI et al., 2002;
MOORE et.al. 2007).

Evidéncias diretas relacionam as
miosinas-V (MV) com a fungdo de
Puthalakath e

apoptose.  Segundo



colaboradores (2001), a miosina V interage
via cadeia leve de dineina DLC com a
Bmf, um membro pré-apoptdtico,
sequestrando-a no citoesqueleto de actina e
prevenindo sua interagdo com membros
anti-apoptoticos. A perda da adesdo celular
leva a dissociacdo dos parceiros DLC e
MV, liberando Bmf (BH3-only) e
possibilitando assim, sua interagdo com 0s
membros anti-apoptoticos da familia Bcl-2
(CORY; ADAMS, 2002).

A homeostase tecidual é regulada
pela apoptose, que € regulada pelas
caspases. A familia Bcl 2 é o centro
regulador das atividades das caspases e a
oposi¢do da acdo dos membros pré e anti-
apoptéticos decide a sobrevivéncia ou a
morte celular. A apoptose € sempre um
fendbmemo impar no cancer e que pode

limitar e terapia convencional.

Os tratamentos inespecificos, tais
como a radioterapia e a quimioterapia, que
se aplicam ainda a maioria dos tipos de
cancer, ndo condizem com o conhecimento
acumulado sobre os processos moleculares
que envolvem a formacdo dos tumores,
portanto, ha grande expectativa de que
investimentos direcionados a pesquisa
nessa area venham a revolucionar o
tratamento do cancer no decorrer dos

proximos anos.

O presente trabalho teve como
objetivo 0 estudo de uma ferramenta
molecular que poderd ser utilizada na
busca por novos agentes terapéuticos,
capazes de extinguir tumores, reduzi-los ou
ao menos sensibiliza-los a outras drogas ou
terapias. Através da imunohistoquimica e
Western blot, MV serd testada como
marcador progndéstico e diagnostico do
cancer. Para tal analise, sera utilizado
anticorpo policlonal para MV produzido e
purificado a partir de soro de coelhos
imunizados com proteina de fuséo.

A analise foi direcionada aos
tumores de glandulas salivares e
epidermdides bucais coletados nos Gltimos
seis anos e no ano atual, no Hospital
Odontoldgico e Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia.

Materiais e Métodos

Selegdo e Coleta do Material Bioldgico:
Para a extragdo das proteinas,

foram coletados tumores epidermoides
bucais e de glandulas salivares, de
pacientes submetidos a retirada cirurgica
deste material no Hospital das Clinicas da
UFU no periodo de setembro de 2007 a
julho de 2008, que estiveram de acordo

com termo de consentimento proposto pelo
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Figura 1: Via de sinalizagdo da apoptose. Interacéo da Miosina V, DLC2, Bmf (Bh3 only), Bcl2

provoca a liberacgéo do citocromo C do interior da mitocondria , que ativa as caspases desencadeando a

apoptose.

projeto e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFU. As amostras de
tecidos foram coletadas imediatamente
apos a cirurgia, embrulhadas em folha de
aluminio, rapidamente congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas a — 80° C.
Para 0 procedimento de
imunohistoquimica, os 23 tumores (18
epiderméides e 5 glandulares) foram
obtidos no Setor de Patologia do Hospital

das Clinicas da UFU.

Imunohistoquimica:

Foram utilizados 4 Ilaminas de
tumores epidermoéides bucais para o0s
ensaios de imunohistoquimica, obtidas no
Setor de Patologia do Hospital das Clinicas
da UFU.

Estas foram hidratadas seguindo o
procedimento de dois banhos consecutivos
de xilol de 5 minutos cada, um banho de
alcool 50 % e xilol 50 % de 5 minutos,
dois banhos consecutivos de alcool 100%
de 1 minuto cada, alcool 95 % de 1 minuto,
alcool de 90% de 1 minuto, alcool 85 % de
1 minuto, alcool 70 % de 1 minuto, &lcool
50 % de 1 minuto, dois banhos



consecutivos de agua destilada de 30
segundos cada e um banho de deionizada
de 30 segundos.

Os tecidos sofreram recuperagdo
antigénica. As laminas foram mergulhadas
em um coplin contendo tampdo Citrato
(4mM) pH 6,0 acrescido de 0,05% de
Tween 20 pré aquecido a 96°C por 30
minutos em banho-maria.

Depois, as laminas passaram por
um resfriamento natural por 30 minutos,
em seguida foram lavadas em PBS por 15
minutos (3x5minutos). Foi realizado um
bloqueio com peroxidase (20 ml de H,0;
vol 30 + 180 mL de &gua destilada) por 30
minutos a temperatura ambiente, em
camara escura.

As laminas foram lavadas em agua
destilada e em seguida foram lavadas com
PBS por 15 minutos (3x5 min). Depois, foi
feito um bloqueio de proteinas com uma
solucdo para bloqueio de proteinas da
DAKO por 20 minutos a temperatura
ambiente. As laminas foram lavadas em
agua destilada e, em seguida, lavadas com
PBS por 15 minutos (3x5 min).

As laminas passaram, entdo, pela
incubacdo com o anticorpo primério -MV
(cauda medial), que ocorreu a temperatura
ambiente por 1 hora (O anticorpo diluido
foi colocado sobre o tecido). As laminas
foram lavadas em agua destilada e, em
seqguida, lavadas com PBS (ou TBS-

Tween) por 15 minutos (3x5 min). Em

seguida, ocorreu uma incubacdo em Link —
DAKO por 30 minutos a temperatura
ambiente (O Link foi colocado — 200 uL -
sobre o tecido). As laminas foram lavadas
em agua destilada e em seguida foram
lavadas com PBS por 15 minutos (3x5
min).  Posteriormente, ocorreu  uma
solucgéo DAKO
Streptoavidina - POD por 30 minutos a

incubacéo em

temperatura ambiente. As laminas foram
lavadas em agua destilada e em seguida

foram lavadas com PBS por 15 minutos

(3x5 min).
Finalmente, foi feita a revelacédo
com sistema DAB - DAKO por

aproximadamente 5 minutos, as laminas
foram mergulhadas em agua para a parada
da reacdo. As laminas passaram pelo
processo de desidratacdo, que consiste em
banhos de 1 minuto em alcool 50%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% e 100% seguidos de
um banho de 5 minutos em uma solugéo
alcool:xilol (1:1) e 2 banhos de 5 minutos
em xilol. Apds a desidratagdo as Iaminas,
foram montadas com utilizacdo de
Eantelan para a colagem das laminulas. Os
cortes foram analisados em microscépio
Optico para a imunolocalizacdo das

proteinas de interesse.

Homogeneizagdo dos tecidos e Dosagem
Protéica:

Os tumores epidermdédies bucais

foram coletados cirurgicamente, imersos



em nitrogénio liquido para serem
conservados e macerados e em seguida,
foram homogeneizados utilizando - se
homogeinizador com microssonda em
tampdo Hepes contendo ATP, quelantes e
inibidores. As amostras foram
centrifugadas (13.200 rpm a 4°C por 10
minutos), 0s  sobrenadantes  foram
reservados e 0s sedimentos ressuspensos
no mesmo tampao.

Foram retiradas aliquotas de cada
amostra para dosagem de proteina total
utilizando- se como padréo a concentragao
protéica de BSA — Soro Albumina Bovina,
BRADFORD  (1976); as

determinacBes de concentracdo protéica

seguindo

foram feitas em duplicatas e a absorbancia
medida a 595nm. Ao volume restante foi
acrescentado o tampao da amostra 10
vezes concentrado. A seguir, as amostras

foram fervidas e estocadas.

Eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS (SDS-PAGE)

As amostras estocadas foram
aplicadas em gel gradiente acrilamida: bis-
acrilamida (5-22%) e empilhamento 3%
acrilamida. Os géis de separacdo foram
preparados com glicerol 0.7%, tampé&o 360
mM de separacdo pH 8.8 (Tris-base
45.38%, 6N HCI 10%), SDS 10%,
(30:0.8) nas
devidas concentragbes, TEMED 0.003% e
PSA 0.0128%. O gel de empilhamento foi

acrilamida/bisacrilamida

preparado com tampdo de empilhamento
124 mM pH 6.8 (Tris-base 15.32% e HCI
12N 10%), SDS 0.12%,
acrilamida/bisacrilamida (30:1.6) a 3%,
TEMED 0.006 e PSA 0.150% (LAEMILI,
FAVRE; 1973).

A eletroforese foi realizada com
tampédo eletrodo (100mM Tris, 7.8mM
EDTA, 770mM glicina, SDS 3% pH 8.3) e
corrente constante de 30mA. Apos a
corrida, o gel foi corado em solucdo
corante (Croomasie Brilhant Blue R
0.125%, metanol 50% e &cido acético 9%)
por 1 hora e descorado em solugdo
descorante (metanol 5% e é&cido acético
9%). Os géis foram armazenados em &gua
destilada, escaneados e, assim, realizado a
analise dos resultados do padrdo de
expressdo das proteinas da amostra de

tumor epidermdide bucal.

Transferéncia eletroforética do gel para
a membrana de nitrocelulose-
“WESTERN BLOT” (TOWBIN ET AL.,
1979)

As amostras separadas por SDS-
PAGE foram transferidas para uma
membrana (0,45 pm), submetida a uma
corrente constante de 200 mili-A para
transferéncia durante 2 horas, utilizando-se
tampao eletroblot (10 mM NaHCO3, 3 mM
NaCQOg3, 0,01% SDS, 20% metanol e agua
mili- Q). Apos a transferéncia, a membrana

foi corada com ponceu, para verificar se a



transferéncia das proteinas, do gel para
membrana, havia ocorrido.

Havendo transferéncia, a membrana
foi lavada 3 vezes de 15 minutos em TBS-
T e blogueada em TBS- T acrescido de 5%
de leite molico, overnight.  Apo6s a
incubacdo a membrana foi lavada 3 vezes
de 15 minutos na solugdo de TBS-T. Foi
aplicado, entdo o anticorpo primario MV-
cauda medial na dilucdo de 1:200 em PBS
por 4 hora a 4 °C. A seguir a membrana
passou por uma nova lavagem por 1 vez de
15 minutos em TBS- T e 1 vez de 15
minutos com tampé&o AP e foi incubada em
anticorpo secundario anti- coelho IgG
conjugado com tampdo AP na dilui¢do de
1:100em PBS-T por 3 horas a 4° C. A
revelacdo foi realizada por NBT/ AP, por
aproximadamente 30 minutos, até a
visualizacdo das bandas protéicas de

interesse.

Resultados e Discussdes:

Sele¢do e Coleta do Material Bioldgico:
A coleta dos tumores frescos foi

realizada de acordo com a marcacdo das
cirurgias no Hospital das Clinicas da UFU.
Aléem disso, foi realizado 0
acompanhamento do ambulatério do
Hospital das Clinicas da UFU e do
Hospital do Cancer, para saber o dia da
realizagdo das cirurgias e obter a assinatura

dos pacientes no termo de consentimento

para participar da pesquisa. Foram
coletados 18 tumores epidermdides bucais

e 5 de gléndulas salivares.

Imunohistoquimica:

Os resultados obtidos através dos
ensaios de imunohistoquimica revelaram,
conforme ilustrado na figura 2, uma
marcacdo inespesifica de miosina V em
células epidermoides bucais e uma
marcagdo em células endoteliais dos vasos
sanguineos, 0 que indica que essa proteina
pode ndo estar relacionada com a
progressdo desse tipo de tumor ou a
concentracdo do anticorpo e a técnica
utilizada ndo foi satisfatoria. Novos
ensaios devem ser realizados para se
estabelecer a concentracdo exata de
anticorpo a ser utilizado, padronizar a

técnica e obter melhores imagens.

Homogeneizacao dos tecidos e Dosagem

Protéica:

A técnica de homogeneizacdo
utilizada foi eficiente para a extracdo das
proteinas dos tumores epidermdides
bucais. A dosagem protéica demonstrou
uma concentracdo de 1,19ug de proteinas
por pul da amostra. Isso foi importante para
estabelecer quanto de amostra seria
aplicado no gel de poliacrilamida. Assim,

foi aplicado 2 pl, 3 pl, 4 pl e 5 pl da



amostra para determinar em qual

quantidade seria melhor para visualizar as

bandas protéicas.

Figura 2: A e B — Epidermoide bucal MV cauda medial diluicao 1:50 (40 x) barra= 1cm —-502,8

pm.

Eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS (SDS-PAGE)

O gel de poliacrilamida (permitiu a
visualizagdo das proteinas presentes na
amostra de tumores epidermdides bucais e
sua quantificacdo. Depois de realizar a
aplicacdo das amostras no gel e a corrida,
foi possivel observar uma superexpressao
de uma banda protéica com massa
molecular relativa de aproximadamente 58
kDa (Figura 3). Porém, para esse estudo
ndo foi realizado a pesquisa em bancos de

dados de qual proteina que tenha essa

massa molecular relativa e pode estar

presente em tumores epidermoides bucais.

Transferéncia eletroforética do gel para
a membrana de nitrocelulose- “Western
blot” (TOWBIN et al., 1979)
Foi realizado um controle
positivo (aplicacdo do anticorpo primario
na membrana de nitrocelulose) e um
controle negativo (sem aplicacdo do
anticorpo primario na membrana). Foi

obtido como resultado no controle positivo
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a marcacdo de miosina V na amostra de
homogeneizado de rato e a marcacdo
inespecifica de uma banda na amostra de
tumor epidermoide bucal (massa molecular
relativa proxima de 485 kDa) e no
controle secundario também houve a
marcacdo inespecifica da mesma banda na
amostra de tumor epidermoide bucal
(massa molecular relativa proxima de 48,5
kDa).

A presenca de miosina V em
tumores epidermoides bucais ndo foi
constatada, pois, 0 método de Western blot
utilizado ndo era sensivel o suficiente para
detectar essa proteina ou, ainda a miosina
V pode realmente ndo estar super expressa

nesse tipo de tumor.

Concluséo:

O objetivo inicial desse estudo era
estudar a imunolocalizagdo de miosina V
em tumores epidermoides bucais e
glandulas salivares, porém no decorrer da
realizacdo desse trabalho foi realizado
somente testes em tumores epidermoides
bucais. O nimero de pacientes acometidos
com esse tipo de tumor era maior.

Portanto, em relagdo aos tumores
epidermoides bucais foi verificado que a
miosina V ndo se encontra super expressa e
ndo esta diretamente ligada com a
progressdo do tumor, no entanto, os testes
de imunohistoquimica e Western Blot

devem ser repetidos com alguns reajustes

nas ténicas e a utlizacdo de Kits mais
sensiveis.

O estudo ainda ndo foi concluido,
pois, falta identificar a proteina de 58 Kda
presente no gel de eletroforese e o0s
mesmos experimentos citados neste artigo
devem ser realizados com os tumores de

glandula salivar.
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