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6. INTRODUCAO

Nevos sdo malformagdes que podem ser originadas a partir de diversos tipos de
tecidos (1). Os nevos melanociticos sao afecgdes dermatoldgicas formadas por acumulo
de melandcitos (“ninhos” de células névicas), sendo extremamente comuns. Os nevos
melanociticos adquiridos, em sua grande maioria, desenvolvem-se, no ser humano, apés
a infancia, principalmente durante a adolescéncia e juventude. S&o considerados
marcadores importantes de risco para desenvolvimento do melanoma, principalmente
quando presentes em grande numero (mais de 40), podendo, também, ser precursores
desta lesdo maligna (2-4).

A radiagédo ultravioleta (RUV) tem sido considerada o principal fator de risco
ambiental para o cancer cutdneo, principalmente o espectro chamado eritematogénico,
que corresponde a radiagdo ultravioleta B (UVB) (5-7). E ele o responséavel pelo dano
agudo na pele (queimaduras solares) (2). As queimaduras, quando se sucedem, tornam-
se um importante fator de risco para o surgimento do melanoma, fato ja confirmado em
diversos estudos, inclusive no nosso meio (8). Outros trabalhos mostram que uma dose
Unica conhecida de UVB pode induzir uma ativacdo melanocitica transitéria, com
alteragdes morfoldgicas e histolégicas em nevos melanociticos, por vezes simulando
melanomas iniciais. Entretanto, o mecanismo exato de formacdo dos melanomas ainda
nao esta totalmente compreendido (5,9-13).

As metaloproteinases da matriz-2 e -9 (MMP-2, MMP-9), também chamadas,
respectivamente, de gelatinases A e B, fazem parte de um grupo de enzimas
responsaveis pela reestruturagdo dos tecidos normal e patoldgico. Atuam degradando os
colagenos desnaturado (gelatina) e o tipo IV e, com isso, participando da morfogénese,
cicatrizagao, reprodugao, imunidade e angiogénese (14,15). Nas lesbes melanociticas, a

expressao de MMP-2 e MMP-9 é bem documentada em melanomas, cuja invaséo e
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crescimento tumorais essas enzimas facilitariam através da degradagédo do colageno e
estimulando neoangiogénese (16,17). No entanto, lesbes benignas, como nevos
melanociticos adquiridos comuns, nevos atipicos, nevos azuis ou nevos congénitos
gigantes ndo costumam apresentar ou exibem escassa positividade dessas enzimas (17-
19).

As gelatinases tém aumento de expressdo na pele humana normal, apés
irradiacdo com ultravioleta B, expressando-se principalmente em fibroblastos dérmicos
(20,21). Krengel et al observaram a expressao da MMP-2 em nevos irradiados com UVB
em queratindcitos basais lesionais, porém nao, em células névicas (12). Faltam estudos
que investiguem a expressdo da MMP-9 nas diversas estruturas histolégicas de nevos
irradiados com UVB.

A avaliagdo dos mecanismos fisiopatoldgicas, que ocorrem durante a exposi¢cao
ultravioleta em nevos melanociticas, € uma das maneiras de fundamentar o melhor
entendimento da relagao, ja bem estabelecida em estudos anteriores, entre essa radiagao
e o surgimento de melanomas.

O objetivo do presente estudo é colaborar com os conhecimentos ja existentes
sobre os efeitos que a radiacao ultravioleta B acarreta em nevos melanociticos, nas suas
distintas linhagens celulares. Assim, seu propésito €& observar a expressdo das
gelatinases nestas lesdes, comparando o lado irradiado com o lado n&o irradiado e tentar,
com isso, trazer alguma contribuicdo para o entendimento dos aspectos envolvidos na
transformacao de lesdes melanociticas benignas em melanomas. Essa expressao das
gelatinases em nevos melandcitos irradiados poderia demonstrar que a acédo exercida
pela radiagdo UV em células melanociticas benignas seria capaz de desencadear um

processo proliferativo e de neoangiogénese, semelhante ao das neoplasias malignas.
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7. REVISAO DA LITERATURA

7.1. Nevos melanociticos

Definicéo

O conceito da palavra nevo é ainda, por vezes, tema de debate. A dificuldade em
se ter uma definigdo mais precisa deve-se ao fato de ela ser utilizada para lesdes tanto
neoplasicas, como nao-neoplasicas, congénitas ou adquiridas, assim como hereditarias
ou nao. Sao definidos como acumulos de células provenientes de malformacdes, sendo
que alguns destes sdo conceituados como “...uma malformacédo a partir de uma espécie
de mosaicismo genético” (1,22). Os nevos melanociticos sao lesbes originarias dos
melandcitos, células provenientes da crista neural, possuindo fungdes especializadas

(23).

Aspectos epidemiolégicos

Estudos epidemioldgicos realizados em paises escandinavos, Reino Unido e
Estados Unidos demonstram que nevos melanociticos estdo presentes em 0,2 a 3% dos
recém-nascidos (24-28). Na maioria dos pacientes, ttm um grande aumento, em termos
de quantidade, durante a infancia e adolescéncia até a terceira década de vida. A partir
dai, seu surgimento parece estacionar, inclusive, com uma tendéncia a involugdo na
terceira idade (7,29-31).

O crescimento do niumero de nevos, ja na infancia, € demonstrado por um estudo
australiano que avaliou a prevaléncia de nevos melanociticos, por faixa etaria, em 193
criangas pequenas. Aquelas com idade entre 12 a 17 meses de vida apresentavam mais
de um nevo em 54% dos casos, porém nenhuma evidenciava mais do que dez. Esse

percentual vai aumentando de acordo com a idade. Assim, verificaram-se mais de 10
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nevos em: 6% dos casos entre 18 e 23 meses; 8% dos casos entre 24 e 29 meses; 34%
dos casos entre 30 e 35 meses; 55% dos casos entre 36 e 41 meses, e em 68% das
criangas com mais de 42 meses (32). Ainda sobre a presenca de nevos na infancia,
Wiecker et al ao estudarem 1812 criangas na Alemanha, encontraram um crescimento em
relagdo ao numero de nevos com a idade, com uma meédia de 3 lesbes aos 2 anos,
chegando a média de 19 com 7 anos de vida (P < 0.0001) (33).

Em relagdo ao aumento de nevos durante a puberdade e adolescéncia, Darlington
e colaboradores realizaram um estudo longitudinal com 111 criangas entre 12 e 13 anos e
encontraram uma densidade de 130,1 nevos/m? na média da populacdo estudada. Apods
um periodo de 5 anos, nova contagem evidenciou uma densidade de 215,5 nevos/ m? na
mesma populagao (34).

A prevaléncia de nevos, nas distintas faixas etarias, foi avaliada em um estudo
britdnico realizado por Mackie e colaboradores. Os autores examinaram o numero de
nevos em um grupo de pacientes entre 4 dias e 96 anos de idade. Encontraram um
aumento progressivo no numero de nevos na infancia e adolescéncia até a terceira
década de vida. Dos 30 aos 80 anos, observou-se um leve declinio na quantidade e, a
partir dai, uma queda que atingia niveis semelhantes aos encontrados na fase pré-puberal

(29).

Classificacéo

Os nevos melanociticos podem ser divididos em congénitos ou adquiridos. Os
congénitos, por definicdo, sdo aqueles presentes desde o nascimento. Eventualmente,
podem surgir nevos com aspectos clinicos e histoldgicos indistinguiveis dos nevos
congénitos desde o primeiro més até o segundo ano de vida e que, dessa forma, sao
considerados como tal (28,35,36). Sdo subdivididos, obedecendo a critérios aleatérios, de

acordo com seu tamanho. Assim, sdo chamados de pequenos, aqueles menores do que
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1,5 cm; de médios, os maiores ou iguais a 1,5 cm e menores ou iguais a 20cm; e de
gigantes, os que medirem mais do que 20 cm (1,37,38).

Os nevos melanociticos adquiridos (NMA) s&o subdivididos de acordo com suas
caracteristicas histo-patolégicas. Sdo chamados de juncionais (NMJ) quando ha ninhos
de melandcitos presentes somente na jungdo dermo-epidérmica; intradérmicos (NMI)
quando ha ninhos somente no derma, e de compostos (NMC) quando se apresentarem

células névicas na juncao e na camada dérmica (39,40).

Fatores etiolégicos

Os fatores genéticos tém papel fundamental na origem dos nevos melanociticos,
tanto congénitos como adquiridos (4,7,41,42). Distintos trabalhos demonstraram a
prevaléncia aumentada de nevos melanociticos em membros da mesma familia
(4,39,41,43).

Wachsmuth e colaboradores estudaram a densidade de nevos melanociticos em
um grupo de 221 pares de gémeos com idades entre 10 e 18 anos no Reino Unido.
Encontraram um aumento da densidade em gémeos monozigoticos em relagdo aos
dizigdticos controlando para idade e exposi¢ao solar. Trabalho semelhante foi realizado
por Zhu et al, na Australia, com achados similares (42,43).

Um estudo alemé&o analisou 1812 criancas e seus pais com relacdo a fatores
independentes de risco para desenvolvimento de nevos melanociticos nas criangas. Os
autores encontraram uma associagado entre o maior nimero de nevos nas criangas € em
seus pais, achado que sugere o carater hereditario dos nevos (33).

Apesar da relagado entre a heranga genética e o surgimento de nevos estar bem
exemplificada na literatura, ainda ndo se identificou um gene diretamente associado a
eles (44). Entretanto, algumas mutacdes ja foram encontradas em nevos. Kumar et al

observaram que os genes NRAS e BRAF apresentavam mutagdes em 81% dos nevos
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investigados, numeros semelhantes aos encontrados por Saldanha e colaboradores em
22 nevos (45,46). Estudos com genes CDKN2A e CDK4, presentes em muitos casos de
melanoma familiar, mostram resultados conflitantes em relagédo a sua participacdo na
génese dos nevos (41,45-49). A participagdo de proto-oncogenes, como o c-met,
encontrado em diversos tecidos embrionarios, também foi sugerida (50).

Caracteristicas pigmentares, tais como a pele clara, cabelos e olhos claros, maior
tendéncia em desenvolver efélides e maior propensdo a queimaduras solares, parecem
também ser marcadores de risco para o desenvolvimento de nevos melanociticos
(4,32,51). Um estudo, com 913 criangcas canadenses, demonstrou que aquelas que
tinham pele mais clara, mais facilidade para se queimar e propensao para desenvolver
efélides, tinham um maior nimero de nevos (52). Carli et al estudaram 3127 criangas e
encontraram uma contagem maior de nevos naquelas de cor mais clara, cabelos louros e
olhos azuis (53). Quinhentas e vinte e quatro criangas suecas, estudadas por Synnerstad
e colaboradores, também mostraram que pele e olhos claros s&o marcadores de risco
para desenvolver nevos (30).

A radiagao ultravioleta tem sido considerada como o principal fator de risco
ambiental relacionado ao surgimento de nevos melanociticos adquiridos (4,7,30-32,54-
57). Experimento com modelo animal de nevos melanociticos humanos mostrou que o
UVB esta mais associado ao surgimento de nevos do que o UVA, a luz visivel e todos
esses espectros reunidos (58). Ainda, estudos indicam que a exposicdo a RUV antes dos
20 anos de idade é determinante para o surgimento dos nevos melanociticos (4,55,56).
Dessa forma, criangas que vivem em regides de clima tropical parecem estar mais
suscetiveis a ter mais nevos (4,54).

O padrao sazonal ou intermitente de exposicdo ao sol tem importante papel no
aparecimento de novos nevos. Isto ocorre quando pessoas passam grande parte do ano

sem se expor ao sol e, durante os meses mais quentes, abusam da fotoexposicéo,
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apresentando queimaduras. Estudos ja detectaram a importancia das queimaduras
solares na infancia e da exposi¢ao ao sol durante as férias para o surgimento de nevos
(52,54-56). Wiecker et al demonstraram que atividades de lazer ao ar livre e maior tempo
de exposi¢cdo ao sol nas férias estavam associados a maior densidade de nevos em
criangas (33).

Wachsmuth et al, que estudaram a participacdo da heranga genética na etiologia
dos nevos melanociticos em gémeos, avaliaram, utilizando os mesmos pacientes, o efeito
da radiacdo ultravioleta, observando que a densidade de nevos era maior naqueles
individuos que se expunham mais ao sol no seu tempo de lazer (44).

A afirmativa de que o uso de filtros solares previna ou reduza o surgimento de
nevos melanociticos permanece controversa. Alguns trabalhos apontam os filtros solares
como capazes de diminuir o surgimento de nevos (7,32). Em um ensaio clinico
randomizado, Gallagher et al analisaram 309 criangas por 3 anos e encontraram um fator
protetor para desenvolvimento de nevos no grupo de criangas alocado para utilizar filtros
solares (média de nevos: 24 x 28; p=0,048) (7). Entretanto, outros estudos nao foram
capazes de detectar esse efeito. Provavelmente, isso se deva ao fato de os individuos
que utilizam filtros em maior quantidade, acabarem intensificando sua exposicao frente ao

sol (44,59,60).

Patogénese dos nevos melanociticos

Como ja foi antes comentado, as células névicas parecem ter origem dos
melanoblastos da crista neural (39). Entretanto, o mecanismo completo pelo qual os
nevos melanociticos sdo formados ainda nao esta bem elucidado (40). Segundo Unna,
em trabalhos datados do final do século XIX, os nevos melanociticos originar-se-iam de
melandcitos epidérmicos que migrariam em diregdo a derme até atingir suas proporgdes

finais, processo chamado de abtropfung (61). Um trabalho que corrobora esta teoria é o
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de Riley. Segundo ele, os melandcitos, quando em contato constante com células
aceptoras eficazes em fagocitar seus melanossomas, como os queratinécitos, diminuem
sua reproducgdo, ao passo que nevomelandcitos, desprendidos no derma superior, teriam
uma capacidade reprodutiva maior (62). Outro achado que reafirma o carater
descendente das células névicas, parte da constatagdo da presenca de componentes de
zona da membrana basal, ricos em lamininas, integrinas e colageno IV, encontrados em
células ou ninhos névicos em diversas alturas da pele (63).

As células névicas parecem sofrer um processo de maturagcao desde a epiderme,
encontrando-se na camada superior células cuboidais de citoplasma grande e diversos
granulos de melanina (epitelidides ou tipo “A”), com fungdes e morfologia semelhantes
aos melandcitos epidérmicos. No derma médio, diminuem de tamanho, possuem
citoplasmas menores e menos melanossomas (células tipo “B”); finalmente, as células
tipo “C” encontram-se no derma profundo, sdo fusiformes e ndo costumam apresentar
granulos de melanina, o que lhes confere um aspecto neuroide (40,64).

Segundo essa teoria, a expectativa seria de que quanto mais jovens os pacientes,
mais superficiais seriam os nevos encontrados. Entretanto, Worret et al estudaram 3534
nevos e verificaram que criangas abaixo de 10 anos ndo possuiam nenhum nevo
puramente juncional, mas sim 52% de nevos compostos e 48% de intradérmicos. Em
idosos, encontraram 12% de nevos juncionais, 23% de compostos e 65% de dérmicos
(65).

E postulado por autores que as células névicas possam ter duas origens. Os
nevos melanociticos com formagédo de ninhos juncionais ou de derma superior seriam
originarios de melandcitos epidérmicos, enquanto os nevos mais profundos adviriam de
células neurais, que ndao melandcitos, possivelmente de células de Schwann. Estudos
com imunoistoquimica mostram caracteristicas fenotipicas de células de Schwann em

células névicas tipo “c” (64,66).
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Caracteristicas Clinicas

Os nevos melanociticos congénitos pequenos e médios costumam apresentar
formas arredondadas ou ovais, sendo lesdes hipercrdmicas que, inicialmente, podem ser
manchas, evoluindo mais tarde para a formacado de papulas, nédulos ou placas (39).
Pélos podem ou néo estar presentes. Na puberdade, sdo comuns o aumento de pélos e o
escurecimento das lesbes (1). Seu tamanho € variavel e determinante na classificagao,
como ja foi referido anteriormente. A superficie pode ser lisa ou rugosa, por vezes,
adquirindo aspecto verrucoso (39). A diferenciacdo em relagédo aos nevos melanociticos
adquiridos, nos casos em que a época de surgimento das lesbes for incerta, pode ser
muito dificil, muito embora os nevos congénitos possuam tendéncia a serem maiores (67).

Os nevos melanociticos congénitos grandes ou gigantes possuem caracteristicas
clinicas semelhantes, porém com maiores proporgdes (39). E muito comum a presencga de
lesbes satélites menores, circundando os nevos gigantes (68). Os pélos estdo presentes
em quase todos os casos (39). Ha uma associagao importante entre a melanose
leptomeningea e os nevos melanociticos congénitos gigantes, principalmente quando
esses se localizam no feixe dorsal axial e quando um grande numero de lesdes satélites
esta presente (39,50,69).

Os nevos melanociticos adquiridos sao definidos clinicamente de acordo com seu
tamanho, cor, simetria e bordas (3). Costumam ser lesdes simétricas, com bordas
regulares e superficie elevada ou plana. Sua coloragdo € homogeneamente distribuida,
variando em tons de marrom. A definicdo de nevos adquiridos, na maioria dos estudos
que os avaliam, determina o seu tamanho num didmetro que seja maior ou igual a 2mm e
menor ou igual a 10mm e que apresentem as caracteristicas descritas

(3,4,8,30,31,37,44,52,57,70-73).
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Levando em consideracdo os subtipos histo-patologicos, os nevos com
componente exclusivamente juncional costumam se apresentar como maculas ou
manchas marrom-escuras, sendo que os compostos se apresentam em tons de marrom
mais claros que o0s juncionais e com aspecto papuloso. Os nevos intradérmicos
freqlientemente se caracterizam como papulas ou nédulos da cor da pele, eventualmente

formando lesdes pedunculadas ou sésseis nas axilas, coxas e pescogo (1).

Outros nevos melanociticos

O estudo dos nevos melanociticos envolve o conhecimento dos distintos subtipos
clinico-patolégicos existentes. Passa-se a comentar, a seguir, alguns aspectos gerais das
principais entidades pertencentes a esse diagnostico diferencial, apontando suas
caracteristicas clinicas primordiais.

- Nevos displasicos:

Os nevos displasicos sao também chamados de nevos de Clark ou atipicos.
Estudos de prevaléncia mostram que eles estdo presentes em 5-18% dos pacientes das
amostras estudadas (37,74). Clinicamente, sdo lesbes que costumam medir acima de
5mm de didmetro, apresentam certa assimetria, bordas irregulares; s&o planos, porém
com centro papuloso em certos casos (75). A coloragido costuma ser mais heterogénea do
que a dos nevos melanociticos aquiridos (1,37,39). Podem ocorrer esporadicamente ou
por heranca familiar. Queimaduras solares antes dos 20 anos de vida estdo associadas
ao seu surgimento nas formas esporadicas (55). Podem formar a chamada sindrome B-K,
que leva as iniciais das duas familias que foram inicialmente estudadas (76). A sindrome
consiste na presenca de 100 ou mais nevos, sendo que pelo menos um nevo € maior ou
igual a 8 mm de didmetro e pelo menos um &, clinicamente, considerado atipico (74). Pela
falta de critérios clinico-patologicos precisos para o diagndstico do nevo displasico e da

sindrome dos sinais B-K, nem sempre, essas entidades séo aceitas (77).
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- Nevo de Spitz:

Antes denominado de melanoma juvenil, esse € um tipo de nevo composto com
caracteristicas clinico-patolégicas peculiares (78), sendo também denominado de nevo de
células fusiformes e ou de células epitelidides (1,75). Costuma ser diagnosticado na
infancia e adolescéncia, representando aproximadamente 1% dos nevos excisados em
criangas (39). Clinicamente, apresenta-se, habitualmente como uma papula ou nédulo,
unico, circunscrito, simétrico e em coloragéo résea ou marrom clara (79,80). Em geral,
essa espécie de nevo mede menos do que 1 cm de didmetro (80). O diagndstico
diferencial em relacdo ao melanoma muitas vezes € dificil. Face, pescoco e extremidades
sao suas localizagbes mais comuns (80). Os nevos de Reed correspondem a uma
variante pigmentada do nevo de Spitz (1).

- Nevo halo:

S&o também chamados de nevos de Sutton ou leukoderma acquisitum
centrifugum. Os nevos melanociticos, em geral, podem apresentar esse fendmeno que
ocorre quando aparecem circundados por um halo de despigmentagdo que leva a
absorgao e regressdo do nevo central (81). A mancha hipo ou acrédmica persiste por
alguns anos e tende a repigmentar mais tarde (1), podendo apresentar-se de forma
isolada ou multipla. Sua ocorréncia € mais comum em criancas e adolescentes (75).
Apesar de sua presenga poder estar associada ao vitiligo, ha indicagdes de que
correspondam a duas doengas distintas. Estudos com HLA e biologia molecular
demonstraram diferencas na patogénese do vitiligo e dos nevos halo. O mecanismo pelo
qual o fendmeno ocorre nao é totalmente compreendido, porém parece se tratar de uma
reagdo auto-imunoldgica contra células névicas e que, em alguns casos, poderia ter os
melanociticos da pele como epitopos a distancia, o que geraria o vitiligo (82,83). Um

infiltrado de linfocitos ativados, na maioria citotoxicos, esta presente no estudo
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anatomopatoldgico e, inclusive, no sangue periférico (84). A diferenciacdo, com o halo
melanoma, € a principal questao (85).
- Nevo azul:

Os nevos azuis sdo lesbes pigmentadas pouco frequientes, constituidas por
acumulos de melandcitos, capazes de produzir melanina, e que ficaram retidos na derme
no decorrer da migragao da crista neural para a pele, durante o periodo embrionario (86).
Devido ao efeito Tyndall, apresentam-se sob cor azul-acinzentada que lhe é caracteristica
(39,87). Consistem em papulas ou nédulos firmes, isolados, simétricos, cupuliformes, com
0,5 a 1,0cm de didmetro (88). A face, as nadegas e o dorso de méos e pés sao as areas
mais acometidas (1).

- Nevo combinado:

Sao lesdes que possuem dois tipos de nevo, conjugados, identificaveis no estudo
anatomopatoldgico (89,90); usualmente, nevos azuis associados a outros. Clinicamente,
essa sobreposi¢cao confere irregularidades as bordas dos nevos, lesdes maiores, com
heterogenicidade de cores em grande parte dos casos. Por isso, muitas vezes, seu
diagnéstico é dificil, mesmo na histopatologia (89).

- Nevo salpicado:

Tipo pouco comum de nevo que consiste em uma mancha hipercrémica, medindo
de 1 a 6 cm de diametro, com pequenas papulas ou maculas salpicadas e mais escuras
que a mancha circundante (1,39,91). Costuma ser adquirido, surgindo ainda na infancia

(67,92). Lesdes maiores ou zosteriformes podem ocorrer (91).

7.2. Melanoma
A incidéncia do melanoma cutdneo vem aumentando na populagdo branca em
todo o mundo, nas ultimas décadas (31,72,93-105). Segue-se a isso, porém em menor

escala, um aumento na mortalidade (99,106). Entretanto, a taxa de sobrevida geral em 5
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anos tem melhorado. Isso se deve ao fato de o diagndstico estar sendo feito de maneira
mais precoce (3,93). Instalagbes de sistema de registro compulsério de casos novos e de
programas de controle e prevencdo da doenga sdo fundamentais para um melhor
entendimento e manejo do melanoma (106-108).

A incidéncia de melanoma no Brasil também vem aumentando (109). Entretanto,
faltam, em nosso meio, formas de afericdo mais precisas sobre sua taxa real de
ocorréncia (110). A estimativa do INCA para 2005 é de que tenhamos 5820 casos novos
de melanoma, diagnosticados no Brasil. Aponta-se para a regido sul uma incidéncia de
8,59 casos novos /100.000 habitantes/ano e 9,66 casos novos/ 100.000 habitantes/ano,
respectivamente em homens e mulheres, as maiores do pais (111).

No restante da América do Sul, pouco se conhece, também, em relagcdo a
incidéncia real do melanoma. Um estudo epidemiolégico realizado no extremo sul chileno,
na cidade de Punta Arenas (53°S ), observou um aumento na incidéncia de 1,1 para 1,9
casos por 100000 habitantes nas ultimas décadas, associado a diminuicdo da camada de
ozbnio antartica (98), também um aumento da mortalidade pelo melanoma ficou
evidenciado naquele pais (112). Na Argentina, dados da década de 90, mostram uma
mortalidade em homens e mulheres de, respectivamente, 0,7 e 0,4/100000 habitantes
(73).

Em paises desenvolvidos, os dados em relacdo a incidéncia e mortalidade por
melanoma sido mais precisos. Na Australia, pais com a maior incidéncia de melanoma no
mundo, observa-se um aumento na incidéncia nos sexos masculino e feminino de,
respectivamente, 22 % e 12%, nos ultimos 10 anos (93). Na Nova Zelandia, dados
recentes evidenciam um aumento de sua incidéncia na populacado branca, passando de
6,2/100000 em homens e de 9,1/100000 em mulheres no periodo entre 1962-66 para
36,5/100000 e 33,2/100000, respectivamente, entre 1995-9, o que faz desse pais a

segunda maior incidéncia mundial da doenga (100). Dados do CDC em Atlanta mostram
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que, nos Estados Unidos, houve um aumento na incidéncia geral em 120,5% (6,5 para
14,0/100000) nos ultimos 30 anos na populagao branca. Entretanto, o aumento da
incidéncia de 1994-9 foi menor do que no periodo 1973-7, sugerindo que talvez se esteja
atingindo um plat6 (99).

Em paises europeus, diversos trabalhos confirmam o aumento na incidéncia do
melanoma. No Reino Unido, observou-se um aumento progressivo da incidéncia dos
melanomas em todas as faixas etarias nos ultimos 30 anos. A taxa geral gira em torno de
8 casos por 100000 habitantes (105). Um grande levantamento sobre a incidéncia de
cancer na Franga registrou um aumento de 5% ao ano nos casos de melanoma, nos
ultimos 20 anos (113). Um outro levantamento espanhol mostra que a incidéncia do
melanoma nesta populagédo entre 1993 e 1996 foi de 2,4 em homens e de 4,99/100000
(114). Dados aferidos nas regides de Vaud e Neuchatel, na Suigca, demonstram um
aumento sensivel da doenga nos ultimos anos, passando de 5,7 e 7,9 casos /100000
habitantes em homens e mulheres em 1978, para 16,8 e 18,7/100000, em 2002,
respectivamente (102).

Este aumento na incidéncia de melanomas atinge também as faixas etarias mais
baixas. Na Suécia, foi detectado um aumento de sua incidéncia em menores de 20 anos
na ultima década (30). De Vries e colaboradores estimam, considerando esse crescente
aumento na incidéncia de melanomas na populagdo branca, que o numero de casos
anual deva dobrar nos proximos 10 anos, passando a 4800 novos registros por ano na
Holanda (115).

Mas esse crescimento na incidéncia de melanomas na populagédo branca néo se
verifica em pessoas de fototipo mais escuro. Koh e colaboradores, ao avaliarem a
ocorréncia de melanomas nos ultimos 30 anos, em Cingapura, observaram que a
incidéncia de melanomas permaneceu constante na populagdo constituida de individuos

de fototipo igual ou maior que Ill, em sua maioria (116). Estudos com hispanicos, que
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também costumam ter fototipos mais altos, confirmam a menor incidéncia de melanomas
nessa populagdo em relagdo aos caucasianos (117,118). Segundo Nair e colaboradores,
a incidéncia na india é de 0,5 casos/100000 por ano (119). Em um hospital da Arabia
Saudita, somente 2 casos de melanoma foram diagnosticados durante um periodo de 20
anos, em mais de 70000 atendimentos (120). Em pacientes de fototipo mais escuro, além
do melanoma ser menos incidente, o tipo que predomina é o acrolentiginoso que, ao
contrario do padrdo encontrado nos caucasianos, ndo costuma estar relacionado a
radiagao ultravioleta e ao nimero de nevos presentes nos pacientes (121,122).

Fatores de risco constitucionais e ambientais estdo associados ao aparecimento
dos melanomas. A pele com fototipos mais claros, a presenga quantitativa (mais de 50
nevos adquiridos) e qualitativa (presenga de nevos atipicos) de nevos e a historia familiar
de melanoma s&o os principais fatores constitucionais para o seu surgimento
(34,93,96,106,123,124).

A radiagdo ultravioleta é considerada o principal fator de risco ambiental na
génese do melanoma, a exemplo do que foi descrito com nevos melanociticos
(7,8,30,53,55,56,93,95-97,106). A exposicdo solar intermitente, sob forma de
queimaduras, principalmente na infancia, € o comportamento mais associado a doenca
nos estudos epidemioldgicos (106). Em nosso meio, Bakos e colaboradores observaram,
em um estudo de casos e controles com pacientes com melanoma, que as queimaduras
foram o principal fator de risco no desenvolvimento da doenca, com uma raz&o de
chances de 11,4 (IC 95% 2,6-50,5) (8).

Isso serve tanto para os casos de melanoma tipo espalhamento superficial, que é
a forma mais comum em pacientes constitucionalmente predispostos, como para o tipo
nodular. O lentigo maligno, comum em idosos, parece estar mais relacionado a um
padrao cronico de fotoexposicao (106,125). O fato de os membros inferiores em mulheres

e do tronco em homens, areas costumeiramente mais fotoprotegidas ao longo do ano,



30

serem as mais acometidas pelo melanoma de espalhamento superficial sugere que este

risco esta associado a exposigao sazonal ao sol, principalmente em tempo de lazer (97).

7.3. Associacédo de nevos e melanoma

As relagbes entre os melanomas e nevos melanociticos permanecem em debate,
principalmente devido a necessidade em se conhecerem melhor seus aspectos
histogénicos (126). A maioria dos melanomas, em torno de 70% dos casos, surge da pele
normal. A outra parcela encontra-se associada aos nevos e determina sua importancia
como precursores (94). Kaddu et al estudaram 667 exames histopatologicos de
melanomas e encontraram 22% associados a estruturas névicas. Observaram, também,
que os melanomas associados histologicamente a nevos tinham espessuras menores e
melhor sobrevida. Isso possivelmente se explique pelo fato de que lesdes malignas,
quando associadas a lesdes de caracteristicas clinicas benignas, sejam identificaveis de
maneira mais precoce (126). Tsao e colaboradores estimam que a chance anual de
conversao de cada nevo em melanoma € pequena (0,0005%) para pessoas com menos
de 40 anos, porém aumenta, principalmente apds os 60 anos de vida (94). Além de
precursores, 0s nevos melanociticos podem também ser importantes marcadores de risco
para melanoma. A relagao dos principais tipos de nevos, com o melanoma, sera mostrada

a seguir.

Associacdo com nevos congénitos

Ja é sabido que a presencga de nevos melanociticos congénitos grandes implica
um maior risco de desenvolvimento do melanoma (28,127,128). Estima-se que essa
associagao ocorra em 2,9 a 20% dos casos (129,130). Os melanomas costumam surgir

precocemente, acometendo, em geral, criangas abaixo de 10 anos de vida (28). O nevo
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gigante é o sitio principal de seu surgimento, embora possa ocorrer também em outros
locais extra-cutaneos como as leptomeninges (130).

Egan et al acompanharam 46 criangas com nevos gigantes por um periodo de
aproximadamente 7 anos e observaram 2 pacientes apresentando 3 melanomas, todos
originados nos nevos (130). Hale et al diagnosticaram 10 casos de melanoma em 205
criangas com nevos congénitos grandes e encontraram uma associagdo positiva na
relacdo entre o tamanho do nevo e o surgimento da neoplasia (131). Uma revisao de
melanoma na infancia e adolescéncia foi realizada de 1980 a 2000 no Hospital do Cancer
de Sao Paulo e encontrou 32 casos, 5 deles associados a nevos melanociticos
congénitos gigantes (132).

O risco de nevos congénitos médios e pequenos serem precursores de melanoma
permanece incerto (24). E sugerido que esta relacdo exista, porém que seja menor do que
aquela atribuida aos nevos congénitos grandes (37,128). A literatura carece de estudos
longitudinais com pacientes portadores desses nevos e seguimentos a longo prazo. Sahin
et al acompanharam por um tempo médio de 5,8 anos, 227 pacientes com 230 nevos
congénitos médios, mas ndo encontraram nenhum caso de melanoma (133).

Em 1992, Rhodes publicou os resultados de seu trabalho com 234 melanomas, em
que encontrou restos histolégicos de nevos congénitos pequenos em 8,1% (19/234) dos
casos. Os critérios para a definigdo dos nevos como congénitos foram a presenga de
células névicas entre as fibras colagenas dos 2/3 inferiores do derma reticular e/ou das
células em um ou mais anexos cutaneos (foliculos, glandulas sebaceas, musculo eretor
do pélo e ductos écrinos) (134). Maia et al encontraram, em amostra de 204 melanomas,
44 associados a nevos (21%). Diferentemente de em Rhodes et al, nesse estudo, os
nevos foram classificados como congénitos, a partir de informagdes clinicas daqueles que
afirmavam taxativamente que a “pinta” existia desde o nascimento (123). Berg e Lindelof

na Suécia acompanharam pacientes com 1058 nevos melanociticos congénitos, dentre os
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quais 93% eram pequenos. Apés um seguimento de mais de 15 anos, nao encontraram

nenhum melanoma nesses pacientes (24).

Associacdo com nevos adquiridos

Os nevos adquiridos podem ser identificados como precursores de melanoma
(94,126); entretanto, estudos mostraram sua importancia também como marcadores de
risco (3,4,135). Um dos primeiros estudos de caso-controle que avaliou a associacao da
contagem de nevos ao risco de melanoma, foi realizado por Holly et al em 1984. Segundo
seu relato, a presenca de mais de 50 nevos melanociticos adquiridos foi considerada o
principal fator de risco (3). Desde entdo, trabalhos com populagdo branca em diversos
paises apontam o numero excessivo de nevos melanociticos adquiridos como um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma (4,53,55-
57,71,73,96,136). Como 80% dos pacientes com melanoma costumam apresentar mais
de 50 nevos, esse parece ser o numero mais sugestivo para estabelecer um aumento de
risco (37). Garbe et al estudaram 513 pacientes com melanoma e 498 controles, havendo
encontrado um risco relativo de 7,6 em pacientes com mais de 100 nevos em relagdo aos
que possuiam menos que 10 (96). Rodenas e colaboradores encontraram, em pacientes
com melanoma, maiores contagens gerais de nevos, inclusive no sitio de surgimento da
neoplasia, embora outros autores ndo concordem com este ultimo achado (4,71). Uma
metanadlise de 26 artigos que avaliaram numero de nevos como fator de risco para
melanoma, indicou um risco relativo de 6,89 (IC95% 4,63- 10,25) para aqueles com mais
de 100 nevos em relagdo aos com menos de 15 (136).

Os melanomas de espalhamento superficial e nodular sdo os tipos clinico-
patolégicos mais associados a contagens aumentadas de nevos, ja que tanto no caso de
nevos melanociticos, como nesses tipos de melanoma, seu surgimento esta

significativamente associado as queimaduras solares na infancia (4). Rokuhara et al
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realizaram estudo com pacientes portadores de melanomas e controles na populagao
japonesa. Detectaram, nessa populagdo asiatica, a associagdo entre nimero aumentado
de nevos e melanomas de espalhamento superficial e nodular, porém nao com

melanomas acrais (31).

Associacdo com nevos displasicos

Os nevos displasicos podem ser considerados marcadores de risco e precursores
de melanomas (4,37). Kaddu e colaboradores observaram a sua importancia como
precursores, quando revisaram 148 melanomas associados a nevos no exame histo-
patoldgico, e encontraram seus restos em 80 casos (126).

Diversos estudos comprovam a associacdo dos nevos displasicos como
marcadores de risco para melanoma; entretanto, a maioria deles leva em consideracéo o
diagnéstico clinico do nevo, sem estabecer a correlagao histolégica (74). Em um estudo
caso-controle, Tucker et al, examinaram 716 casos de melanoma e 1014 controles. A
presenca de 1 nevo displasico indicava um risco de duas vezes, enquanto a presenca de
mais de 10 nevos atipicos implicava um risco doze vezes maior que em pacientes sem a
presenca dos nevos (137). Outro estudo caso-controle multicéntrico, realizado na
Alemanha, registrou a presenca de mais de 5 nevos displasicos como um fator de risco
independente para o surgimento do melanoma, com um risco relativo ajustado de 6,1
(96). Bataille et al revisaram os fatores de risco para casos de melanoma na populagao
branca australiana e britdnica. Observaram, em ambas, o aumento de risco em
portadores de mais de 3 nevos displasicos. Na populagdo australiana, os nevos
displasicos eram mais prevalentes, sugerindo a agdo mais intensa da radiagao ultravioleta
na génese desses nevos e dos melanomas em pessoas de pele clara, que vivem em

paises com clima tropical (57). Gandini et al encontraram em sua metanalise um risco
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relativo de 6,36 (IC95% 3,80 — 10,33) para aqueles que tinham mais de 5 nevos atipicos
(136).

Pacientes que apresentam nevos displasicos de carater familiar, exemplificado na
sindrome dos nevos displasicos, tém também um risco significativo de desenvolver

melanomas (4).

7.4. Radiacao ultravioleta

Conceitos fundamentais

O sol é a maior fonte de radiagdo ultravioleta (RUV) que interage com o ser
humano. A RUV faz parte do chamado espectro eletromagnético e compreende a faixa de
comprimento de onda entre 200 e 400nm (138). E classificada, de acordo com seu
comprimento de onda, em UVA1 (340-400nm), UVA2 (320-340nm), UVB (290-320nm) e
UVC (200-290nm). A radiagao ultravioleta abaixo de 290 nm é toda filtrada na atmosfera
pela camada de 0z6nio e oxigénio, assim como grande parte da faixa de UVB (138,139).
A UVA representa mais de 95% da radiagao ultravioleta na superficie terrestre, sofrendo
pequena variabilidade durante o dia. A UVB é mais incidente quando o sol se encontra
perpendicular a Terra, proximo ao meio-dia, diminuindo nas duas extremidades do dia.
Mesmo assim, é responsavel por somente 5% da radiagao ultravioleta nesse horario
(140).

A penetrabilidade da RUV na pele depende do comprimento de onda, da
reflectdncia e de reacgbes fotoquimicas. Para ocorrer uma reacgado fotoquimica é
necessario, basicamente, que um féton seja absorvido por um cromoforo. Na pele, a
radiagdo ultravioleta atua como um foéton, podendo ser refletida ou absorvida por
cromoforos. A radiacdo ultravioleta B penetra até o derma superior, pois seus principais

cromoforos (DNA, RNA, tirosina, triptofano, melanina) situam-se até essa profundidade. A
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UVA tem comprimento de onda maior, € menos absorvida por cromoéforos epidérmicos,
penetrando até o derma médio (140,141). Os efeitos da RUV na pele podem ser agudos
como as queimaduras solares e as mudangas na imunidade cutdnea; e cronicos,

principalmente, o fotoenvelhecimento e a fotocarcinogénese (142).

Efeitos agudos

Os efeitos agudos da radiagao ultravioleta sdo, em sua maior parte, prejudiciais a
pele, causando, inclusive, respostas adaptativas. Sdo eles as queimaduras solares, o
estimulo a melanogénese (bronzeado) e a imunossupressdo. O estimulo a sintese da
vitamina D € uma excecgao (143).

A primeira reacao inflamatéria na pele, secundaria a radiagao ultravioleta, é a
vasodilatagdo. O eritema consequiente dessa vasodilatagao € bifasico. O eritema inicial
que surge logo apos a exposicéo, € seguido de um eritema mais potente, que comega na
primeira hora apos a fotoexposicdo e pode aumentar até 24-48 horas mais tarde.
Dependendo da intensidade, as queimaduras podem ser acompanhadas de edema e,
inclusive, de bolhas. Este efeito estd mais relacionado com o UVB, considerado o
espectro eritematogénico da radiagado ultravioleta. O UVA expressa um eritema mais
tardio (144).

Queimaduras por radiagao ultravioleta, principalmente por UVB, s&o responsaveis
por mudangas imunolégicas na pele nos 10 dias seguintes a exposicao (145), capazes de
gerar um estado de imunossupressao local ou até sistémico (146). Isso ocorre através de
um mecanismo complexo. Sabe-se que a radiagdo ultravioleta € capaz de promover a
alteragado da quantidade e funcionalidade de linfocitos T (147,148); estimular a liberagao
de mediadores inflamatdrios e citoquinas (IL-10, IL-12) (149,150); diminuir a capacidade
de apresentagdo de antigenos pela deplegdo de células de Langerhans (151,152),

fazendo com que haja uma diminuigdo da imunidade celular (144). Tais alteragdes levam
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a pele a ficar mais susceptivel a infecgdes bacterianas e virais e a diminuir a vigilancia
quanto ao surgimento de neoplasias (140,144). Cestari e colaboradores exemplificaram
essa modulagao da resposta imune cutanea, demonstrando que, em pacientes Mitsuda
positivos, os granulomas de leprominas ficavam reduzidos nas areas irradiadas com RUV
€ passavam a conter menos linfocitos (147). Byrne et al observaram pela primeira vez, em
modelos experimentais com animais, que a RUV pode, inclusive, alterar o funcionamento
de linfocitos B. Sugerem que isto dificultaria a apresentagcdo de antigenos e,
consequentemente, reduziria linfocitos T ativados (146).

Pequenas doses de UVB sdo necessarias para estimular a sintese da vitamina D
(153). A RUV é fundamental para a isomerizagao do 7-dehidrocolesterol na pré-vitamina
D, que entao é convertida em 1,25 (OH2) vitamina D3, forma ativa do horménio que é
mais eficiente na absorgao de calcio (143).

A pele possui dois mecanismos de defesa principais aos danos da RUV: o
espessamento epidérmico com hiperceratose e o aumento de produgdo de melanina
pelos melandcitos (143). Poucos minutos de exposicdo ao sol sdo necessarios para
estimular o bronzeado. Isto se da através de um processo foto-oxidativo e de
reorganizagdo da melanina disponivel, estimulados pelo UVA. O bronzeado tardio vem
com o aumento da melanogénese através da tirosinase e a transferéncia da melanina
produzida nos melandcitos pelos seus dendritos para os queratindcitos (140,143). E
importante ressaltar que os melanécitos, dependendo do fendtipo pigmentar dos
individuos (fototipos), variam na taxa de sintese de melanina, na capacidade de produzir
eumelanina (pigmento marrom-preto) ou feomelanina (amarelho-vermelho) e na maneira
de transferir os melanossomos para os queratindcitos. Tais variagbes determinam as

distintas tonalidades de pele observadas no ser humano (143).
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Efeitos crbnicos

Os principais efeitos crénicos da radiacéo ultravioleta sdo o fotoenvelhecimento ou
fotodano e a participagédo no surgimento de neoplasias cutaneas (9,138).

O envelhecimento cutaneo, associado a exposicdo prolongada a radiagéo
ultravioleta, caracteriza-se por rugas, atrofia cutdnea, perda da elasticidade da pele e
manchas hiper ou hipocrémicas precoces. Diferengas clinicas e histolégicas ocorrem em
relagdo ao envelhecimento biolégico (154). Aqueles individuos, que utilizaram uma
fotoprotegcado mais intensa, apresentaram sinais de envelhecimento concernentes com sua
idade bioldgica. Inclusive, pessoas de pele mais escura possuem uma protecdo natural
que retarda esses sinais (155).

A fisiopatologia do envelhecimento cutidneo pelo dano actinico envolve um
mecanismo celular complexo. Inicia com um processo fotoquimico entre cromoforos
cutaneos e a RUV com liberagao de radicais livres de oxigénio (156) e uma cascata de
eventos, tais como: sinalizacdo de citoquinas, maior expressdo de receptores de
superficie celular, fatores transcriptores e liberagcdo de enzimas responsaveis pela
degradacao das estruturas que sustentam a pele (157).

A radiacgao ultravioleta A tem um papel importante nesse processo, pois penetra
até niveis mais profundos do derma. O exame histopatolégico de pacientes
fotoenvelhecidos revela, principalmente, alteragées do colageno e depdsitos de material
elastético dérmico (elastose solar) (9). Ainda a esse respeito, Berneburg et al
encontraram, na pele de voluntarios irradiados com doses sucessivas de UVA, mutagdes
do DNA mitocondrial de fibroblastos associadas ao processo inicial do fotodano na derme
(158). A agdo do UVB também tem importancia, no que se refere as alteragbes

epidérmicas e de derma superficial (140).
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Estudos epidemiolégicos mostram que os efeitos mais relevantes, relacionados a
RUV, envolvem a sua participagao no surgimento de neoplasias cutaneas melanociticas e
queratinociticas (125,159). Gandini e colaboradores realizaram uma metanalise dos dados
obtidos nos principais sitios de busca na rede mundial de computadores, publicados até
setembro de 2002, avaliando as relacbes entre radiacdo ultravioleta e melanoma.
Encontraram 57 artigos passiveis de incluséo, dos quais 52 eram estudos caso-controle e
5 estudos de coorte. Foram avaliados 38671 casos de melanoma em 22 paises. A
exposigao solar de modo intermitente e as queimaduras solares foram os fatores de maior
risco relativo médio associado com o surgimento do melanoma (RR= 1,61 e 2,03,
respectivamente), principalmente, em locais de maior latitude. Ja a exposi¢gdo solar
ocupacional apresentou uma relagao inversa (125).

A RUV promove o desenvolvimento de neoplasias cutdneas através de mutagdes
génicas e de imunossupressdo. O UVB é o componente do espectro mais associado; o
DNA atua como seu cromoéforo, e, com a liberagdo de fotoprodutos e dimeros de
pirimidina ciclobutano, ocorrem as mutagdes (160,161). UVB e UVA colaboram com esse
dano, direta ou indiretamente, através do stress oxidativo, que libera fatores transcriptores
como AP-1(activator protein-1 — proteina ativadora-1) e NFKB (nuclear factor kappa B —
fator nuclear kappa B), colaboradores da proliferagao celular (161).

O mecanismo basico, por meio do qual a carcinogénese ocorre, € uma expansao
clonal que possui mutagdes por ativagdo de oncogenes e inativagdo de genes
supressores tumorais (143,161). Os queratindcitos sdo dotados de meios de defesa
eficientes, estimulados por uma cascata de eventos bioquimicos complexa, com vistas a
evitar ou, ao menos, retardar a formagdo das neoplasias. Estimulados pela radiagcao
ultravioleta, genes de supressdo tumoral, como o p53, atuam na reparagdo do DNA
celular danificado (160). Entretanto, aquelas células com danos irreparaveis sofrem

apoptose (sunburn cells), estimuladas pelo préprio p53 e outros genes, como o GADD45
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(160). Oito horas apds uma queimadura solar, as sunburn cells ja sdo detectaveis. Tém
sua expressao maxima em 24-48h e desaparecem em 60-72 horas (162). Essa hipotese
explicaria o fato de a exposi¢cao solar de modo intermitente estar menos implicada na
génese do carcinoma epidermdide. As células com mais mutagdes devido a queimaduras
solares seriam, em seguida, destruidas. Ja com doses repetidas e baixas de RUV
(exposigao cronica ou ocupacional), se esperaria que multiplas mutagdes ocorressem e
permanecessem expressadas na epiderme, aumentando a chance de, com o tempo e
desgaste do mecanismo protetor, colaborar com o surgimento das neoplasias (163).

Os melandcitos, ao contrario dos queratindcitos, sdo células pouco proliferativas e
representam 8-10% das células habitantes da epiderme. Dai, a importancia em
resguardar sua vida e integridade genotipica frente aos efeitos adversos da radiagéo
ultravioleta (143). A transformagao para melanoma também ocorre através da ativagédo de
oncogenes e inativagdo de genes supressores tumorais. Os genes p53 e p16 séo os
principais responsaveis pela reparacdo do DNA dos melandcitos. Entretanto, por serem
células pouco proliferativas, ndo entram em apoptose. O gene bcl-2, que € antiapoptético,
tem sua expressdo aumentada em melanécitos em relagdo aos queratindcitos, sendo o
principal responsavel por essa caracteristica (160), o que sugere uma maior tolerancia por
parte da natureza a pequenas mutagdes nos melandcitos de tal forma que se conserve a
fotoprotecdo exercida pela producdo de melanina (163). Algum desequilibrio nessa
homeostase genética, associado a existéncia de oncogenes, tais como mutagbes de
CDKN2A, BRAF, ras e MC1R, permite o surgimento do melanoma (143).

As implicagcbes desse modelo de transformagcdo do melandcito, através da
radiagao ultravioleta, parecem ter repercussao na epidemiologia dos melanomas. Quando
sofrem queimaduras solares, os melandcitos sao estimulados a produzir melanina e,
consequentemente, a partir desse momento aumentam a fotoprotegao intrinseca da pele.

Eles sofrem, também, danos substanciais no DNA e sobrevivem, sem realizar apoptose,
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reparando ou nao este dano (163). Se continuada a fotoexposicdo nesse periodo, as
doses de RUV vao ser melhor toleradas pelos melandcitos, dada a fotoprotecdo adquirida
(163,164). Entretanto, altas cargas de RUV, que clinicamente seriam representadas por
novas queimaduras, podem acarretar um incremento de alteragdes do DNA e a sua

transformacgao para melanoma (163).

Estudos experimentais com nevos irradiados

Irradiar nevos melanociticos com doses conhecidas de radiagdo ultravioleta B
tornou-se uma maneira interessante de estudar as mudangas morfolégicas e bioquimicas
de suas distintas linhagens celulares frente a essa radiagdo e examinar os possiveis
mecanismos envolvidos na origem de melanomas, a partir de melandcitos em nevos.

Tronnier e colaboradores destacam-se por suas publicagdes nessa linha de
pesquisa. Inicialmente, selecionaram 12 nevos melanociticos com didmetro > 5 mm sem
sinais clinicos de atipia e/ou de malignidade e estabeleceram a dose eritematosa minima
de cada paciente. Cobriram com uma fita preta metade do nevo e irradiaram a outra
metade com uma dose Unica de 2 DEM (dose eritematosa minima). Uma semana apds, a
lesdo era excisada. No exame histopatoldgico, observaram que o lado irradiado
apresentava uma série de alteragdes morfoldgicas semelhantes a nevos atipicos e até a
melanoma in situ. A presenga de um numero aumentado de melanécitos na camada
suprabasal foi o achado mais relevante, porém raros atingiam a camada coérnea. Os
melandcitos apresentavam nucleos aumentados, menos basofilicos e citoplasma palido;
ndo obstante atipias celulares ndo foram observadas. A camada cérnea encontrava-se
espessada com paraceratose. Além disso, expressdes aumentadas de HMB-45
demonstraram a formacgao ativa de melanossomos no lado irradiado (6).

No mesmo ano, Tronnier e colaboradores publicaram estudo no qual investigaram

as mesmas alteragdes morfolégicas em 13 pacientes usando metodologia semelhante ao
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anterior. Entretanto, os nevos foram excisados em 1, 2 ou 3 semanas apo6s a irradiacao.
Comprovaram que as alteragbes apresentadas no estudo anterior existiam apos 1
semana, porém, quando excisadas apdés 2 ou 3 semanas, nao se observavam mais
diferencas entre o lado irradiado e o nao-irradiado, demonstrando o carater transitorio
dessas alteragdes (5).

Dois anos mais tarde, o mesmo grupo de pesquisadores investigou as diferencas
morfolégicas e imunoistoquimicas de nevos melanociticos irradiados com a mesma
metodologia, porém, em dois grupos distintos. No primeiro, 11 nevos melanociticos foram
irradiados com dose uUnica de 2 ou 4 DEM; no segundo, 10 nevos receberam de 4 a 6
doses suberitematosas por uma semana. As lesdes eram excisados apds uma semana
para comparagao dos lados irradiado e néao-irradiado. Nos pacientes com irradiagao
Unica, observaram um aumento nas alteragdes morfolégicas e na atividade de
melandcitos, mas nao constataram mudancas significativas naqueles tratados com doses
suberitematosas. Esse achado demonstra a importancia das queimaduras solares nas
alteragdes de melandcitos (165).

Em nosso meio, Mariante estudou as alteragdes clinicas, dermatoscdpicas,
histopatolégicas e imunoistoquimicas de nevos melanociticos irradiados com raios
utravioletas B. A alteracdo mais encontrada na avaliagédo clinica dos lados irradiados foi
um eritema perinévico. Na dermatoscopia, além do eritema, observou-se uma
pigmentacdo mais evidente e bordas irregulares dos nevos. As alteracbes
histopatolégicas mais freqlentes foram paraceratose, hiperplasia de melandécitos com
aumento de nucleos e citoplasma, semelhantes as encontradas nos trabalhos de Tronnier

e colaboradores. HMB-45 e S100 expressaram-se mais nos lados irradiados (13).
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7.5. Matriz extracelular do derma

A matriz extracelular é formada por um arranjo de macromoléculas biologicamente
ativas que colaboram na sustentacao e fungdes da derme, juntamente com as diferentes
linhagens celulares nela existentes (fibroblastos, histiécitos, entre outras) (166).
Estruturalmente, partem de uma substdncia amorfa, composta de polissacarideos e
proteinas que atraem e retém agua (proteoglicanas), entrelagada com fibras de origem
protéica, colagenas e elasticas e diversos outros componentes microfibrilares (167).

As proteoglicanas regulam uma série de processos bioldgicos, que vao, desde
sinalizagdo de fator de crescimento, atividades enzimaticas, adesao de células a matriz
extracelular, e, conseqiientemente, a prépria organizagao do citoesqueleto (166,168).

As fibras colagenas representam até 30% do volume do derma. Dentre elas,
destacam-se, por suas fungbes na pele, o colageno tipo |, principal componente
encontrado; os tipos Il e V, associados a tensdo imposta pelo derma; o tipo IV, principal
componente das membranas basais; o tipo VII, principal constituinte das fibrilas de
ancoragem; o tipo VIII, presente nas células endoteliais; o tipo Xll, associado a
deformabilidade do derma; e o tipo XVII, localizado nos hemidesmossomas, que serve de
epitopo a doengas como o penfigdide bolhoso e a epidermdlise bolhosa adquirida (166).

A elasticidade da pele é conferida pelas fibras elasticas, constituidas de substancia
amorfa e microfibrilas, dentre as quais a microfibriina 1 €& a encontrada mais

freqientemente (166,169).

7.6. Metaloproteinases da matriz
As metaloproteinases da matriz (MMPs) formam um grupo de enzimas,
fundamental para o processo de remodelamento dos tecidos e degradagdo dos

componentes da matriz extracelular e das membranas basais (170-172). Nos tecidos
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sadios, fazem parte de um mecanismo molecular complexo que atua na morfogénese e
angiogénese e no processo de cicatrizagdo (14), além de atuarem, também, durante o
desenvolvimento embrionario e a reproducdo (171). Entretanto, também apresentam
maior expressao em diversos tecidos patologicos, tais como lesdes neoplasicas, doencgas
inflamatdrias e alteragdes fibréticas (14).

As MMPs, também chamadas de matrixinas, formam uma familia de
endopeptidases zinco-dependentes que possui a capacidade, ndo somente de degradar
diversos componentes da matriz extracelular de maneira coordenada, tais como o
colageno, proteoglicanas e glicoproteinas, como também, de modificar as fungdes
biologicas dessas macromoléculas (20,167,170,171). Sua expressao genética é regulada
por diversos agentes efetores, tais como fatores de crescimento, citoquinas, agentes
quimicos, estresse fisico ou transformagado celular oncogénica (171). Os chamados
inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) sdo moduladores naturais da sua
expressao (172,173). Medicamentos bastante utilizados como os corticoides e o acido
retindico e outros mais recentes, como o marimastat, sdo exemplos de supressores
quimicos das MMPS (174-176).

Mais de 20 MMPs ja foram identificadas (177). Elas podem ser divididas de
acordo com suas fungdes e especificidade na clivagem de determinadas substancias em
cinco subgrupos. As colagenases intersticiais (MMP-1, -8, -12, -13, -18, -19, -20)
degradam, principalmente, os colagenos I, Il e Il em condigdes fisioldgicas. As
gelatinases (MMP-2 e —9) atuam de modo mais eficaz no colageno tipo IV, componente
predominante das membranas basais. As matrilisinas | (MMP-7) e Il (MMP-26) séo as que
possuem menor massa molecular. Degradam diversos componentes da matriz, sendo
mais encontradas em tecidos glandulares. As estromelisinas (MMP-3, -10,-11) possuem
uma atividade proteolitica limitada, e sua participagao nos processos fisioldgicos € incerta.

As metaloproteinases da matriz de membrana sdo secretadas ligadas as membranas
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plasmaticas das células, ao contrario das outras MMPs, que sdo secretadas no meio
extracelular como pré-enzimas. Degradam diversos substratos e participam da ativagao
da progelatinase A (MMP-2). Seis enzimas fazem parte desse grupo: MT1-MMP (MMP-
14), MT2-MMP (MMP-15), MT3-MMP (MMP-16), MT4-MMP (MMP-17), MT5-MMP (MMP-
24) e MT6-MMP (MMP-25). Existem, ainda, outras MMPs, descobertas recentemente, que
nao se encaixam perfeitamente em nenhum desses grupos, tais como a MMP-12, -18, -19
e —20 (14,178).

As metaloproteinases da matriz apresentam caracteristicas estruturais em
comum. Sao formadas por um dominio contendo um pré-peptideo com seqliéncia de
aminoacidos (PRCGVPD) que as mantém em estado latente, ligando-se diretamente ao
dominio catalitico (principal), no qual se identifica o centro ativo com o ion de zinco e 2-3
ions de caélcio, responsavel pela estabilidade, ativagdo e interagcdes inibitorias. Nas
gelatinases, o dominio catalitico apresenta um outro com 3 repeticées de fibronectina tipo
Il (dominio da fibronectina) que confere suas caracteristicas no reconhecimento de
substratos. Uma alga movel de peptideo faz a ligagdo entre o dominio catalitico e um
dominio terminal de COOH, homodlogo a proteina sérica hemopexina (dominio da
hemopexina), o qual s6 néo esta presente nas matrilisinas. As MT-MMPs apresentam
outro dominio a partir da hemopexina que |Ihes permite ancoragem nas membranas
plasmaticas (167,178). A figura 1 apresenta, em uma versao adaptada de McGrath et al, o

esquema estrutural das metaloproteinases, utilizando como exemplo, a MMP-2 (167).
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0] Propeptideo

Dommio catalitico

S Dominio ligante da fibronectina
i Sitio do zinco
== Dommio da hemopexina

FIGURA 1: Esquema das estruturas e componentes das metaloproteinases.

As matrixinas sdo sintetizadas como pré-pro-enzimas e secretadas como pro-
MMPs inativadas (zimoégenos inativados) por diversas linhagens celulares em tecidos
normais e neoplasicas (171). A ativagdo das pr6o-MMPs envolve, necessariamente, a
remogao do pro-peptideo latente. Isto acarreta a ruptura da interagdo quelante existente
entre a cisteina do pro-peptideo e o ion de Zinco do dominio catalitico, deixando este
ultimo livre (14). Essa ativagdo pode ser feita por diferentes enzimas, tais como as
proteinases plasmaticas (kalikreina, tripsina, elastase neutrofilica, catepsina G e triptase),
a plasmina, a MT1-MMP e proteinases bacterianas (179-182).

Uma vez que as pré-enzimas tenham sido ativadas, inibidores podem modular a
protedlise e manter o equilibrio nos processos fisiolégicos em que as MMPs estejam

envolvidas (14). Seus principais reguladores nos tecidos sao os inibidores teciduais das



46

metaloproteinases (TIMPs) (171,172). Quatro tipos de TIMPs foram descritas até o
momento (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4), sendo que elas tém efeitos inibitorios
sobre todas as MMPs, porém em variados graus de poténcia (173). Em processos

patologicos, ha um desequilibrio nas expressdes das MMPs e TIMPs (183).

Gelatinases

As metaloproteinases —2 e -9 também s&o conhecidas como colagenases tipo IV
de 72-kDa (CLG4A) e 92-kDa (CLG4B) ou gelatinases A e B, respectivamente (14).

Os genes que as codificam possuem 13 exons, 3 a mais do que as demais MMPs,
devido a presenga exclusiva do dominio da fibronectina. O locus da MMP-2 esta
localizado no cromossomo 16 (16q13), enquanto o gene da MMP-9 parece residir no
cromossomo 20 (20g11.2-9g13.1) (184,185).

A regulacdo da atividade das gelatinases envolve basicamente trés etapas.
Inicialmente, fatores transcripcionais, como o AP-1 e o NF-kappaB, controlam a
transcricao das pr6-MMPs inativas. Em seguida, elas s&o clivadas por enzimas
proteoliticas na sua forma ativa. Por fim, sofrem inibigdo dos inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPs) (186).

A expressao das gelatinases varia de acordo com o tipo de célula estudado (187).
Sao secretadas, de modo constitucional, por células inflamatdrias, fibroblastos e
queratindcitos, em processos fisioldgicos, como o remodelamento tecidual e o de
cicatrizacao (14). Degradam o colageno desnaturado (gelatina), colageno nativo tipo -, -
V,-VI e -X e tém, nos principais componentes das membranas basais (colageno tipo -1V,
fibronectina, laminina), importantes substratos (178,188). Por isso, também exercem
papel fundamental em situagdes patoldégicas que necessitem da degradacdo das
membranas basais e da matriz extracelular para migragéo celular, como, por exemplo, a

invasao tumoral e a infiltragdo de linfocitos T nas doencgas inflamatérias (189-191). Nessas
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situagdes, tais linhagens celulares podem tanto aumentar a expressao das gelatinases co-
estimuladas por agentes efetores (oncogenes, citoquinas e fatores do crescimento), como
também, ser secretadas por outros tipos de células (células tumorais, macréfagos)
(171,191,192).

As citoquinas mais envolvidas na secrecao da pro-MMP -2 pelas células sdo a IL-
1, que também estimula a ativagdo da MT1-MMP, o TNF-a (tumor necrosis factor-o — fator
de necrose tumoral-a) e o TGF-B (transforming growth factor-p — fator de crescimento
transformante-B) (193,194). Em relagdo a MMP-9, tanto o TNF-a quanto o TGF-
participam, também, tanto de secre¢do da sua pré-enzima, como de sua ativagéo (195-
197).

Através de um mecanismo autdcrino, as proprias MMPs podem influenciar suas
expressdes. Elas tém a capacidade de transformar as proformas das citoquinas (IL-1,
TNF-a, IL-4), liberadas pelas células e necessarias para secregao das pré-enzimas
MMPs, em suas formas ativas (198).

O peso molecular das metaloproteinases —2 e —9 diminui quando passa da forma
latente para a forma ativada. Isto se deve a perda do dominio pro-peptideo, pela agéo de
enzimas proteoliticas (MT1-MMP, plasmina, tripsina) (186,199,200). Na forma ativada, a
MMP-2 passa a ter um peso molecular de 62-kDa (72-kDa, na forma inativada), enquanto
a MMP-9 ativada tem um peso de 82-kDa (92-kDa, na forma inativada) (196,200).

A expressao das gelatinases pode ser inibida pela expressédo dos TIMPs (14). No
caso das MMP-2 e -9, os TIMP-1 e 2 sdo os mais importantes. Ambos tém peso
molecular pequeno, 29 e 21 kDa, respectivamente (14). As TIMPs contém dois dominios.
O dominio terminal N é o principal responsavel pela agéo inibitéria, fazendo ligagdes nao

covalentes com os sitios de zinco do dominio ativo das MMPs (201). O equilibrio entre a
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expressdo das MMPs e seus inibidores naturais € que determina a atividade proteolitica
em processos fisioldgicos ou patologicos (14).

Gelatinases sao as principais MMPs expressas por queratindcitos cultivados (202).
Kobayashi et al, usando fibroblastos e queratindcitos cuténeos in vitro, mostraram que a
MMP-2 era secretada de modo constitucional por fibroblastos e queratindcitos, enquanto a
MMP-9 somente pelos queratinécitos. Entretanto, a expressdo de MMP-9 foi induzida
apos a adicao do TGF-B1 ou do TNF-a. Ainda, quando acrescidos o TGF-1, TNF-a ou
fator de crescimento epidérmico nas culturas, houve aumento da secrecdo de MMP-2
pelos fibroblastos (177).

Expressbes constitucionais de gelatinases também sao encontradas em células
endoteliais, através do estimulo do acetato-miristato de forbol (PMA) durante a
angiogénese (203,204).

A secrecao constitucional das metaloproteinases —2 e -9 em melandcitos parece
existir. Um estudo in vitro demonstrou que os melandcitos sao capazes de produzir MMP-
2 e -9 (205), Lei et al estudaram melanoblastos (precursores de melandcitos), em cultura,
e observaram expressao das gelatinases, apesar de somente a MMP-9 ser encontrada na
forma ativa extracelular (206). Entretanto, Elshaw et al ndo observaram sua expresséo em
melandcitos coroidais em cultura (207). In vitro, melandcitos uveais expressaram tanto
MMP-2, quanto MMP-9. Quando estimulados com acetato de forbol, tiveram suas
expressdes aumentadas (188).

As gelatinases tém sua atividade implicada na génese de diversas situagdes
patolégicas nos mais diferentes 6rgaos, tais como carcinomas cervicais, de pulméo, de
esbfago, de tiredide, de laringe, de codlon, tumores cerebrais, artrite reumatoide e
psoriatica, insuficiéncia venosa cronica, doenga de Dupuytren, placas ateroescleréticas,

esclerose sistémica e enfisema pulmonar (208-220).
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A pele ndo é excecao. Nela, distintos processos patolégicos podem apresentar
aumento da expressdo das gelatinases, como nos exemplos que mais adiante serdo

apresentados.

Métodos para o estudo da expressdo das gelatinases no tecido cutaneo

Estudos experimentais, realizados para analise da expressdo das
metaloproteinases da matriz, utilizam diferentes métodos para sua detecgdo. A escolha
deve ser feita, baseando-se na disponibilidade e no dominio da técnica, bem como no tipo
de material biolégico a ser estudado. Entre as técnicas existentes, pode-se citar: a
hibridizagao in situ (9,21,221,222), a imunoistoquimica (18,183,223-232), a zimografia
(9,21,183,221,223,226,228,231,233-237), o Western-blotting (9,183,227,228,234,238), o
Northern blot (183,229), a citometria de fluxo (238), o radioisotopo (239), o ELISA
(221,231,233,237), e a reagcao em cadeia da polimerase (183,221,226,230). Entretanto os
métodos mais empregados sao a imunoistoquimica e a zimografia.

A zimografia reconhece as metaloproteinases pela degradag¢ao de seus substratos
preferenciais e pelo seu peso molecular. Permite, conseqlientemente, identificar e
diferenciar as formas latentes e ativadas das MMPs. Por isso, € utilizada com grande
freqiéncia em experimentos que avaliam a expressdao das gelatinases (240). O
procedimento consiste em incubar células ou tecidos em géis de poliacrilamida que
podem conter diferentes substratos como gelatina, caseina e fibrina. A atividade
gelatinolitica aparece na zimografia como bandas liticas n&o coradas, com fundo escuro.
Através da eletroforese, identifica-se o peso molecular da enzima degradante (237,241).
Esse método é particularmente Util para a avaliacdo da atividade das gelatinases em
cultivos de células e material biolégico em fluidos (237,239).

A imunoistoquimica permite identificar antigenos baseando-se no reconhecimento

antigeno-anticorpo (242). E mais utilizada em material biolégico solido, podendo ser
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efetuada sob técnicas de imunofluorescéncia ou imunoenzimaticas. A imunofluorescéncia
usa material biolégico em congelagao. Os anticorpos sdo marcados com fluorocromos.
Necessita de iluminagdo e microscopios especificos. As reagdes antigeno-anticorpo
apresentam fluorescéncia caracteristica. Com o tempo, as laminas desbotam (243). Os
métodos imunoenzimaticos apresentam vantagens em relagdo a imunofluorescéncia:
costumam utilizar tecidos parafinados, requerem microscopia e iluminagao padrao e tém
durabilidade maior, podendo ser examinadas diversas vezes (243). Podem ser
empregados anticorpos policlonais, mais sensiveis por reconhecerem alguns epitopos de
um mesmo antigeno, ou, monoclonais, que sao mais especificos, devido a sua afinidade
por somente um epitopo (242).

A técnica imunoenzimatica, mais empregada no estudo das gelatinases, é a
imunoperoxidase. Inicialmente, é necessario desparafinizar e hidratar (xilol, alcool e agua
destilada) os cortes. Em seguida, faz-se a recuperagdo antigénica para exaltar os
antigenos teciduais e o bloqueio da peroxidase enddgena, com vistas a se evitarem
reagdes falso-positivas. Aplicam-se o anticorpo primario (MMP-2 e —9) e o secundario,
associados ao complexo avidina-biotina. A avidina é uma glicoproteina com alta afinidade
pela biotina, sendo sua ligagdo irreversivel. Possui pontes de ligacdo também para
proteinas presentes em enzimas e anticorpos; consequentemente, € capaz de formar
complexos macromoleculares entre a avidina e as enzimas biotiniladas. A adigdo da
diaminabenzidina, cromdgeno que exalta esses complexos, expde as areas antigénicas

em tons de marrom (242,244,245).

Gelatinases e suas expressfes em distintas doencas cutaneas
- Rosacea:
Em nosso meio, Bonamigo avaliou a participagao das gelatinases na fisiopatologia

da rosacea inflamatdria através de um estudo imunoistoquimico com 34 casos de rosacea



o1

e 29 controles. Em sua amostra, ndo foram detectadas diferengas de expressao entre os
grupos para MMP-2. Em relagdo a MMP-9, o grupo da rosacea apresentava maior
expressao nos histidcitos e na matriz extracelular, do que o grupo controle. O autor
conclui que a MMP-9 provavelmente se constitui em um mediador patogénico da rosacea
inflamatodria (246). O Demodex folliculorum é considerado um possivel cofator na
fisiopatologia da rosacea. Nos casos de rosacea em que o Demodex folliculorum estava
presente (35,3%), a expressdao da MMP-9 era mais intensa em fibroblastos, colaborando
com a possibilidade dessa infecgao estar relacionada a certas formas de apresentagao da
rosacea (247).

Pacientes com rosacea ocular apresentam expressdées maiores de pré-gelatinase
B e gelatinase B no liquido lacrimal do que pacientes normais (248).

- Psoriase:

O efeito das gelatinases na psoriase foi avaliado em um estudo com 19 pacientes.
As expressbes das MMP-2 e -9, assim como de seus inibidores, TIMP-1 e -2, foram
detectadas por método de imunoistoquimica e de PCR. A MMP-2 teve sua expresao
positiva em 14 pacientes nos queratindcitos e na derme superior, principalmente ao redor
de vasos. A MMP-9 foi positiva somente na derme papilar em 15 casos. Os inibidores das
MMPs foram negativos em todos casos. O aumento de expressao das MMPs e a perda
do poder inibitério sugerem que elas participem do remodelamento tecidual na psoriase
(230).

- Liquen Plano:

LesBes agudas de liquen plano apresentaram, no exame anatomo-patoldgico,
ruptura da zona da membrana basal, degeneragao de queratinécitos basais com perda de
tonofilamentos e hemidesmossomos e formacgao de bolhas. Em um estudo, observou-se o
aumento da expressdo da MMP-2 com redugao do TIMP-2 em lesbes agudas de liquen

plano, enquanto a expressdo de MMP-9 ndo se diferencia dos controles. Nas lesdes
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cronicas, ambas as gelatinases eram negativas. Os autores concluem que a gelatinase A
contribui para a degeneragcéo da camada basal e para a formagao de vesiculas, na fase
aguda da doenga (249).

- Doencas bolhosas e acantoliticas:

E sugerido que a gelatinase B contribua com a agdo proteolitica dos granuldcitos,
que resulta na separagdo da jungdo dermo-epidérmica na pele de pacientes com
penfigdide bolhoso e epidermdlise bolhosa adquirida (250). Camundongos deficientes na
producdo de gelatinase B ndo eram capazes de gerar vesiculas, quando inoculados com
anticorpos anti-mBP180 (251). A expressdo da MMP-9 também foi detectada em células
disceratéticas e acantoliticas de pacientes com doenca de Darier e Hailey-Hailey (228).

- Farmacodermias:

A analise, por zimografia, do fluido de bolhas de pacientes com necrolise
epidérmica toxica (NET) demonstrou a marcada presengca de MMP-2 na forma ativada
(239). Dois pacientes com NET e trés com sindrome de Stevens-Johnson tiveram
expressbes aumentadas de MMP-2 e -9, em biopsias de bolhas, pelo método de Western
blotting, ELISA e zimografia (237).

- Dermatite de contato:

Biopsias de 15 pacientes, que tiveram teste epicutaneo positivo, foram avaliadas,
comparando o lado reativo com a pele normal. As gelatinases eram forte-positivas na
epiderme, tecido conjuntivo e reacdo inflamatéria do lado eczematoso, enquanto se
apresentavam fracamente positivas na camada basal da epiderme do lado nao reativo
(226).

- Anetodermias:

Trés lesbes anetodérmicas foram avaliadas por método de cultura e zimografia e

comparadas com pele normal. Os lados afetados evidenciaram aumento da expressao

das pro-MMP-2 e -9 e da MMP-2 ativada, o que pode estar relacionado com a
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degradacao do tecido elastico nesses pacientes (252). Posteriormente, investigadores,
ligados ao mesmo grupo do experimento anterior, mostraram que a MMP-3, -7 e -9
também estdo envolvidas nesse processo (253).

- Ulceras:

A protedlise extracelular faz parte do mecanismo fisiolégico de reparagao e
cicatrizagdo; entretanto uma acdo proteolitica exagerada pode representar um
complicador no fechamento de Ulceras (254). Um estudo comparou a expressédo das
gelatinases, por método de zimografia, em feridas agudas (pds-mastectomia) e crénicas
(ulceras de perna). Os autores encontraram aumento da expressao das gelatinases nos
pacientes com Uulceras crbénicas de perna (255). Tais achados confirmam o relato de
Weckroth et al, que também observaram aumento das gelatinases em exudato de ulceras
cronicas (254). Outros trabalhos também observaram aumento da expressdo de
gelatinases ativadas na superficie de ulceras de pressdo crbnicas e secundarias a
insuficiéncia venosa (256,257). Mais ainda, Ladwig et al observaram uma diminui¢ao
gradual do indice MM-9/TIMP-1, a medida que Ulceras crbnicas cicatrizavam (258). Esses
achados sugerem que a grande presenca das metaloproteinases —2 e —9 na superficie de
Ulceras possa retardar sua reparacgao tecidual.

- Queldides e cicatrizes hipertréficas:

Um estudo com 10 pacientes com cicatrizes hipertroficas e 9 com queldides,
utilizando técnica de zimografia e de Western Blotting, evidenciou aumento da expressao
da MMP-2 latente e ativada nessas lesbes, mostrando seu efeito em tecidos com
remodelamento tecidual prolongado. Ja a MMP-9 apresentou expressao fraca ou negativa
(259).

- Micose fungodide:
Em um estudo com pacientes portadores de micose fungoide, Vacca e

colaboradores realizaram biépsia em 57 lesdes, agrupando-as de acordo com o estagio
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de evolugdo da doenga (mancha — placa — nédulo). As expressdes das MMP-2 e —9 foram
avaliadas por estudo imunoistoquimico e hibridizagao in situ. Os casos mais avangados
(nédulos) tiveram maiores expressdes de MMP-2 (78,9% das lesbes) e de MMP-9 (52,6%
das lesdes), enquanto, 59,1% e 31,8% das lesbes em placa expressaram MMP-2 e MMP-
9, respectivamente. Nas lesbes mais precoces (manchas), somente 37,5% e 12,5% eram
positivas para as gelatinases. A angiogénese também aumentou, juntamente com a
gravidade da doenca. Os autores concluem que a degradagao da matriz extracelular com
invasdo de células tumorais e a angiogénese ocorrem simultaneamente na micose
fungdide e que as gelatinases exercem importante papel neste processo (222).

- Fotoenvelhecimento:

O acumulo de material basofilico na derme superior (elastose solar) é o principal
marcador histopatolégico do fotodano crénico. Ohnishi et al compararam a expressao de
metaloproteinases com os métodos de imunoistoquimica e Northern Blot em pele normal
e fotoenvelhecida. Na pele fotolesada, observaram expresséao forte de MMP-1, -2 e -3 e
fraca da —9, enquanto na pele normal essas expressdes eram negativas (229).

Esses achados histopatoldgicos, induzidos pela radiagdo ultravioleta na derme,
sdo o reflexo da degradacdo e remodelamento do colageno. Nesse processo, as
metaloproteinases parecem contribuir de maneira consistente, devido as propriedades
proteoliticas que possuem. Fisher et al estudaram o efeito de irradiagbes repetidas na
pele e a expressao das MMP-1, -2 e -3. Encontraram um aumento das expressdes das
MMPs nos tecidos irradiados. Mais ainda, locais tratados previamente com tretinoina
tépica apresentaram expressdes de MMPs inibidas, mostrando que os retindides podem
beneficiar peles fotoenvelhecidas (9).

- Neoplasias queratinociticas:
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As metaloproteinases participam da progressdo tumoral em carcinomas
basocelulares e epidermoides. As células estromais sdo as principais fontes de MMPs,
apesar de as ceélulas neoplasicas serem também produtoras (227,260).

Um estudo imunoistoquimico da expressao da MMP-2 em ceratoses actinicas e
carcinomas espinocelulares demonstrou que os carcinomas invasivos apresentavam
marcada expressdo em relagdo as ceratoses actinicas e aos carcinomas in situ (261).
Verdolini et al avaliaram, também, nessas lesdes, as expressdes das duas gelatinases.
Observaram expressdao de MMP-9 em células neoplasicas nos pontos infiltrativos dos
carcinomas microinvasores, em focos disceratéticos da doenga de Bowen e nos tumores
invasivos (262). Um estudo comparou a expressao imunoistoquimica das gelatinases em
carcinomas basocelulares (CBC) e epidermdides, detectando um aumento da expressao
desses em relagado aos CBCs. Os autores concluiram que esses achados poderiam estar
relacionados ao fato de os carcinomas epidermdides apresentarem mais casos que

geram metastases (263).

Gelatinases e suas expressfes em lesbes pigmentares

Os processos de invasao tumoral e formagao de metastases ocorrem a partir de
uma complexa cascata de eventos. Iniciam com o desprendimento de células do sitio
primario, sendo seguidos pela invasdo de tecidos circundantes, neoangiogénese,
penetracdo nos vasos sanguineos e linfaticos e ades&o a érgaos a distancia. A acdo de
enzimas proteoliticas na degradagdo e remodelamento da matriz extracelular e das
membranas basais é fundamental em meio a esse processo (16,234).

O melanoma é considerado uma neoplasia altamente invasiva (238). As
gelatinases sdo as enzimas proteoliticas mais importantes na degradagdo do colageno
tipo IV, principal constituinte das membranas basais pericelulares e da juncdo dermo-

epidérmica; por isso, participam da migracdo de células tumorais, interagindo com
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moléculas de adesdo (integrinas) (264), fatores de crescimento e mediadores da
angiogénese, do remodelamento da matriz extracelular e da neoangiogénese, pontos
importantes para a invasao tumoral (234,265,266). As gelatinases podem ser produzidas
diretamente pelas células neoplasicas ou pelas células estromais, podendo ser
aproveitadas no processo invasivo (238,266).

A MMP-2 parece ser a enzima gelatinolitica mais importante no processo invasivo
do melanoma. Suas expressdo e ativacdo parecem aumentar na proporgao da
agressividade do tumor (225,267). Pode ser detectada, principalmente, nos sitios de
ligagao estroma-tumor (223).

Vaisanen et al estudaram a expressdo da MMP-2 em 118 lesbes melanociticas,
tais como: nevos melanociticos, nevos displasicos, melanomas in situ e melanomas
invasivos. Encontraram uma expressdo fraca na maioria dos nevos melanociticos e
displasicos; porém o numero de células positivas aumentava de acordo com o grau de
atipia. A maioria dos melanomas in situ tinha expressao de MMP-2, porém fraca. Nos
melanomas invasivos, a maior parte era fortemente positiva e tinha uma tendéncia no
aumento de sua expressao nos tumores com indice de Breslow mais espessos € no
melanoma metastatico, sugerindo que a expressdo da MMP-2 no melanoma é um evento
de inicio precoce e que pode ter um valor progndstico (224).

Simonetti et al realizaram um estudo semelhante ao anterior, avaliando a
expressao das MMP-2 e —9 em nevos melanociticos e melanomas. Com relagdo a MMP-
2, os achados foram semelhantes, tendo expressdes fracamente positivas em lesdes
benignas e mostrando uma tendéncia a se expressar mais em tumores invasivos. A
expressao de MMP-9 foi negativa nas lesdes benignas. Nos melanomas, ela estava
presente, em proporgéo semelhante em lesdes in situ e invasivas (18).

Em outro experimento, van de Oord et al encontraram a expressdo de MMP-9

aumentada em 63% dos melanomas com Breslow < 1,6mm e somente em 10% dos
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melanomas com >1,6mm ou metastaticos, sugerindo que a MMP-9 tenha sua agao
principal na invasdo precoce dos melanomas. Lentigos malignos ndo expressavam
gelatinase B, colaborando com o seu curso indolente. Nevos melanociticos também nao
apresentaram sua expressao (17).

A MMP-9 tem sua expressdo regulada nos vasos pelo fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), responsavel pela regulagdo da angiogénese fisiolégica e
patolégica. Em melanomas invasivos, encontrou-se uma relagdo entre a expressao das
gelatinases e do VEGF, evidenciando seu papel, também, na neoangiogénese tumoral
(18,268). Além disso, estudo in vitro mostrou que células endoteliais podem armazenar
formas ativadas de MMP-9 para secrecéo imediata, o que poderia facilitar sua migragao

durante o processo angiogénico (269).

Gelatinases e suas expressdes com a radiacao ultravioleta

A radiagao ultravioleta pode agir como indutora de diversos genes, entre eles, os
que regulam a expressao das metaloproteinases (20). Fisher et al avaliaram bidpsias de
pele, irradiadas previamente com UVB, e observaram que essa induz a ativagado dos
fatores transcripcionais AP-1 e NF-kappa B que regulam a expressdo do RNAm-MMP-9
(9,270).

Koivukangas et al avaliaram biépsias de pele e fluidos de bolhas de pacientes que
haviam sido tratados com PUVA, UVB ou que nao tinham recebido tratamento com
radiagcao ultravioleta. Observaram aumento da expressao das gelatinases A e B nos
grupos tratados com UVB ou PUVA, em relagdo ao outro grupo, principalmente, em
fibroblastos (21).

Em queratinécitos cultivados, a UVB aumentou a expressdo da MMP-9, e ndo da

MMP-2, apos irradiagdo com UVB (233).
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Gelatinases e suas expressdes em nevos melanociticos irradiados

A expresséao de gelatinases em nevos melanociticos costuma ser fraca; entretanto,
parece aumentar quando se observam atipias. Ja foi visto que nevos irradiados
apresentam alteragbes morfolégicas transitorias importantes como aumento de nucleos,
citoplasma e até atipias de melandcitos (6). Por isso, irradiar nevos tornou-se uma
maneira interessante de se avaliarem as modificacbes que a radiagao ultravioleta efetua
nas lesdes pigmentares in vivo e, talvez, contribuir para uma melhor compreensao do
processo de formacdo dos melanomas.

Pouco se sabe em relagdo a expressdo das gelatinases em nevos, apos
irradiacao por UVB. Krengel e colaboradores irradiaram 10 nevos melanociticos com 4
DEM e excisaram as lesdes uma semana apos. Avaliaram somente a expressao
imunoistoquimica da MMP-2, porém nao da MMP-9. No lado nao-irradiado, observaram
que os queratindcitos expressavam, de modo fraco a moderado, a MMP-2 em 8 dos 10
nevos e que, nos melandcitos, ndo houve essa expressao. No lado irradiado, as camadas
epidérmicas apresentavam expressao de moderada a forte em 8 nevos, e, igualmente ao
lado nao irradiado, os melandcitos continuavam sem expressa-la. Outras linhagens
celulares, como fibroblastos e células endoteliais, ndo foram avaliadas (12).

Até o momento, faltam estudos na literatura que permitam compreender, com
maior clareza, o comportamento da expressao da gelatinase A, apds irradiagdo por UVB,
nas diferentes linhagens celulares que compdéem os nevos melanociticos, nao existindo

relatos de experimentos que avaliem a expressdo da gelatinase B nestas estruturas.
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8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo principal:

Avaliar o efeito da radiagao ultravioleta B na expressdo imunoistoquimica das

gelatinases (MMP-2 e -9) em nevos melanociticos.

8.2. Objetivos secundarios:

Avaliar os efeitos da radiagdo ultravioleta B na expressao imunoistoquimica de
metaloproteinases —2 e -9 em células melanociticas na camada basal da epiderme e nas

células dos ninhos névicos dérmicos.

Avaliar os efeitos da radiagdo ultravioleta B na expressdo imunoistoquimica de

metaloproteinases —2 e -9 em queratindcitos.

Avaliar os efeitos da radiagdo ultravioleta B na expressao imunoistoquimica de
metaloproteinases —2 e -9 em componentes do derma superior, como células endoteliais

e fibroblastos.
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ABSTRACT

Background: the incidence of melanoma continues to increase in several
countries. Melanocytic nevi may represent precursors or risk indicators of cutaneous
melanoma. Ultraviolet radiation is the main environmental risk factor in their development.
Studies with irradiated nevi show that ultraviolet B (UVB) radiation can cause
morphological and biological alterations similar to those of a melanoma in situ. Matrix
metalloproteinases (MMP) are proteolytic enzymes, and MMP-2 and -9 (gelatinase A and
B) in particular, appear to be involved with tumour invasion, the formation of metastases
and neoangiogenesis in melanomas. This study aims to evaluate the effects of UVB
radiation on the immunohistochemical expression of MMP-2 and -9 in different cell lines
from melanocytic nevi.

Methods: one half of each of the forty-two melanocytic nevi used in the study was
irradiated with 2 MEDs (Minimal Erythema Dosis) of UVB radiation and excised one week
later. Three different observers were given the task of comparing the intensity of the
immunohistochemical expression of the MMP -2 and -9 on the irradiated and non-
irradiated sides of keratinocytes, melanocytes from the epidermis and upper dermis,
endothelial cells and fibroblasts. The collected data were analysed using the paired t test
for differences in expression and ICC in order to assess the homogeneity of the
evaluations made by the observers.

Results: in relation to the expression of MMP-2, all the cell lines showed an
increase on the irradiated sides, especially the epidermal melanocytes. Regarding MMP-9,
while no significant increase in its expression in keratinocytes was noted on the irradiated

side, significant increases were observed in the remaining lines.
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Conclusions: UVB radiation at 2 MEDs increases the immunohistochemical
expression of MMP -2 and -9 in almost all evaluated cell lines up to one week after
irradiation, with the exception of MMP-9 in keratinocytes.

Keywords: ultraviolet rays, nevi and melanomas, gelatinase A, gelatinase B,

photobiology.
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INTRODUCTION

In recent decades, the incidence of melanoma has increased in the white
population throughout the world (1-15), and has become a public health problem in some
countries (1). Early diagnosis remains the most important factor in dealing with melanoma.
Nevertheless, as new studies increase the pool of knowledge available on the
mechanisms linked to the emergence of melanomas, tumour invasion and the formation of
metastases, therapeutic methods can be improved and even created to deal with them.

It is well known that individual characteristics, such as fair-skinned phototypes, the
quantitative presence of acquired melanocytic nevi, the presence of atypical nevi and a
family history of melanoma, are the main constitutional factors responsible for their
appearance (1, 4, 16, 17).

Melanocytic nevi are benign lesions, derived from melanocytes, and are considered
congenital when present at birth or in the first year of life, or acquired when they appear
after this age (18). Their presence in large numbers (> 50 nevi) is a significant risk
indicator for the appearance of melanoma (18-20). Furthermore, some melanocytic nevi
are also considered to be their precursors (2, 21, 22).

Ultraviolet radiation (UVR) is considered the most important environmental risk
factor involved in the appearance of melanoma, mainly in the presence of a pattern of
intermittent solar exposure and a history of sunburns (23). Experimental studies have
shown that melanocytic nevi can undergo morphological and biological alterations, though
transitory, when irradiated with two to four minimum erythemal doses (MEDs) of ultraviolet
B (UVB) radiation, resembling atypical nevi or even simulating melanomas in situ (24-26).

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a group of proteolytic enzymes that play a
role in the process of remodelling and degradation of the extracellular matrix and basal
membranes, in both physiological and pathological processes (27-34). More than twenty

types of MMPs have been identified, and they are classified, according to their substrates
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and functions, into subgroups: collagenases (MMP-1, -8, -12, -13, -18, -19 and -20),
gelatinases (MMP-2 and —9), matrylisins (MMP-7 and -26), stromelysins (MMP-3, -10, -11)
and the membrane-type metalloproteinases (MMP-14, -15, -16, -17, -24 and -25) (35-37).

Denatured collagen (gelatine) is an important substrate for MMPs -2 and -9,
because of which they are also known as gelatinases A and B (38). As they degrade type-
IV collagen, the main component of the basal membranes, they have included among their
functions, that of participating in the migratory process of tumour cells, tumour invasion of
adjacent tissue and, consequently the formation of metastases (37, 39-46).

Several studies have demonstrated that melanomas exhibit increased gelatinase
expression, while in melanocytic nevi, such expression is absent or weak (47-53).

Ultraviolet radiation may act as an inductor of gelatinase genes (36). Studies with
cultures of keratinocytes and fibroblasts have shown that UVR increases the expression of
gelatinase in these cells (54, 55).

Little is known concerning the effect of UVR on the gelatinase expression in
melanocytic nevi in vivo. The expression of MMP-2 appears to be increased in
keratinocytes, but not in melanocytes; although there is a lack of experiments in the
literature concerning the in vivo behaviour of MMP-9 in irradiated melanocytic nevi (56).

The main objective of the present study was to evaluate the effects of 2 MED of
UVB radiation on the expression of gelatinases in melanocytes from melanocytic nevi in
vivo. The secondary objectives were to evaluate the effects of irradiation on gelatinases
expression in other epithelial and upper dermal cell lines that compose the melanocytic

nevi, such as keratinocytes, fibroblasts and endothelial cells.

MATERIAL AND METHODS
An experimental study with UVB irradiated melanocytic nevi was performed at the

Services of Dermatology and Pathology of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
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(Federal University of Rio Grande do Sul, School of Medicine, Porto Alegre, Brazil). All the
biological material used was obtained from the collection of paraffin blocks belonging to
the Service of Pathology, having been produced by a previous study, the procedures of
which are described below (57).

Patients and Irradiation

The material used came from patients of both sexes, aged over 18 years or under
18 years with the agreement of their parents, that had melanocytic nevi and desired to
have them excised. Patients with melanocytic nevi, without clinical evidences of
malignancy, with diameter from 5mm to 10mm were included in the sample. Patients with
bleeding lesions, presenting signs of secondary infection, with lesions localised on the
face, as well as pregnant patients, those with photosensitive diseases, or using potentially
photosensitising drugs, or with a history of sun exposure in the last 30 days were excluded
from the study.

The study was carried out after the approval from the Research and Ethics
Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

The patients, after giving their written informed consent, went though a
dermatological examination, in order to select the nevi to be excised. The measurement of
the MED was performed in the lower-axillary thoracic region using a standard technique
(24). The equipment used was the Psora-comb Dermalight 80 (Dr. K. Hénle GmbH,
Munich, Germany), with exposure times varying from 30 to 180 seconds, corresponding to
UVB doses between 15 mJ/cm? and 91.8 mJ/cm? with a mode of 45.9 mJ/cm?. The device
has two fluorescent lamps that emit a continuous spectrum with a peak emission of 313nm
and irradiation intensity of 5.1x10 W/cm? of UVB and 6.15x10 W/cm? of UVA, after 5
minutes of heating, with a rigid loop that maintains the apparatus at a fixed distance from

the skin surface.
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After 24 hours, the MED was read and registered. Following this, one half of the
melanocytic lesion was covered with an opaque, not photo-sensitive tape, and the other
half was submitted to 2 MED of irradiation with the same lamp used for its measuring (24,
26,57). One week after the irradiation the, the nevi were excised (24, 26,57).
Immunohistochemistry

The specimens were fixed in 10% buffered formaldehyde, having been submitted
to the routine procedures: inclusion in paraffin and cutting in 5 micrometer longitudinal
sections, with the purpose of viewing both the irradiated and non-irradiated sides in the
same slide, in both slides stained with hematoxylin and eosin (H-E), and in those in which
immunohistochemical techniques were employed.

Immunohistochemistry was carried out according to the steps described below,
based on the technique of Hsu et al (58): (a) Rehydration of the slides (xylol — alcohol —
distilled water); (b) antigen recovery with citrate buffer and endogen peroxidase blocking;
(c) application of primary antibodies for MMP-2 (Neomarkers Incorporation, Fremont, USA)
and MMP-9 (Neomarkers Incorporation, Fremont, USA) and of the secondary antibody
associated to the biotin-streptavidin amplification system (Novocastra Laboratories Ltd. —
Newcastle, England); (d) application of the diaminobenzidine chromogen solution (DAKO
Corporation, Carpinteria, USA) and counterstain with Harris’ hematoxylin.

Once the antigen recovery had been accomplished, all steps were preceded by
washing in a PBS buffer (sodium chloride, with monobasic sodium phosphate and dibasic
sodium phosphate) ( Reagen, Rio de Janeiro, Brazil).

Variables

The histological slides, those coloured with H-E and those in which
immunohistochemical techniques were used, were examined by three independent
observers. In order to evaluate the expression of metalloproteinases —2 and -9, a semi-

quantitative method was used, in which: 0 represented absence of expression; 1+, weak
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expression; 2+, moderate expression; and 3+, strong expression. In cases in which there
were different degrees of intensity on the same side, the area of highest expression was
elected. Gelatinase expression was evaluated in keratinocytes, in epidermal and
superficial dermal melanocytes, in endothelial cells and fibroblasts of upper dermis, in both
irradiated (IS) and non-irradiated sides (NIS). The mean of the evaluations of the three
observers was used as the final score (ISS and NISS) (59).

To morphological alterations of melanocytes and keratinocytes, secondary to
irradiation values were also given between 0, when negative, and 3+, according to the
presence of atypias, hyperplasia, enlarged nucleus or cytoplasm in the melanocytes and
parakeratosis or hyperplasia in the epidermis. The final score consisted also of the mean

of the values given by the observers.

Statistical analysis

The data were analysed using the programme SPSS, version 11. The paired T test
was used for statistical analysis. The data were considered statistically significant when p
< 0.05. In order to measure the homogeneity of the evaluations between the three
observers, the interclass correlation coefficient (ICC) was used. An ICC over 0.7 was

considered good, and over 0.4, regular.

RESULTS

Forty-two irradiated melanocytic nevi were analysed. Of these, 6 were junctional; 9,
dermal; and 27, compound.

The sections stained by H-E showed that the irradiated side of the nevi presented
more morphological alterations of the melanocytes than the non-irradiated side (ISS: 2.08

and NISS: 1.10; p <0.001), as with the keratinocytes (ISS: 1.50 and NISS: 0.79; p <0.001).
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In the evaluation of the immunohistochemical expression of MMP-2, the irradiated
sides exhibited increased expression in all the cell lines, when compared to the non-
irradiated sides. The melanocytes located in the epidermis presented the greatest
difference in score (ISS: 1.70, NISS: 1.04; p< 0.001), followed by dermal melanocytes
(ISS: 1.32, NISS: 0.94; p< 0.001), keratinocytes (ISS: 1.56, NISS: 1.25; p< 0.001),
endothelial cells (ISS: 1.03, NISS: 0.77; p< 0.001) and fibroblasts (ISS: 1.11, NISS: 0.90;
p< 0.001). (Figure 1)

Regarding the expression of MMP-9, no statistically significant difference was
found between the two sides in the keratinocytes (ISS: 2.39, NISS: 2.18; p= 0.072). The
other cell lines, such as epidermal melanocytes (ISS: 1.83, NISS: 1.40; p< 0.001), dermal
melanocytes (ISS: 1.67 NISS: 1.44; p< 0.001), endothelial cells (ISS: 1.83, NISS: 1.59; p<
0.004) and fibroblasts (ISS: 1.79, NISS: 1.56; p< 0.012) showed statistically significant
score differences on the irradiated sides. (Figure 2)

The ICC showed good to regular rates in most of the study variables, varying from
0.35to 0.82.

Tables 1 and 2 respectively, show the data from the immunohistochemical
expression of the MMP-2 and -9 on the irradiated and non-irradiated sides, containing
mean score, standard deviation, median, ICC, as well as the statistical analysis of each of
the variables studied.

Figures 3 and 4 demonstrate, respectively, higher expression of MMP-2 in
keratinocytes and epidermal melanocytes on irradiated, compared to non-irradiated side.
Figure 5 shows higher expression of MMP-9 in endothelial cells and fibroblasts, on

irradiated side.

DISCUSSION
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The MMPs -2 and -9 are zinc-dependent proteolytic enzymes that degrade
collagen IV and, because of this, are associated with tumour invasion, the formation of
metastases and neoangiogenesis in patients with melanoma (34, 52, 60, 61). MMP-2
expression appears to increase with tumour progression, and as such is suggested as a
possible prognostic factor in such patients (51). In vivo, MMP-9 expression was related to
the radial growth phase of the melanoma, being negative in the vertical growth phase,
suggesting that its highest expression would be associated to an early phase of tumour
invasion (53). Metalloproteinases can be produced by the tumour cells, but also by the
stromal cells (34, 47, 48). Both its production and activation are controlled in a balanced
way by their natural inhibitors, the tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) (62). In
pathological conditions such as melanomas, this equilibrium is commonly lost, accelerating
the proteolytic activity and collaborating with the evolution of the disease (34).

Benign melanocytic lesions normally present negative or weakly positive gelatinase
expression. In a series of 25 lesions, Simonetti et al observed weak to moderate
immunohistochemical expressions of MMP-2 in compound melanocytic nevi, mainly in the
papillary dermal nests. In junctional nevi, the intensity was more prominent in cells located
at the dermal-epidermal junction. Dysplastic nevi and compound nevi with atypias had
slightly higher expression levels than the other nevi (52). In another study, Vaisanen et al
observed that junctional and dermal nevus cells expressed MMP-2, and that in case of
greater architectural disruption or in the presence of atypias, the expression increased
(51). MMP-9 expression was negative in all these nevi. Two further studies that assessed
the immunohistochemical expression of MMP-9 in melanocytic nevi, did not observe any
expression (52, 53).

Ultraviolet B radiation may be one of the inducers of gelatinase expression in tissue
(30, 36, 54, 55, 63, 64). The exact mechanism by which this occurs is not fully understood,

though it is known that this radiation stimulates transcriptional factors such as AP-1 and



99

NF- kappa B and of interleukins that participate in the production and secretion of MMP-2
and -9 (30, 63, 65). Both in vitro and in vivo studies have shown increased expression of
MMP-2 and -9 in photo-lesioned skin (30, 54, 55). However, little is known of the effects
that it has on gelatinase expression in melanocytic nevi, potential precursors of melanoma.

The present study describes the alterations caused by ultraviolet B radiation at a 2
MED in the immunohistochemical expression of the metalloproteinase-2 and -9 in
melanocytic nevi, one week after irradiation. The irradiated sides presented,
systematically, more morphological alterations in the keratinocytes and melanocytes,
similar to the findings reported by Tronnier et al (24-26).

In relation to the immunohistochemical expression of MMP-2, the data revealed
that, on the irradiated sides, epidermal and dermal melanocytes, keratinocytes, endothelial
cells and fibroblasts presented higher mean expression scores than the non-irradiated
sides.

The increased expression of MMP-2, shown by the keratinocytes in melanocytic
nevi, has been described previously by Krengel et al. These authors evaluated the
expression of MMP-2, TIMP-2 and MT1-MMP in 10 irradiated melanocytic nevi with 4 MED
of UVB. They reported a weak to moderate expression of MMP-2 in the keratinocytes of 8
nevi before irradiation, and a moderate to strong expression after intervention (56). Other
in vitro studies have also shown that keratinocytes express MMP-2 (35, 66) and that, in
vivo, UVB can increase this expression (30).

In their study with 10 nevi, Krengel et al, observed no expression of MMP-2 in
melanocytes, either before or after irradiation of the lesions (56). In the evaluated
melanocytes, there was an increase in MMP-2 expression on the irradiated side. In vitro
studies have demonstrated that melanocytes can constitutionally produce MMP-2 (67, 68).
Furthermore, Wu et al noted that melanocytes in cultures expressed MMP-2 and that this

expression increased following irradiation with UVB (69). Gontier et al, using zymography
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and Western blotting, found that dermal nevi cells produce MMP-2, though, only in an
inactivated form (70). These studies may perhaps give support to the findings of the
present study, which showed an increase in the expression of MMP-2 in both epidermal
and superficial dermal irradiated melanocytes. The lower difference in the final scores
between irradiated and non-irradiated sides found in dermal melanocytes, comparing to
epidermal, may be due to the fact that UVB affects less the dermis than the dermo-
epidermal junction.

MMP-2 can also be secreted by endothelial cells (71-73). In cultures of these cells,
VEFG (vascular endothelial growth factor) and collagen extracted from skin with chronic
inflammation have been identified as stimulators of MMP-2 expression (74, 75). In a study
using in situ hybridisation, endothelial cells presented signs of RNAm MMP-2 (54). No
previous study was found that described an increase in the immunohistochemical
expression of MMP-2 in endothelial cells from the upper dermis of irradiated melanocytic
nevi, as reported in the present study.

In fibroblasts, MMP-2 is secreted constitutionally (35). In them, Ultraviolet B
radiation has been described as stimulating MMP-2 expression (35, 76). Ohnishi et al,
using Northern blot, demonstrated that fibroblasts, located in the upper dermis of photo-
lesioned skin, had higher levels of RNAm MMP-2 than controls (77). Recently, Kossodo et
al, in an in vitro study, failed to detect any increase in MMP-2 expression in fibroblasts
irradiated with UVB (78). The data from the present study indicate a statistically significant
difference in the immunohistochemical expression of MMP-2 in fibroblasts in the irradiated
side, though it was the lowest found within the evaluated cell lines.

Epidermal and upper dermal melanocytes, endothelial cells and fibroblasts
presented mean scores of expression of MMP-9 higher on the irradiated side. However,
keratinocytes did not show statistically significant difference between the scores of the two

sides.
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In normal skin, the immunohistochemical expression of MMP-9 has been
demonstrated (79). In vitro, it can be secreted constitutionally by keratinocytes (35). In cell
cultures of keratinocytes, ultraviolet radiation increased this type of expression (55, 69).
MMP-9 can activate cytokines, such as TGF-, TNF and IL-1, through their pro-forms and,
thus, stimulate its own secretion by keratinocytes by means of an autocrine mechanism
(80). In this study, no statistically significant difference was detected between the
immunohistochemical expression of MMP-9 in keratinocytes from the two sides. It is
possible that a phenomenon similar to the autocrine mechanism described above may
have occurred following irradiation. Thus, MMP-9 expressed on the irradiated side, could
have possibly stimulated directly the non-irradiated side.

Two earlier studies that evaluated the immunohistochemical expression of MMP-9
in melanocytes of non-irradiated melanocytic nevi, failed to show immunoreaction in the
sections (52, 53). However, this did not occur in the present study, which is the first to
evaluate and demonstrate, in vivo, an increase in the immunohistochemical expression of
MMP-9 in melanocytes from melanocytic nevi irradiated with UVB. The possibility that
normal melanocytes may be capable of secreting MMP-9 has been demonstrated, in vitro,
with cultures of melanocytes (67).

Latent forms of MMP-9 can be found in endothelial cell cultures from the dermal
microvasculature (81). Moreover, in an in vitro study, it was found that endothelial cells can
even store activated forms of MMP-9 for immediate secretion, which would facilitate their
migration during the angiogenic process (82). An in vivo experiment with scar tissue
revealed immunohistochemical expression of MMP-9 in these cells (28). The data from the
present sample showed that UVB can increase the immunohistochemical expression of
MMP-9, in vivo, in endothelial cells from the upper dermis of melanocytic nevi.

Zymography has been used to demonstrate that fibroblasts can secrete MMP-9,

when stimulated by cytokines (TGF-f1 and TNF-a) (35, 83). In culture medium, the
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expression of MMP-9 in fibroblasts also increased when they were irradiated with UVB
(76). In scar tissue, fibroblasts express MMP-9 immunohistochemically (28). The data from
the present sample showed that, in vivo, when stimulated by UVB radiation, the fibroblasts
from the upper dermis of melanocytic nevi can have an increase in the
immunohistochemical expression of MMP-9.

The increase in the immunohistochemical expression of MMP-2 and MMP-9 on the
irradiated sides of melanocytic nevi suggests that a single application of 2 MED of UVB
can modify the expression of gelatinases in vivo, up to one week after the irradiation of the
lesion, with exception of MMP-9 in keratinocytes. The irradiated epidermal melanocytes
present in the melanocytic nevi showed the highest increase in MMPs —2 and —9. The cell
lines present in the dermis (melanocytes, dermal cells, fibroblasts, and endothelial cells)
also presented increased expression on the irradiated sides, though with lower differences
between the scores, perhaps due the reduced penetration of the UVB radiation at those
levels and the scarce quantity of UVA emitted by the lamp. A possible explanation for the
difference between the expression scores of MMP-2, found in the irradiated keratinocytes
being similar to that of the dermal cells, and for the difference in the MMP-9 in the
keratinocytes failing to reach statistical significance, may be related to the autocrine
alimentation phenomena that the MMPs perform in keratinocytes. Thus, hypothetically, the
expression of gelatinases on the irradiated side could influence the expression on the non-
irradiated side, therefore diminishing those differences (80, 84).

By establishing the mean score of the three observers, the chance of a bias in the
reading of the slides was reduced. The ICC rates were considered good to regular in most
variables; though some had a low response homogeneity, a fact that suggest a limitation
of the immunohistochemical method in the evaluation of MMP expression in tissue from

melanocytic nevi.
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Further research, using zymography, which differentiates the active and inactive
forms of gelatinase would perhaps contribute to the better understanding of the possible
roles played by metalloproteinases—2 and —9 present in the nevi after irradiation with UVB,
in the possible transformation of nevi into melanomas, and perhaps bringing some light on

the poorly understood mechanisms of development and invasion of these neoplasms.
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TABLE 1: Semi-quantitative analysis of MMP-2 in irradiated and non-irradiated sides.

Irradiated side Non-irradiated side
~ n
(7)] T Cc %) T Cc
w2 | 2 | B8 5 | | 2 |5E| § | o | ¥
T ® S < T ®© S
c c .= o O c .= @ O
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KERA 1.56 | 0.72 | 1.67 | 0.71 1.25

©
\‘
o

1.33 | 0.62 [ <0.0001

EMEL 1.7 067 | 1.67 | 0.54 | 1.04 | 0.61 1.00 [ 0.45 [ <0.0001

DMEL 132 | 056 | 1.33 [ 0.35 | 094 | 0.68 | 1.00 | 0.53 | <0.0001

ENDO 1.03 | 062 | 1.00 [ 0.47 | 0.77 | 0.60 | 0.67 | 0.46 | <0.0001

FIBR 111 | 062 | 1.00 [ 0.47 | 090 | 0.56 | 0.83 | 0.55 | <0.0001

MMP-2:matrix metalloproteinase-2; ISS: irradiated side score; NISS: non-irradiated side
score; ICC: intraclass correlation coefficient; KERA: keratinocytes; EMEL: epidermal
melanocytes; DMEL: dermal melanocytes; ENDO: endothelial cells; FIBR: fibroblasts.




TABLE 2: Semi-qualitative analysis of MMP-9 in irradiated and non-irradiated sides.
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Irradiated side Non-irradiated side

P~ %)
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KERA 2.39 0.80 2.67 0.75 2.18 0.90 | 2.67 0.79 0.072
EMEL 1.83 0.76 2.00 0.71 1.40 0.86 1.17 0.73 | <0.0001
DMEL 1.67 0.78 1.67 0.58 1.44 0.84 1.50 0.51 | <0.0001
ENDO 1.83 0.91 2.00 0.62 1.59 0.94 1.67 0.64 0.004
FIBR 1.79 0.79 1.67 0.50 1.56 0.76 1.67 0.52 0.012

MMP-9:matrix metalloproteinase-9; ISS: irradiated side score; NISS: non-irradiated side
score; ICC: intraclass correlation coefficient; KERA: keratinocytes; EMEL.: epidermal
melanocytes; DMEL: dermal melanocytes; ENDO: endothelial cells; FIBR: fibroblasts.



116

Keratinocytes {1
Epidermal melanocytes - {1
Dermal melanocytes 1
Endothelial cells o B
Fibroblasts - (g B oy
—1|.5r - I—1l.DT B T—UI.S‘ - 1U.UI - IUTEI - .1I.DT ; I1.15
Non-irradiated Irradiated

FIGURE 1: Differences between mean scores (ISS — NISS) of immunohistochemical
expression of MMP-2 considering irradiated and non-irradiated sides.
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FIGURE 2: Differences between mean scores (ISS — NISS) of immunohistochemical
expression of MMP-9 considering irradiated and non-irradiated sides.
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FIGURE 3: A. Immunohistochemical expression (1+) of MMP-2 of keratinocytes on non-
irradiated side; B. Immunohistochemical expression (2+) of MMP-2 of keratinocytes on
irradiated side. (original magnification, immunoperoxidase — DAB, x 400)
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FIGURE 4: A. Immunohistochemical expression (1+) of MMP-2 of epidermal melanocytes
(=) on non-irradiated side; B. Immunohistochemical expression (2+) of MMP-2 of
epidermal melanocytes (—) on irradiated side. (original magnification, immunoperoxidase

— DAB, x 400)
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FIGURE 5: A. Immunohistochemical expression (1 +) of MMP-9 of endothelial cells on
non-irradiated side (—); B. Immunohistochemical expression (2+) of MMP-9 of endothelial
cells on irradiated side (—); C. Immunohistochemical expression (3+) of MMP-9 of

fibroblasts on irradiated side (—). (original magnification, immunoperoxidase — DAB, x
400)
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RESUMO

Introducédo: a incidéncia dos melanomas permanece em ascensao em diversos
paises. Os nevos melanociticos podem ser seus precursores ou marcadores de risco. A
radiacdo ultravioleta € o principal fator de risco ambiental para o seu desenvolvimento.
Estudos com nevos irradiados mostram que a radiagao ultravioleta B (UVB) pode causar
alteragbes morfolégicas e bioquimicas semelhantes as de um melanoma in situ. As
metaloproteinases da matriz (MMP) s&o enzimas proteoliticas e, particularmente, as
MMP-2 e -9 (gelatinases A e B) parecem estar associadas a invasédo tumoral, a formacgao
de metastases e de neoangiogénese em melanomas. O objetivo do presente estudo é
avaliar os efeitos da UVB nas expressdes imunoistoquimicas de MMP-2 e -9 nas
diferentes linhagens celulares de nevos melanociticos.

Métodos: quarenta e dois nevos melanociticos tiveram suas metades irradiadas
com dose de 2 DEM (dose eritematosa minima) de UVB e foram excisados uma semana
apos. As expressdes imunoistoquimicas das MMP-2 e -9 foram comparadas, quanto a
sua intensidade, por trés avaliadores diferentes entre os lados irradiados e nao irradiados
em queratinécitos, melandcitos de epiderme e derme superior, células endoteliais e
fibroblastos. Os dados foram analisados pelo teste t pareado para as diferengcas de
expressao e pelo ICC para avaliagdo da homogeneidade entre as respostas dos
observadores.

Resultados: com relacdo a expressao imunoistoquimica de MMP-2, todas as
linhagens celulares mostraram aumento no lado irradiado, especialmente os melandcitos
epidérmicos. Quanto a MMP-9, somente nos queratindcitos, ndo se observou aumento de
expressao do lado irradiado, ficando essa evidente nas demais linhagens celulares

avaliadas.
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Conclusbes: A UVB na dose de 2 DEM aumenta a expressao imunoistoquimica
das MMP-2 e -9 em quase todas as linhagens celulares dos nevos melanociticos
avaliados até uma semana apos a irradiagcdo, com excecéao feita queratindcitos, com a
MMP-9.

Descritores/unitermos: raios ultravioleta, nevos e melanomas, gelatinase A,

gelatinase B, fotobiologia.
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INTRODUCAO

A incidéncia do melanoma vem aumentando nas ultimas décadas na populagao
branca de todo o mundo (1-15), tornando-se, inclusive, um problema de saude publica em
alguns paises (1). O diagnoéstico precoce permanece ainda a medida mais importante no
manejo do melanoma. Entretanto, métodos terapéuticos podem ser aprimorados ou
mesmo criados, a medida que novos estudos aumentam os conhecimentos referentes aos
mecanismos, ligados ao seu surgimento, a invasao tumoral e a formacao de metastases,

E bem sabido que caracteristicas individuais, tais como fototipos claros, presenca
quantitativa de nevos melanociticos adquiridos, presenca de nevos atipicos e historia
familiar de melanoma, sdo os principais fatores constitucionais responsaveis pelo seu
surgimento (1, 4, 16, 17).

Os nevos melanociticos sdo lesdes benignas, derivadas dos melandcitos, podendo
ser congénitos quando presentes no nascimento ou no primeiro ano de vida, ou
adquiridos quando surgem a partir dessa idade (18). Sua presenga em grande numero (>
50 nevos) é um importante marcador de risco para o surgimento do melanoma (18-20).
Além disso, alguns nevos melanociticos s&o considerados, também, seus precursores (2,
21, 22).

A radiacéo ultravioleta (RUV) é considerada o principal fator de risco ambiental
para o surgimento do melanoma, principalmente através de um padréo intermitente de
exposicao solar e de histéria de queimaduras solares (23). Estudos experimentais
demonstram que o0s nevos melanociticos podem sofrer alteragbes morfologicas e
bioquimicas, porém transitorias, quando irradiados com duas a quatro doses eritematosas
minimas (DEM) de radiagdo ultravioleta B (UVB), podendo assemelhar-se a nevos

atipicos ou até simular melanomas in situ (24-26).
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As metaloproteinases da matriz (MMPs) formam um grupo de enzimas
proteoliticas que participam do processo de remodelamento e degradagdo da matriz
extracelular e de membranas basais, em processos fisioldgicos e patoldgicos (27-34).
Mais de vinte tipos de MMP ja foram identificados, sendo divididas de acordo com seus
substratos e fung¢des, em subgrupos: as colagenases (MMP-1, -8, -12, -13, -18, -19, -20),
as gelatinases (MMP-2 e —-9), as matrilisinas (MMP-7 e -26), as estromelisinas (MMP-3, -
10,-11) e as metaloproteinases de membrana (MMP-14, -15, -16, -17, -24 e -25) (35-37).

As MMP- 2 e -9 tém, no colageno desnaturado (gelatina), um importante
substrato e, por isso, também sdo chamadas de gelatinases A e B (38). Degradam o
colageno tipo —IV, principal componente das membranas basais, e, dessa forma, tém,
computadas dentre as suas fungdes, as de participagdo do processo de migracdo de
células tumorais, invasao tumoral de tecidos adjacentes e, conseqiientemente, formacgao
de metastases ( 37, 39-46).

Diversos estudos demonstram que melanomas apresentam expressao aumentada
de gelatinases, enquanto que, em nevos melanociticos, elas se encontram negativas ou
fracamente positivas (47-53).

A radiagao ultravioleta pode atuar como indutor dos genes das gelatinases (36).
Experimentos com queratindcitos e fibroblastos cultivados in vitro comprovam que a RUV
aumenta a expressao de gelatinases nessas células (54, 55).

Pouco se sabe sobre o efeito da RUV na expressao de gelatinases em células de
nevos melanociticos in vivo. A expressao da MMP-2 parece aumentar em queratindcitos,
porém ndo em melandcitos; ndo obstante, faltam experimentos na literatura que estudem
o comportamento in vivo da MMP-9 em nevos melanociticos irradiados (56).

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar os efeitos de uma dose de 2
DEM de radiagédo UVB na expressado das gelatinases in vivo nos melanécitos de nevos

melanociticos. Os objetivos secundarios eram avaliar a expressao das gelatinases com a
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irradiacao em outras linhagens celulares, epiteliais e de derma superior, que compdem 0s

nevos melanociticos, tais como os queratinécitos, os fibroblastos e as células endoteliais.

MATERIAL E METODOS

Um estudo experimental com nevos melanociticos irradiados com UVB foi
delineado nos Servicos de Dermatologia e Patologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Faculdade de Medicina, Universidade Federal do rio Grande do Sul). Todo o
material biolégico utilizado adveio do arquivo de blocos de parafina do Servigco de
Patologia, havendo sido produzido a partir de estudo anterior, cujos procedimentos sao
descritos a seguir (57).

Pacientes e Irradiacdo

O material utilizado provinha de pacientes de ambos os sexos, com idade superior
a 18 anos ou inferior, mas acompanhada de autorizagdo dos pais, que fossem portadores
de nevos melanociticos e desejassem ter os nevos excisados. Foram incluidos pacientes
com nevos sem evidéncias clinicas de malignidade, com didmetro entre 5mm e 10mm e
excluidos aqueles portadores de lesdes sangrantes ou com infecgdo secundaria,
localizadas na face, bem como gestantes, portadores de doencgas fotossensiveis,
pacientes em uso de drogas potencialmente fotossensibilizantes ou com histéria de
exposicao solar nos ultimos 30 dias.

O estudo passou a ser conduzido, apds a sua aprovacdo pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os pacientes deram seu consentimento informado e eram submetidos a exame
dermatoldgico, para selecdo dos nevos a serem excisados. A medicdo da Dose
Eritematosa Minima (DEM) foi realizada na regido infra-axilar toracica em técnica

padronizada (24). O equipamento empregado foi o Psora-comb Dermalight 80 (Dr. K.
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Hoénle GmbH, Munique, Alemanha), com tempos de exposi¢cao variando de 30 a 180
segundos, o que correspondia a doses de UVB entre 15 mJ/cm? e 91,8 mJ/cm? com moda
de 45,9 mJ/icm® O aparelho contém duas lampadas fluorescentes que emitem um
espectro continuo com pico de emissdo em 313 nm e intensidade de irradiagéo de 5,1x10
W/cm? de UVB e 6,15x10 W/cm? de UVA, apds 5 minutos de aquecimento. Possui um
afastador rigido que o mantém a uma distancia fixa da pele.

Apos 24 horas, realizava-se a leitura da DEM. A seguir, uma metade da lesao
melanocitica era coberta transversalmente com uma fita isolante foto-opaca, nao
fotossensivel; a outra, submetida a uma irradiagao referente a 2 DEM com o mesmo
aparelho utilizado para sua aferigao (24,26,57). Uma semana apods a irradiagao, os nevos
eram excisados (24,26,57).

Imunoistoquimica

Os espécimes foram fixados em formalina tamponada a 10%, havendo sido
submetidos aos procedimentos de rotina, inclusdao em parafina e secgdo em cortes de 5
micrometros em diregdo longitudinal, com o propédsito de se poderem observar, nesses
mesmos cortes histolégicos, simultaneamente os lados irradiados e néo irradiados, tanto
nas laminas coradas por hematoxilina e eosina (H-E), como naquelas em que foram
empregadas técnicas de imunoistoquimica.

A imunoistoquimica foi realizada conforme as etapas descritas a seguir, baseado
na técnica de Hsu et al (58): (1) Reidratagdo das laminas (xilol — alcool — agua destilada);
(2) recuperacao antigénica com tampéo citrato e bloqueio da peroxidase endégena; (3)
aplicagdo dos anticorpos primarios para MMP-2 (Neomarkers Incorporation, Fremont,
EUA) e MMP-9 (Neomarkers Incorporation, Fremont, EUA) e do anticorpo secundario
associado ao sistema de amplificagao biotina-estreptavidina (Novocastra Laboratories Ltd.
— Newcastle, Inglaterra); (4) aplicagao de solugdo cromoégena de diaminobenzidina (DAKO

Corporation, Carpinteria, USA) e de contra-coloragdo com hematoxilina de Harris.
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A partir da recuperagao antigénica, em todas as etapas ocorreu a lavagem prévia
com tampao PBS (cloreto de sddio, com fosfato de sédio monobasico e fosfato de sodio
dibasico) ( Reagen, Rio de Janeiro, Brasil).

Variaveis

As laminas histoldgicas, tanto coradas por H-E, como por técnica de
imunoistoquimica, foram examinadas por trés observadores independentes. Para avaliar a
expressao das metaloproteinases -2 e -9, foi utilizado método semi-quantitativo, em que:
0 significava auséncia de expressao; 1+ expressao fraca; 2+ expressao moderada e 3+
expresédo forte. Caso houvesse diferentes graus de intensidade em um mesmo lado,
privilegiava-se o local de maior expresséo. A expressao das gelatinases foi avaliada nos
queratindcitos, nos melandcitos epidérmicos e dérmicos de ninhos superficiais, nas
células endoteliais e nos fibroblastos de derma superior, tanto nos lados irradiados (LI),
como nos néao-irradiados (LNI). A média das avaliagdes foi utilizada como escore final
(ELI e ELNI) (59).

As alteragbes morfologicas dos melandcitos e queratindcitos, secundarias a
irradiagcdo, também receberam um grau entre 0, quando negativas, e 3 +, de acordo com
a presenca de atipias, hiperplasia, aumento de nucleo ou citoplasma nos melandcitos e
paraceratose ou hiperplasia na epiderme, avaliadas através de cortes histologicos
convencionais, corados pelo método de H-E. O escore final constituia-se da média de
graus das analises dos avaliadores, assim como foi feito com a andlise da
imunoistoquimica, para cada um dos lados.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados através do programa SPSS, versdao 11. O teste
utilizado para tratamento estatistico foi o teste T pareado. Os dados eram considerados
estatisticamente significativos quando apresentavam um p < 0,05. Para medir a

homogeneidade das afericbes entre os trés observadores, foi efetuado o ICC (intraclass
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correlation coefficient), sendo considerado bom um ICC superior a 0,7, e regular aquele

acima de 0,4.

RESULTADOS

Foram analisados quarenta e dois nevos melanociticos irradiados. Desses, 6 eram
juncionais; 9, intradérmicos; e 27, compostos.

Os cortes corados por H-E demonstraram que os lados irradiados dos nevos
apresentam mais alteragdes morfolégicas de melandcitos do que os lados n&o-irradiados.
(ELI: 2,08 e ELNI: 1,10; p <0,001), assim como nos queratindcitos (ELI: 1,50 e ELNI: 0,79;
p <0,001).

Na avaliacdo da expressdo imunoistoquimica de MMP -2, os lados irradiados
apresentaram aumento de expressdo em todas as linhagens celulares, comparando com
os lados nao-irradiados. Os melandcitos localizados na epiderme obtiveram uma maior
diferenga de escore (ELI-1,70, ELNI-1,04; p< 0,001 ), seguidos dos melanécitos dérmicos
(ELI-1,32, ELNI-0,94; p< 0,001), dos queratinécitos (ELI-1,56, ELNI-1,25; p< 0,001), das
células endoteliais (ELI-1,03, ELNI-0,77; p< 0,001) e dos fibroblastos (ELI-1,11, ELNI-
0,90; p< 0,001). (figura 1)

Quanto a expressdao de MMP-9, ndo se constatou diferenga estatisticamente
significativa entre os dois lados nos queratindécitos (ELI-2,39, ELNI-2,18; p= 0,072). As
demais linhagens celulares, tais como os melandcitos epidérmicos (ELI-1,83, ELNI-1,40 ,
p< 0,001), os melanécitos dérmicos (ELI-1,67 ELNI-1,44; p< 0,001), as células endoteliais
(ELI-1,83, ELNI-1,59; p< 0,004) e os fibroblastos (ELI-1,79, ELNI-1,56; p< 0,012)
apresentaram diferengas de escore estatisticamente significativas nos lados irradiados.

(figura 2)
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O ICC mostrou indices de regulares a bons na maioria das variaveis do estudo,
variando de 0,35 a 0,82.

As tabelas 1 e 2 apresentam, respectivamente, os dados aferidos quanto a
expressdo imunoistoquimica das MMP-2 e —9 nos lados irradiados e néo irradiados, nelas
representados pelos, escore médio, desvio padrao, mediana, ICC, bem como pela analise
de significancia estatistica de cada uma das variaveis estudadas.

As figuras 3 e 4 exemplificam, respectivamente, a maior expressao de MMP-2 em
queratindcitos e melandcitos epidérmicos dos lados irradiados em relagdo aos nao
irradiados. A figura 5 evidencia a expressdo mais acentuada de MMP-9 em células

endoteliais e fibroblastos, nos lados irradiados.

DISCUSSAO

As MMP-2 e -9 sdo enzimas proteoliticas zinco-dependentes que degradam o
colageno IV e, por isso, estdo associadas a invasao tumoral, a formagao de metastases e
a neoangiogénese em pacientes com melanoma (34, 52, 60, 61). A expressao da MMP-2
parece aumentar com a progressao tumoral, sendo sugerida, inclusive, como um possivel
fator prognostico nesses pacientes (51). A MMP-9, em um estudo in vivo, teve sua
expressao relacionada a fase de crescimento radiado do melanoma, sendo negativa na
fase de crescimento vertical, sugerindo que sua maior expressao estaria associada a fase
de invasao precoce dos tumores (53). As metaloproteinases podem ser produzidas pelas
células tumorais, mas, também pelas células do estroma (34, 47, 48). Sua produgédo e
ativagao sdo controladas de forma equilibrada pelos seus inibidores naturais, os inibidores
teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (62). Em situagdes patoldégicas como é o caso
dos melanomas, esse equilibrio costuma se perder, acelerando a atividade proteolitica e

colaborando com o processo de evolugao da doenga (34).
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Lesbes melanociticas benignas habitualmente apresentam expressées negativas
ou fracamente positivas de gelatinases. Numa série de 25 lesbes, Simonetti et al
observaram expressdes imunoistoquimicas de fracas a moderadas de MMP-2 em nevos
melanociticos compostos, principalmente, em ninhos de derma papilar. Em nevos
juncionais, a intensidade era mais proeminente em células localizadas na jungao dermo-
epidérmica. Nevos displasicos ou nevos compostos com atipias tinham expressoes
levemente superiores aos demais nevos (52). Em outro estudo, Vaisanen et al
observaram que ceélulas névicas juncionais e dérmicas superiores expressavam MMP-2,
sendo que no caso de uma maior desorganizagao arquitetural ou presenga de atipias, a
expressdo aumentava (51). As expressdes de MMP-9 foram negativas em todos esses
nevos. Outros dois estudos que avaliaram a expressao imunoistoquimica da MMP-9 em
nevos melanociticos, ndo observaram expressao positiva (52, 53).

A radiagao ultravioleta B pode ser um dos indutores da expressao de gelatinases
nos tecidos (30, 36, 54, 55, 63, 64). O mecanismo exato pelo qual isso ocorre nao é
totalmente conhecido, porém sabe-se que essa radiacio estimula fatores transcripcionais
como AP-1 e NF-kappa B e de interleucinas que participam da produgéo e secregéo das
MMP -2 e -9 (30, 63, 65). Trabalhos in vitro e in vivo, comprovam o aumento de
expressao das MMP-2 e —9 na pele fotolesada (30, 54, 55). Entretanto, pouco se sabe dos
efeitos que ela exerce na expressao das gelatinases em nevos melanociticos, potenciais
precursores de melanoma.

O presente estudo descreve as alteracbes causadas pela radiacido ultravioleta B
na dose de 2 DEM na expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases -2 e -9 em
nevos melanociticos, uma semana apos a irradiagdo. Os lados irradiados apresentaram,
sistematicamente, mais alteracées morfoldgicas nos queratinécitos e nos melandcitos, de
forma, portanto, semelhante aos achados registrados nos trabalhos de Tronnier et al (24-

26).
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Com relagao a expressao imunoistoquimica de MMP-2, os dados revelaram que,
nos lados irradiados, melandcitos basais e dérmicos, queratinécitos, células endoteliais e
fibroblastos apresentam um maior escore médio de expressdo do que nos lados nao-
irradiados.

Esse aumento na expressao da MMP-2 dos queratindcitos de nevos melanociticos
ja havia sido demonstrado por Krengel et al. Os autores avaliaram a expressdo da MMP-
2, TIMP-2 e MT1-MMP em 10 nevos melanociticos irradiados com doses de 4 DEM de
UVB. Registraram uma expressao de fraca a moderada de MMP-2 nos queratindcitos de
8 nevos, antes da irradiacdo, e, de moderada a forte, apds a intervengao (56). Outros
estudos, in vitro, também mostram que os queratinécitos expressam MMP-2 (35, 66) e
que, in vivo, que a UVB pode aumentar sua expresséao (30).

Krengel et al, em seu trabalho com 10 nevos, ndo observaram expressdes de
MMP-2 em melandcitos, tanto antes, quanto apds a irradiagdo das lesdes (56). Nos
melandcitos avaliados por este trabalho, houve aumento da expressdo de MMP-2 no lado
irradiado. Estudos in vitro jd comprovaram que os melanécitos podem produzir de modo
constitucional a MMP-2 (67, 68). Além disso, Wu et al evidenciaram que melanécitos em
cultura expressavam MMP-2 e que tinham sua expressdo aumentada apos irradiacéo por
UVB (69). Gontier e colaboradores constataram, por métodos de zimografia e Western
blotting, que células névicas dérmicas produzem MMP-2, porém, somente na forma
inativada (70). Essas pesquisas talvez possam fornecer substrato para os achados do
presente estudo, que evidenciou a existéncia de um aumento da expressido de MMP-2
nos melandcitos irradiados, tanto epidérmicos, como dérmicos. Nesses Uultimos, a
diferenca de escores finais da avaliacdo pode ter sido inferior devido ao fato de a UVB
atingir menos o derma do que a jung&do dermo-epidérmica.

A MMP-2 pode ser secretada também por células endoteliais (71-73). Em meio de

cultura, o VEFG (vascular endothelial growth factor) e o colageno extraido de pele com
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reagao inflamatéria crénica ja foram identificados, nessas células, como estimuladores de
sua expressao (74, 75). Em estudo que utilizou o método de hibridizagao in situ, células
endoteliais apresentavam sinais de RNAm MMP-2 (54). Nao foi encontrada nenhuma
pesquisa que descreva o aumento da expressado imunoistoquimica da MMP-2 em células
endoteliais do derma superior de nevos melanociticos irradiados, fato que foi observado
no presente estudo.

Em fibroblastos, a MMP-2 é secretada de modo constitucional (35). Neles, a
radiagao ultravioleta B ja foi descrita como estimuladora a expressao de MMP-2 (35, 76).
Ohnishi et al, utilizando o método de Northern blot, demonstraram que fibroblastos,
situados no derma superior de peles fotolesadas, possuiam niveis mais elevados de
RNAmM MMP-2 que os dos controles (77). Recentemente, Kossodo et al, em um estudo in
vitro, ndo encontraram aumento da expressdo da MMP-2 em fibroblastos irradiados com
UVB (78). Os dados do presente trabalho apontam uma diferenca estatisticamente
significativa entre as expressdes imunoistoquimicas da MMP-2 nos fibroblastos, ainda que
tenha sido a menor encontrada dentro das linhagens celulares avaliadas.

Os melandcitos epidérmicos e do derma superior, as células endoteliais e os
fibroblastos apresentaram escores médios de expressao imunoistoquimica da MMP-9
maiores nos lados irradiados do que nos nao irradiados. Nos queratindcitos, ndo houve
diferenca significativa entre os escores dos dois lados.

Na pele normal, ficou demonstrada a existéncia de expressao imunoistoquimica de
MMP-9 (79) e também que, in vitro, os queratinécitos possuem secregdo constitucional da
mesma (35). Outros estudos, em culturas de células, observaram que a radiagao
ultravioleta aumentava esse tipo de expressado nos queratinécitos (55, 69). A MMP-9 pode
ativar citoquinas, tais como o TGF-1, TNF-a e IL-1, a partir de suas pré-formas e, assim,
estimular sua propria secregdo em queratindcitos através de um mecanismo autdcrino

(80). Neste estudo, nao foi detectada diferenca estatisticamente significativa entre as
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expressdes imunoistoquimicas da MMP-9 em queratinécitos de ambos os lados. E
possivel que um mecanismo autdcrino, semelhante ao descrito acima, possa ter ocorrido
apos a irradiagao. Assim, a MMP-9, expressa no lado irradiado, poderia ter exercido uma
estimulacéao direta no lado nao irradiado.

Dois experimentos prévios que avaliaram a expressao imunoistoquimica da MMP-
9 em melandcitos de nevos melanociticos n&o irradiados, ndo evidenciaram imunorreacéo
nos cortes (52, 53). Mas isso ndo aconteceu no presente estudo, que € o primeiro a
avaliar e demonstrar, in vivo, o aumento de expressao imunoistoquimica da MMP-9 em
melandcitos de nevos melanociticos irradiados com UVB. A possibilidade de melandcitos
normais poderem ser secretores de MMP-9 ja foi demonstrada, in vitro, por Bizik et al,
com culturas de melanécitos (67).

Formas latentes de MMP-9 podem ser encontradas em culturas de células
endoteliais da microvasculatura dérmica (81). Além disso, em estudo in vitro, ficou
constatado que células endoteliais podem armazenar inclusive formas ativadas de MMP-9
para secregao imediata, o que poderia facilitar sua migracdo durante o processo
angiogénico (82). Experimento in vivo com tecidos de cicatrizes evidenciou expressdes
imunoistoquimicas de MMP-9 nessas células (28). Os dados da presente amostra
demonstram que a UVB pode aumentar a expressao imunoistoquimica de MMP-9, in vivo,
nas células endoteliais do derma superior de nevos melanociticos.

Por zimografia ja foi demonstrado que fibroblastos podem secretar MMP-9, quando
estimulados por citoquinas (TGF- 1 e TNF-a) (35, 83). Em meio de cultura, a expressao
de MMP-9 em fibroblastos também aumentou quando esses foram irradiados com UVB
(76). Em tecido de cicatrizagao, os fibroblastos tém expressao imunoistoquimica de MMP-
9 (28). Os dados aferidos na presente amostra evidenciaram que, in vivo, quando
estimulados pela radiacdo UVB, os fibroblastos do derma superior de nevos melanociticos

podem ter um aumento da expressao imunoistoquimica de MMP-9.
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O aumento das expressdes imunoistoquimicas nos lados irradiados dos nevos
melanociticos sugere que uma dose Unica de 2 DEM de UVB pode modificar a expressao
imunoistoquimica das gelatinases in vivo até uma semana apos a irradiacdo nesses
tecidos, com excegdo a MMP-9 nos queratinécitos. Os melandcitos localizados na
epiderme foram as células presentes em nevos melanociticos que tiveram um maior
aumento das MMPs-2 e -9 com a UVB. As linhagens celulares localizadas na derme
(melandcitos dérmicos, fibroblastos e células endoteliais) também apresentaram um
aumento da expressao nos lados irradiados, porém com diferengas de escores inferiores,
talvez pela menor penetracdo da radiacdo UVB nessa profundidade e pela escassa
quantidade de UVA emitida pelo aparelho utilizado. Uma possivel explicagdo para que a
diferenca de escores da expressdo da MMP-2, encontrada nos queratinécitos irradiados,
seja em niveis semelhantes ao das células do derma e para que a diferenga na MMP-9
dos queratindcitos ndo tenha atingido uma significancia estatistica, pode estar relacionada
ao fendbmeno da alimentagdo autécrina que as MMPs sdo capazes de realizar em
queratindcitos. Assim, hipoteticamente, a expressao de gelatinases do lado irradiado
poderia influenciar a mesma no lado nao irradiado, desta forma reduzindo as diferencas
(80, 84).

A obtencédo de um escore médio entre trés observadores diminui a chance de um
viés de afericdo quanto a intensidade da expressao. Os indices de ICC observados foram
considerados bons ou regulares na maioria das variaveis; ndo obstante, algumas tiveram
uma homogeneidade de respostas baixa, fato que pode sugerir uma limitagdo do método
de imunoistoquimica na avaliagdo da expressdo das MMPs teciduais de nevos
melanociticos.

A realizagao de outros estudos, utilizando o método da zimografia, que diferencia
as formas de gelatinases inativas das ativas talvez possa contribuir para um melhor

entendimento dos possiveis papéis desempenhados pelas metaloproteinases —2 e -9,
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presentes em nevos, apds a irradiacao com UVB, em eventuais processos de
transformacdo de nevos em melanomas, bem como para elucidar os pouco conhecidos

mecanismos de desenvolvimento e invasao dessas neoplasias.
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TABELA 1: Analise semi-quantitativa da MMP-2 nos lados irradiados e nao irradiados.

Lados irradiados Lados nao irradiados
= '8 /E\ zg
z | 3| & 2| 3 | g
MMP21 = s | @ 3 m 2 | & 9 P
= o 3 = © 9 2 Q
a = a
QUER 1,56 0,72 1,67 0,71 1,25 0,76 1,33 0,62 | <0,0001
MELB 1,70 0,67 1,67 0,54 1,04 0,61 1,00 0,45 | < 0,0001
MELD 1,32 0,56 1,33 0,35 0,94 0,68 1,00 0,53 | <0,0001
ENDO 1,03 0,62 1,00 0,47 0,77 0,60 0,67 0,46 | < 0,0001
FIBR 1,11 0,62 1,00 0,47 0,90 0,56 0,83 0,55 | <0,0001

MMP-2: metaloproteinase-2 da matriz; ELI: escore lado irradiado; ELNI: escore lado n&o

irradiado; ICC: “intraclass correlation coefficient”; QUER: queratindcitos; MELB:

melandcitos epidérmicos; MELD: melandcitos dérmicos; ENDO: células endoteliais; FIBR:

fibroblastos.



TABELA 2: Analise semi-quantitativa da MMP-9 nos lados irradiados e nao irradiados.
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Lados irradiados Lados nao irradiados

— 18 = 18

4 | 8| ¢ Z | 5| ¢
MMPO S 1 8§l g | B8 8] &g P

2 o 3 = Lo i) D =

2 | 3 — S = | 2

a = a

QUER 2,39 0,80 2,67 0,75 2,18 0,90 | 2,67 0,79 0,072
MELB 1,83 0,76 2,00 0,71 1,40 0,86 1,17 0,73 | <0,0001
MELD 1,67 0,78 1,67 0,58 1,44 0,84 1,50 0,51 | <0,0001
ENDO 1,83 0,91 2,00 0,62 1,59 0,94 1,67 0,64 0,004
FIBR 1,79 0,79 1,67 0,50 1,56 0,76 1,67 0,52 0,012

MMP-9: metaloproteinase-9 da matriz; ELI: escore lado irradiado; ELNI: escore lado ndo
irradiado; ICC: “intraclass correlation coefficient”; QUER: queratindcitos; MELB:
melandcitos epidérmicos; MELD: melandcitos dérmicos; ENDO: células endoteliais; FIBR:

fibroblastos.
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FIGURA 1: Grafico das diferengas de escores médios (ELI — ELNI) de expressao
imunoistoquimica de MMP-2 observados entre os lados néo irradiados e irradiados.

1.5
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FIGURA 2: Grafico das diferengas de escores médios (ELI — ELNI) de expressao
imunoistoquimica de MMP-9 observados entre os lados nao irradiados e irradiados.
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FIGURA 3: A. Expressao imunoistoquimica (1+) de MMP-2 nos queratindcitos de lado nao
irradiado; B. Expressao imunoistoquimica (2+) de MMP-2 nos queratinécitos de lado
irradiado. (no original, x 400, imunoperoxidase — DAB)
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FIGURA 4: A. Expressao imunoistoquimica (1+) de MMP-2 em melandcitos epidérmicos
de lado n&o irradiado (—); B. Expressao imunoistoquimica (2+) de MMP-2 em melandcitos
epidérmicos de lado irradiado (—). (no original, x 400, imunoperoxidase — DAB)
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FIGURA 5: A. Expresséao imunoistoquimica (1+) de MMP-9 em células endoteliais de lado
nao irradiado (—); B. Expressao imunoistoquimica (2+) de MMP-9 em células endoteliais
de lado irradiado (—); C. Expressao imunoistoquimica (3+) de MMP-9 em fibroblastos de
lado irradiado (—).(no original, x 400, imunoperoxidase — DAB)



12. ANEXOS

154

12.1. ANEXO A: Protocolo de analise das laminas de imunoistoquimica de MMP-2 e H-E

pelos avaliadores.

Paciente | MMP-2 quer|MMP-2 melb|MMP-2 meld|MMP-2 endo| MMP-2 fibr hipermel hiperquer
(AP) NI [ NI [ NI I NI [ NI [ NI [ NI I
Avaliador:

AP: nimero do exame anatomo-patolégico; MMP-2: metaloproteinase-2 da matriz; I: lado
irradiado; NI: lado nao irradiado; quer: queratindcitos; melb: melandcitos epidérmicos;

meld: melandcitos dérmicos; endo: células endoteliais; fibr: fibroblastos; hipermel:
alterac6es morfolégicas de melandcitos; hiperquer: alteracdes morfologicas de

gueratinécitos.
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12.2. ANEXO B: Protocolo de analise das laminas de imunoistoquimica de MMP-9 pelos

avaliadores.

Paciente |[MMP-9 quer | MMP-9 melb|[MMP-9 meld|MMP-9 endo| MMP-9 fibr
(AP) NI | NI [ NI I NI [ NI I

Avaliador:

AP: nimero do exame anatomo-patolégico;MMP-9: metaloproteinase-9 da matriz; I: lado

irradiado; NI: lado nao irradiado; quer: queratinécitos; melb: melandcitos epidérmicos;
meld: melandcitos dérmicos;endo: células endoteliais; fibr: fibroblastos
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12.3. ANEXO C: Fotografia do exame histopatolégico de nevo melandcito irradiado.

FIGURA C1: Hiperplasia de melandcitos com aumento de nucleos e citoplasma. (no
original, x 100, H —E)
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12.3. ANEXO D: Fotografias das laminas de imunoistoquimica das MMP-2 e -9 nos lados

irradiados e nao irradiados.

FIGURA D1: A. Expressao imunoistoquimica (1+) de MMP-2 nos queratindcitos de lado
nao irradiado; B. Expressdo imunoistoquimica (2+) de MMP-2 nos queratindcitos de lado
irradiado; C. Expressao imunoistoquimica (3+) de MMP-9 nos queratindcitos de lado
irradiado. (no original, x 400, imunoperoxidase — DAB)
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FIGURA D2: A. Expressao imunoistoquimica (1+) de MMP-2 em melandcitos epidérmicos
de lado néo irradiado (—); B. Expressao imunoistoquimica (2+) de MMP-2 em melanécitos
epidérmicos de lado irradiado (—). (no original, x 400, imunoperoxidase — DAB)
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FIGURA D3: A. Expressao imunoistoquimica (1+) de MMP-9 em células endoteliais de
lado nao irradiado (—); B. Expressdo imunoistoquimica (2+) de MMP-9 em células
endoteliais de lado irradiado (—); C. Expressdo imunoistoquimica (3+) de MMP-9 em
células endoteliais de lado irradiado (—). (no original, x 400, imunoperoxidase — DAB)
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FIGURA D4: Expressdo imunoistoquimica (3+) de MMP-9 em fibroblastos de lado
irradiado (—). (no original, x 400, imunoperoxidase — DAB)
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FIGURA D5: Expressao imunoistoquimica (2+, *) de MMP-2 em queratindcitos, em
melandcitos dérmicos (2+, %) e melandcitos epidérmicos (2+, —) de lado irradiado. (no
original, x 400, imunoperoxidase — DAB)
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FIGURA D6: Expressdo imunoistoquimica (3+, *) de MMP-9 em queratindcitos, em
melandcitos dérmicos (2+, %) e melandcitos epidérmicos (2+, —) de lado irradiado. (no
original, x 400, imunoperoxidase — DAB)



