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RESUMO 

 

 

O câncer de laringe é uma doença significativa em todo o mundo, cuja incidência continua 

aumentando, especialmente devido ao elevado consumo de tabaco e álcool, mostrando um 

claro efeito sinergístico. O diagnóstico desta doença costuma ser feito em estádios avançados, 

sendo associado a baixas taxas de sobrevivência. Portanto, tem sido crucial a busca por 

métodos moleculares de detecção em estádios iniciais da doença. Este trabalho teve três 

objetivos principais: comparar plasmas sanguíneos de fumantes saudáveis e com câncer de 

laringe por meio de eletroforese bidimensional para buscar biomarcadores, definir técnicas de 

separação protéica de plasma humano sem utilizar gel de poliacrilamida e verificar a diferença 

de concentração de elementos-traço em proteínas específicas de pacientes com e sem câncer. 

Perfis de géis bidimensionais foram obtidos e comparados usando o software BioNumerics. 

Em todos os perfis, foram observados mais de 50 spots proteicos entre pH 4-10 e massa 

molecular de 10-60 kDa. Poucas diferenças foram encontradas entre os pacientes com câncer 

e os fumantes saudáveis. No entanto, o aparecimento de três spots entre pI 7.2 and 7.6 e 

massas moleculares de 20.3, 42.5 e 44.8 kDa apenas em géis de pacientes com câncer de 

laringe sugere a expressão de proteínas que podem ser tanto uma resposta do organismo 

causada pelo câncer quanto expressas por este a fim de ajudar no desenvolvimento da doença. 

Estas foram identificadas por espectrometria de massa como componentes do sistema imune, 

reforçando a importância da resposta imune como alvo para compreensão e tratamento do 

câncer de laringe. O teste de novas metodologias livres de géis de poliacrilamida foram feitos 

combinando a focalização isoelétrica líquida e a cromatografia líquida de alta pressão. Estas 

mostraram capacidade de fracionar proteínas com padrão semelhante à separação já 

estabelecida em géis. Finalmente, foi detectada a presença de elementos-traço por 

espectrometria de massa com fonte de plasma induzido em proteínas isoladas pela primeira 

técnica utilizada de plasmas de pacientes com e sem câncer de laringe. Dois elementos traço, 

Pb e Cr, conhecidos por serem carcinogênicos e que se encontram no tabaco foram 

observados em todas as proteínas analisadas. Uma vez que há vários estudos indicando o 

papel de elementos-traço em processos biológicos, é possível inferir que estes tenham efeito 

direto ou indireto no processo de carcinogênese, podendo ser crucial para o desenvolvimento 

desta doença. 
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ABSTRACT 

 

 

Laryngeal cancer is a significant disease worldwide which incidence remains increasing, 

especially due to elevated tobacco and alcohol consumption, which have a synergistic effect. 

Diagnosis is usually done at advanced-stages, which is associated with poorer survival rates. 

Therefore, the search for a screening method has been crucial. This work had three main 

objectives: to compare plasmas of healthy smokers and patients with laryngeal cancer by two 

dimensional electrophoresis in order to search for biomarkers, to define plasma protein 

separation techniques without using polyacrylamide gels, and to determine the concentration 

of trace elements in specific proteins of patients with and without laryngeal cancer. Two 

dimensional gel profiles were obtained and compared against each other using the 

BioNumerics software. In all profiles, over 50 protein spots were observed around pH 4-10 

from molecular weight of 10-60 kDa. Few differences were found among the cancer and 

control patients. However, the appearance of three spots gathered between pI 7.2 and 7.6 and 

molecular weights of 20.3, 42.5 and 44.8 kDa in gels only from patients with cancer suggests 

the expression of proteins either caused by the cancer or maybe that aids in the disease 

development. These were identified by mass spectrometry as immune system components, 

reinforcing the importance of the immune response as target in the understanding and 

treatment of laryngeal cancer. Experiments to test the methods free from polyacrylamide gels 

were done by combining liquid isoelectric focusing and high performance liquid 

chromatography. These showed the ability to fractionate proteins with the same pattern as two 

dimensional electrophoresis. Finally, the presence of trace elements in specific proteins of 

patients with and without cancer separated by the first technique used was determined by 

inductively coupled plasma mass spectrometry. Two elements, Pb and Cr, known to be 

carcinogenic and present in tobacco were observed in all ten proteins analyzed. Once there are 

many studies indicating the role of trace elements in biological processes, it is possible to 

infer that these have direct or indirect effect in the carcinogenesis progress, and might be 

crucial to the development of this disease.  

 

 

Key words: laryngeal cancer; proteomics; 2D PAGE; immune system; human plasma.
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1 Introdução 

1.1 Câncer  

1.1.1 O que é câncer? 

Câncer pode ser definido como um distúrbio nos processos que controlam 

proliferação, diferenciação e morte celular, afetando indivíduos de todos os grupos de idade 

em populações do mundo inteiro. A causa de uma em cada oito mortes se deve a essa doença, 

sendo que, em 2007, de um total de 58 milhões de mortes ocorridas no mundo, o câncer foi 

responsável por 7,6 milhões (GARCIA et al., 2007; SAÚDE, 2007). Em 2002, houve 

aproximadamente 10 milhões de novos casos de câncer no mundo, seis milhões de mortes e 

24 milhões de pessoas vivendo com câncer (PARKIN et al., 2005). Estima-se que, em 2020, 

os números aumentarão para cerca de 15 milhões de novos casos, resultando em 12 milhões 

de mortes (Figura 1). 

 
Figura 1. Número aproximado de casos novos e de mortes por câncer em 2002 e estimativa para 2020. 
Fonte: Azevedo et al., 2006. 



 

2 Introdução

 

 

O câncer é caracterizado por alterações na expressão de múltiplos genes, levando à 

desregulagem do ciclo normal de divisão e diferenciação celular. O resultado é um 

desequilíbrio na replicação e morte celular que favorece o crescimento de uma população de 

células (RUDDON, 2007). As características que diferenciam um tumor maligno de um 

benigno consistem nos níveis de diferenciação, taxa de crescimento, invasão local e 

capacidade de espalhar-se para outras partes do corpo, sendo este último conhecido por 

metástase. Tumores, também chamados de neoplasmas, benignos são normalmente compostos 

de células diferenciadas que se assemelham às células do tecido de origem, crescem e 

permanecem no lugar originado sem ter a capacidade de se infiltrar, invadir ou sofrer 

metástase (RUDDON, 2007). Normalmente, neoplasmas benignos não causam morte a não 

ser que interfiram com funções vitais devido à sua localização. Por exemplo, um tumor 

benigno que cresce na cavidade craniana pode comprimir as estruturas cerebrais levando, 

eventualmente, à morte (PORTH, 2007).  

Por outro lado, neoplasmas malignos, ou cânceres, são caracterizados pela falta de 

diferenciação celular, alta taxa de crescimento, tendência invasiva e destrutiva a tecidos 

adjacentes, espalhando-se para sítios distantes e levando à morte do organismo caso este não 

receba tratamento adequado (PORTH, 2007). Câncer é o resultado de uma série de 

modificações genéticas que leva ao crescimento desregulado de uma célula, que a partir deste 

ponto, é denominada maligna (SCULLY et al., 2000). Algumas dessas mutações podem ser 

herdadas, mas a maioria é adquirida após o nascimento, sendo estas, chamadas somáticas. 

Mutações que afetam proto-oncogenes, genes supressores de tumor ou enzimas de correção de 

DNA podem levar à transformação neoplásica (RUDDON, 2007). Os proto-oncogenes, 

quando ativados, levam à proliferação celular desregulada. Genes supressores de tumor, ao 

serem inativados ou suprimidos, geram a incapacidade da célula de checar pontos que 

controlam proliferação e diferenciação celular (SCULLY et al., 2000; STEWART e 

KLEIHUES, 2003; RUDDON, 2007). Apesar de várias modificações serem necessárias para 

o desenvolvimento de um tumor, não se sabe se a ordem com que elas ocorrem tem 

influência, mas, de qualquer modo, o acúmulo de eventos é mais importante do que a ordem 

em que eles acontecem (MACDONALD et al., 2004). 



 

3 Introdução

1.1.2 Epidemiologia 

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo e a distribuição dessa doença 

não é homogênea entre os países desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo que tipos 

particulares de câncer exibem diferentes padrões de distribuição (Figura 2). Várias dessas 

diferenças se devem a fatores etiológicos, por exemplo, populações de países 

subdesenvolvidos são mais vulneráveis a tumores associados a agentes infecciosos. Por outro 

lado, em países desenvolvidos, outros tipos são mais incidentes devido ao estilo de vida 

(STEWART e KLEIHUES, 2003). 

 
Figura 2. Comparação entre os tipos mais comuns de câncer em países mais e menos desenvolvidos em 2000, 
separado por sexo. NHL = Non-Hodking Lymphoma.   
Fonte: Stewart e Kleihues, 2003. 

 

No Brasil, o número de mortes por câncer aumentou 24,7% entre homens e 18,6% 

entre mulheres no período de 1979 a 2004. De um modo geral, esse aumento é devido ao 

impacto da globalização econômica sobre as sociedades, redefinindo padrões de trabalho, 

nutrição e consumo. Simultaneamente, a melhoria das condições de vida dos indivíduos 

resulta no aumento da expectativa de vida e, consequentemente, eleva o número de idosos e a 

incidência de doenças, inclusive o câncer (AZEVEDO et al., 2006). Em 2005, o câncer foi 

responsável pela morte de aproximadamente 190.000 pessoas no Brasil, sendo que 113.000 

destas apresentavam-se com menos de 70 anos de idade. De acordo com o Instituto Nacional 

de Câncer (INCA), as estimativas para o ano de 2008 são de 466.730 novos casos de câncer. 

Os tipos mais incidentes, com exceção do câncer de pele não-melanoma, serão os cânceres de 
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próstata e de pulmão nos homens, e os de mama e de colo do útero nas mulheres (Figura 3). 

Este perfil acompanha os mesmos padrões observados no mundo, entretanto, o câncer de 

maior mortalidade em homens atualmente é o de vias aéreas inferiores e, em mulheres, o de 

mama (SAÚDE, 2007). A expectativa de distribuição dos novos casos de câncer, em 2008, 

entre os sexos masculino e feminino são de 231.860 para o primeiro e 234.870 para o último. 

Estima-se que o câncer de pele do tipo não-melanoma será o mais incidente na população 

brasileira, correspondendo a 115 mil novos casos, seguido pelos tumores de próstata (49 mil), 

mama feminina (49 mil), pulmão (27 mil), cólon e reto (27 mil), estômago (22 mil) e colo do 

útero (19 mil). Quanto à distribuição geográfica dos casos novos, esta é heterogênea entre os 

estados e as capitais do Brasil. De um modo geral, as regiões Sul e Sudeste apresentam as 

maiores taxas, enquanto as regiões Norte e Nordeste, as menores. A região Centro-Oeste 

apresenta taxas intermediárias (SAÚDE, 2007). 

 

 

 
Figura 3. Tipos de câncer mais incidentes na população brasileira estimados para 2008, exceto câncer de pele 
não-melanoma.  
Fonte: Saúde, 2007. 
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1.1.3 Etiologia 

Em muitos casos, as causas do câncer não estão claramente definidas, mas é sabido 

que tanto fatores externos quanto internos têm influência direta no desenvolvimento de 

tumores. Apesar de poder ocorrer em qualquer grupo de idade, o câncer é normalmente 

considerado uma doença do envelhecimento. Tumores em qualquer lugar do corpo são 

diagnosticados em média aos 67 anos, enquanto que 76% de todos os cânceres são 

diagnosticados a partir dos 55 anos (RUDDON, 2007). 

A informação sobre as causas do câncer provém de pesquisas dos padrões da doença 

em populações humanas e, também, da indução de tumores em cobaias após serem tratadas 

com agentes carcinogênicos (STEWART e KLEIHUES, 2003; RUDDON, 2007). Os dois 

modelos de estudo sobre carcinogênese historicamente mais significativos são de indução de 

câncer de pele em camundongos (modelo de “pintar a pele”) e a indução de câncer de fígado 

em ratos (BERENBLUM, 1981; WEINSTEIN, 1988; RUDDON, 2007). Entre os agentes 

carcinogênicos, estão tabaco, amianto, aflatoxinas e radiação ultravioleta (STEWART e 

KLEIHUES, 2003). Cerca de 20% dos casos de câncer estão associados com infecções 

crônicas, sendo mais significativas as causadas pelos vírus da hepatite B e C (HBV, HCV) 

(ZUR HAUSEN, 1991; GICHNER, 1995), papilomavirus (HPV) (MUÑOZ, 2000) e da 

bactéria Helicobacter pylori (FORMAN et al., 1991; UEMURA et al., 2001). Além disso, é 

cada vez maior o reconhecimento do papel dos fatores ambientais associados ao estilo de 

vida, incluindo alimentação, atividade física e consumo de álcool e fumo no desenvolvimento 

do câncer. Suscetibilidade genética, hormônios e mecanismos imunológicos também podem 

alterar significativamente os riscos dos fatores externos (STEWART e KLEIHUES, 2003). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) classificou o tabaco como o maior agente 

cancerígeno possível de prevenção de morte. O consumo de tabaco causa, além do câncer de 

pulmão, tumores na laringe, pâncreas, rins e bexiga (Tabela 1). Este, quando consumido 

concomitantemente com álcool, aumenta a incidência de carcinomas da cavidade oral e do 

esôfago. Na maioria dos países desenvolvidos, o tabaco é responsável por até 30% do 

aparecimento dos tumores malignos (STEWART e KLEIHUES, 2003).  
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Tabela 1. Tipos de câncer cuja incidência é aumentada pelo fumo.  

Cânceres 

positivamente 

associados com 

fumo 

Sexo 

Mortalidade padronizada 

por 100,000/ano Risco 

relativo 

Risco absoluto 

de excesso por 

100,000/ano 

Proporção 

atribuída 

(%)* Não 

fumante 
Fumante 

Câncer de pulmão 
M 

F 

24 

18 

537 

213 

22.4 

11.9 

513 

195 

87 

77 

Câncer do aparelho 

respiratório 

M 

F 

1 

2 

27 

10 

24.5 

5.6 

26 

8 

89 

58 

Câncer de bexiga e 

órgãos urinários 

M 

F 

18 

8 

53 

21 

2.9 

2.6 

35 

13 

36 

32 

Câncer pancreático 
M 

F 

18 

16 

38 

37 

2.1 

2.3 

20 

21 

25 

29 

Câncer do esôfago 
M 

F 

9 

4 

68 

41 

7.6 

10.3 

59 

37 

66 

74 

Câncer renal 
M 

F 

8 

6 

23 

8 

3 

1.4 

15 

2 

37 

11 

Estudo americano de câncer. Homens e mulheres com 35 anos ou mais. *Proporção atribuída é a proporção de mortes 
causadas pela doença especificada, assumindo que 30% da população são fumantes e que todo o risco em excesso para 
os fumantes se deve ao fumo. 

Fonte: Stewart e Kleihues, 2003. 

 

 

 

O consumo concomitante de bebidas alcoólicas e tabaco mostra uma forte interação 

sinergística na etiologia de cânceres da cavidade oral, faringe, laringe e esôfago. O risco para 

consumidores excessivos de ambos os produtos tende a aumentar de forma multiplicativa ao 

invés de aditiva. Assim, o risco para estes é maior do que o produto dos riscos atribuídos 

respectivamente a consumidores excessivos de álcool e de tabaco separadamente (Figura 4) 

(BLOT et al., 1988; MERLETTI et al., 1989; FRANCESCHI et al., 1990; STEWART e 

KLEIHUES, 2003). 
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Figura 4. Aumento multiplicativo no risco relativo de câncer de laringe conseqüente do consumo de álcool e 
cigarro (as cores representam aproximadamente a progressão da duplicação do risco ao aumento da exposição). 
Fonte: Barnes et al., 2005. 

 

1.1.4 Mecanismos moleculares do 
desenvolvimento de carcinomas 

Pesquisas usando modelos de estudo (camundongos e ratos) sobre desenvolvimento de 

tumores mostram evidências de transformações malígnas que ocorrem em etapas específicas 

do ciclo celular. A maior parte dos agentes carcinogênicos danifica o DNA, tendo oncogenes 

e genes supressores de tumor como alvo, levando à ativação dos primeiros e à inativação dos 

segundos (STEWART e KLEIHUES, 2003; RUDDON, 2007). Desta forma, foram 

designados três estágios no desenvolvimento de um câncer: iniciação, que corresponde ao 

dano e ao subsequente potencial de divisão das células expostas; progressão, que denota 

múltiplos ciclos de replicação celular da célula iniciada tornando-se autônoma em 

crescimento; e metástase, que é o espalhamento das células malignas para outros locais além 

daquele de origem (STEWART e KLEIHUES, 2003). 
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Alguns genes e as mudanças correspondentes causadas por eles são comuns para 

vários tipos de tumor. No entanto, cada tipo de câncer tem um conjunto de alterações 

genéticas específicas. Existe uma heterogeneidade clara entre tumores do mesmo tipo, ou seja, 

não necessariamente todos os tumores exibem as mesmas mudanças gênicas estabelecidas 

para o tipo de câncer em questão. O surgimento de uma população de células malignas deve-

se ao efeito cumulativo de várias mudanças gênicas. Os genes designados como oncogenes e 

supressores de tumor têm sido identificados em termos de sua função biológica. Eles estão 

entre os genes que facilitam a transmissão de sinais que controlam o crescimento da célula, 

mediam a divisão, diferenciação ou morte celular e que estão envolvidos em processos de 

reparo de DNA e outros que mantêm a integridade da informação genética (STEWART e 

KLEIHUES, 2003). Assim, as alterações gênicas que levam ao desenvolvimento do câncer 

incluem a ativação de oncogenes e/ou inativação de genes supressores de tumor 

(RODENHUIS e SLEBOS, 1992). 

Proto-oncogenes são genes normais que, ao sofrerem mutação, se tornam oncogenes. 

Esses dois termos costumam ser usados de modo intercambiável. Tais genes são ativados por 

agentes carcinogênicos por meio de diversos mecanismos, como substituição de bases no 

DNA (mutações pontuais), translocação cromossômica (rearranjo de partes entre 

cromossomos diferentes) e amplificação gênica (que corresponde a um aumento no número 

de cópias de um gene resultante da replicação redundante de uma mesma seqüência de DNA) 

(SCULLY et al., 2000). Acredita-se que oncogenes estão envolvidos em funções celulares 

básicas relacionadas ao controle de proliferação e diferenciação celular. Assim, mutações em 

um desses genes resultam na sua ativação anormal, promovendo o crescimento celular e 

levando à transformação maligna. A presença de pelo menos um oncogene tem sido 

confirmada na maioria dos tumores já estudados (MACDONALD et al., 2004). Exemplos de 

oncogenes mais comuns são ras (BOS, 1989), myc (HANN e EISENMAN, 1984), src 

(WASILENKO et al., 1991) e bcl-2 (REED, 1994). 

Alterações frequentemente encontradas em tumores humanos e modelos animais são 

mutações nos oncogenes da família ras (RODENHUIS e SLEBOS, 1992). Os três tipos mais 

comuns envolvidos em neoplasmas humanos são H-ras, K-ras e N-ras, que codificam 

proteínas similares de 21 kDa, que se ligam a GTP/GDP (BOS, 1989). Essas proteínas podem 

ter dois estados: ativo, quando o GTP está ligado a ela, e inativo, após o GTP ter sido 

hidrolisado para GDP. A proteína ras é estimulada por fatores de crescimento, levando ao 

desprendimento da molécula de GDP e sua ligação à molécula de GTP. Com isso, a ras 

ativada gera uma cascata de efetores que, por sua vez, pode ativar fatores de transcrição 
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estimulando a expressão gênica e a proliferação celular (RUDDON, 2007). Mutações desse 

gene previnem que este seja inativado, ou seja, que ele se ligue ao GDP (BOS, 1989). Apesar 

de mutações nos genes da família ras serem encontradas em uma variedade de tipos de 

câncer, a incidência de tais mutações varia muito. Por exemplo, as incidências mais altas são 

encontradas em carcinomas do pâncreas (90%), cólon e tireóide (50%) e pulmão (30%) (BOS, 

1989; RODENHUIS e SLEBOS, 1992; RUDDON, 2007). 

Além de ras, existe a família myc, cujo papel é essencial na diferenciação e 

proliferação celular (RUDDON, 2007), sendo que seus membros mais estudados são c-myc, 

N-myc e L-myc (RYAN e BIRNIE, 1996). Alterações nesses genes podem ser causadas por 

translocação cromossômica, amplificação, inserção e deleção (HANN e EISENMAN, 1984). 

A expressão da c-myc é mais alta em células que estão sofrendo proliferação e diminui 

quando células entram na fase de diferenciação. Portanto, pode ser necessária a regulação de 

sua expressão para que a divisão celular cesse e a célula começe a se diferenciar (RUDDON, 

2007). Apesar da sua conhecida ação como fator de transcrição, também há observações do 

myc como indutor de apoptose (RYAN e BIRNIE, 1996). Tal paradoxal habilidade consiste 

na capacidade da proteína de estimular a proliferação da morte celular. As myc mantêm a 

capacidade de estimular a proliferação e de ativar a via apoptótica induzida pela p53 

(RUDDON, 2007). 

Uma terceira classe gênica consiste nas src. Genes desta família podem agir em várias 

vias de transdução de sinal que facilitam ou modulam a proliferação, sobrevivência e adesão 

celular, metástase e tráfico intracelular (RUDDON, 2007). O produto deste gene é uma 

tirosina quinase que traduz sinais nos processos mencionados acima. A regulação do src é 

feita por mecanismos como fosforilação e interação entre dois domínios homólogos 

específicos das proteínas desta família, chamados SH2 e SH3 (MACDONALD et al., 2004). 

Finalmente, o proto-oncogene bcl-2, acrônimo de B-cell lymphoma (linfoma das 

células B), onde foi primeiramente identificado, é ativado por translocação cromossômica 

(REED, 1994). Quando mutado, sua ação é inibir a apoptose, levando a um acúmulo de 

alterações gênicas que são propagadas pela divisão celular e contribuem para o 

desenvolvimento de tumor (SINICROPE et al., 1995). A superexpressão de bcl-2 tem sido 

observada em várias alterações associadas a apoptose, incluindo geração de radicais livres de 

oxigênio, mudanças na membrana plasmática, alterações na distribuição de íons (Ca+ e H+), 

ativação de caspases e perda do potencial transmembrânico mitocondrial (KROEMER, 1997). 

Apesar de ter como função principal a inibição de apoptose de linfócitos, o bcl-2 já foi 
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encontrado em outros tecidos, como epitélio gastrointestinal, pele e sistema nervoso, 

sugerindo uma maior importância para este gene (RUDDON, 2007).  

O outro grupo de genes que tem papel importante no processo cancerígeno consiste na 

classe de genes supressores de tumor (MURAKAMI et al., 1991; HUANG et al., 1992). 

Estes, ao serem perdidos ou inativados, acabam viabilizando o desenvolvimento de tumores. 

Seus produtos podem agir de diferentes maneiras, já que alguns são encontrados no núcleo e 

atuam como fatores de transcrição, outros ocorrem na membrana celular e agem em 

transdução de sinal ou adesão celular, e ainda outros estão envolvidos no reparo do DNA 

(RUDDON, 2007). Entre os genes supressores de tumor encontram-se rb (tem papel na 

inibição do progresso do ciclo celular), p53 (gene onde mais mutações são registradas em 

carcinomas, pode induzir apoptose ou apenas impedir a proliferação e  transformação da 

célula quando seu DNA sofre danos) e BCRA1 e BCRA2 (envolvidos em vias de reparo do 

DNA observadas principalmente em câncer de mama e de ovário) (STEWART e KLEIHUES, 

2003; MACDONALD et al., 2004; RUDDON, 2007). 

Além das causas de câncer já mencionadas, é importante citar aqueles tumores 

causados por herança genética. Fatores genéticos que são determinantes primários do 

desenvolvimento de câncer correspondem a 5 a 10% dos pacientes (MACDONALD et al., 

2004). Normalmente, os defeitos herdados que levam ao câncer são causados por deficiências 

nas vias de reparo de DNA, alterações em enzimas que metabolizam drogas e toxinas 

ambientais e polimorfismos em genes que regulam a utilização de certos nutrientes essenciais 

como ácido fólico (RUDDON, 2007). 

1.1.5 Detecção de tumores 

Os métodos usados no diagnóstico e na classificação do câncer são determinados 

basicamente pela localização e tipo de tumor. Vários recursos para detectar um câncer estão 

disponíveis, como raio-X, endoscopia, ultra-som, ressonância magnética, tomografia 

computadorizada e exames de sangue e urina com marcadores específicos (BARNES et al., 

2005). Além disso, os marcadores moleculares, ou biomarcadores, são antígenos expressos 

pelo tumor ou substâncias liberadas por células normais do organismo em resposta ao câncer, 

que podem ser usados tanto para diagnóstico quanto para monitorar o progresso da doença, 

prevenir que esta retorne e verificar a eficácia do tratamento utilizado. Os marcadores mais 
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utilizados na prática clínica são as glicoproteínas antígeno próstata-específico (PSA), 

amplamente usado em pacientes homens para detectar câncer de próstata (STAMEY et al., 

1987; RAO et al., 2008), CA-125 para câncer de ovário (BAST et al., 1981; JANKOVIC e 

MILUTINOVIC, 2008) e antígeno carcinoembrionário (CEA) para monitorar a progressão e a 

resposta à terapia em pacientes com câncer colorretal (GOLD e FREEDMAN, 1965; 

DIAMANDIS, 2003; HAMDAM, 2007). 

A maioria destes marcadores está em níveis elevados em tumores benignos e quase 

nenhum se encontra acima da média específica de cada marcador nos estádios iniciais de 

tumores malignos. Portanto, o valor dos marcadores encontrados até hoje é limitado, mas 

quase todos mostram uma associação com o curso clínico da doença, sendo seu uso de grande 

importância. Como o diagnóstico em estádios iniciais do câncer leva a tratamentos com 

melhores resultados, a busca por estes tem sido bastante intensa (PORTH, 2007; DAOUD, 

2008). 

1.1.6 Classificação de tumores malignos 

Tumores malignos podem ser classificados em carcinomas ou sarcomas. Os primeiros 

possuem origem epitelial e os últimos, origem mesenquimal. A maioria surge de tecido 

epitelial, onde aqueles derivados de tecido estratificado escamoso são designados carcinomas 

de células escamosas. A determinação do local e origem de um neoplasma é importante por 

várias razões. Ao saber a localização de um tumor é possível inferir, por exemplo,  sobre seu 

curso, a probabilidade e a rota de um espalhamento metastático, os efeitos deste em funções 

orgânicas e o tipo de tratamento utilizado para ter maior eficácia. O local de um tumor 

primário também pode determinar o modo de metástase e os órgãos alvo. Este critério é de 

extrema importância para definir o prognóstico do paciente (RUDDON, 2007). 

Além destes critérios, uma linguagem padrão para descrever o alcance da doença a fim 

de auxiliar oncologistas no planejamento do tratamento e fornecer categorias para estimar o 

prognóstico foi estabelecida por duas agências: Union Internationale Contre le Cancer 

(UICC) e American Joint Committee for Cancer Staging and End Results Reporting (AJCCS) 

da Organização Mundial da Saúde (OMS). Ambas usam o sistema TNM de classificação para 

tumores malignos (RUDDON, 2007). Este sistema foi desenvolvido por Pierre Denoix entre 

1943 e 1952. A UICC nomeou um Comitê de Nomenclatura e Estatística de Tumores em 
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1950 e adotou as definições gerais de extensão local dos tumores malignos sugeridas pela 

AJCCS como base para seu trabalho na classificação do estádio clínico. Por meio de 

publicações traduzidas para diversas línguas, o objetivo da UICC é alcancar o consenso na 

classificação da extensão anatômica do câncer (SOBIN e WITTEKIND, 2002). 

O sistema TNM classifica a doença em estádios, avaliando três componentes: T define 

a extensão do tumor primário (em tamanho e local), N corresponde ao envolvimento de 

linfonodos regionais e M, a presença ou ausência de metástase. A definição do alcance da 

doença por estas categorias é chamada estadiamento (SOBIN e WITTEKIND, 2002; PORTH, 

2007; RUDDON, 2007). Utiliza-se a adição de números a estes três componentes para indicar 

a extensão da doença maligna. As definições gerais usadas estão representadas na tabela 2. 

 
Tabela 2. Definições usadas pelo sistema TNM de classificação para tumores malignos.  

T - Tumor Primário N - Linfonodos Regionais M - Metástase à Distância 

T0 – Não há evidência de 

tumor primário 

N0 – Ausência de metástase 

em linfonodos regionais 

M0 – Ausência de 

metástase à distância 

T1, T2, T3, T4 – Tamanho 

crescente e/ou extensão 

local do tumor primário 

N1, N2, N3 – 

Comprometimento 

crescente dos linfonodos 

regionais 

M1 – Metástase à distância 

Fonte: adaptado de Sobin e Wittekind, 2002. 

 

Deste modo, temos uma generalização útil: 

• Estádio I (T1 N0 M0) – Tumor primário está limitado ao órgão de origem. Não 

há evidência de extensão nodal ou vascular. O tumor pode ser removido por 

cirurgia.  

• Estádio II (T2 N1 M0) – Tumor primário se estendeu para o tecido ao redor e 

linfonodos. O tumor é operável, mas, devido à extensão, pode não ser 

completamente removível por cirurgia. 

• Estádio III (T3 N2 M0) – Tumor primário é grande e com estruturas fixadas. 

Linfonodos mais próximos estão envolvidos, podendo ter mais de 3 cm de 

diâmetro e fixados no tecido. Normalmente, o tumor não é removível por 

cirurgia, sendo que parte dele é deixada no local. 
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• Estádio IV (T4 N3 M+) – Tumor primário extenso, podendo ter mais de 10 cm 

de diâmetro. Tecidos profundos e ao redor já foram invadidos e linfonodos 

estão amplamente envolvidos. Há evidência de metástase à distância. 

 

A classificação TNM, acoplada a outros métodos diagnósticos já mencionados, leva a 

uma melhor definição do status de um neoplasma, auxiliando a direção de um tratamento 

(PORTH, 2007; RUDDON, 2007). 

 

 

 

1.2 Câncer de laringe 

1.2.1 Definição e anatomia do órgão 

A laringe é um órgão com funções de deglutição, respiração e fonação, composto por 

cartilagens, ligamentos, músculos e membrana mucosa que guarda a entrada para a traqueia, 

brônquios e pulmões e contém as cordas vocais. Ela começa na ponta da epiglote e se estende 

até a cartilagem cricóide (BARNES et al., 2005). A laringe está dividida em três 

compartimentos (supraglote, glote e subglote), que formam a base para classificar tumores 

neste órgão (Figura 5). Tal separação é feita porque o risco de metástase associado a cada 

local é diferente, resultante da anatomia vascular e linfática distinta (KUFE et al., 2003). O 

crescimento e o espalhamento de cânceres de laringe são determinados pelo local de origem e 

barreiras anatômicas dos diferentes compartimentos (BARNES et al., 2005). 
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Figura 5. Imagem de ressonância magnética da cabeça e pescoço, secção sagital. (1) Cavidade nasal, (2) 
nasofaringe, (3) faringe, (4) laringe, (5) língua, (6) coluna vertebral, (7) medula espinhal, (8) epiglote, (9) 
cartilagem cricóide, (10) membrana cricotraqueal, (11) traquéia. 
Fonte: adaptado de The Anatomy Project (PROJECT, 1997). 

1.2.2 Epidemiologia 

O câncer de laringe é considerado uma doença significativa em todo o mundo e é o 

segundo tipo de tumor mais comum do aparelho respiratório depois do câncer de pulmão 

(CATTARUZZA et al., 1996). O principal tipo de neoplasia que afeta esse órgão é o 

carcinoma das células do epitélio escamoso ou pavimentoso (squamous cell carcinoma – 

SCC), correspondendo a 90% de todos os males que afetam a laringe (BARNES et al., 2005). 

O SCC da laringe (LSCC) corresponde a 95% dos casos de câncer de laringe e é mais comum 

em homens que em mulheres (STEWART e KLEIHUES, 2003), com uma proporção de 7:1 

(PARKIN et al., 2005). Sua incidência é maior na Europa central e do sul, Uruguai, sul do 

Brasil e Argentina, sendo mais comum em áreas urbanas. Na Ásia ocidental, o câncer de 

laringe corresponde a 4.7% dos tumores em homens (Figura 6) (STEWART e KLEIHUES, 

2003; PARKIN et al., 2005). No entanto, aumenta cada vez mais em ambos os sexos devido 
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ao maior consumo de tabaco e álcool, que têm efeito sinergístico (STEWART e KLEIHUES, 

2003). Este fator está claramente relacionado com a doença, sendo assim, possível ser 

reduzida com mudanças de hábitos (CATTARUZZA et al., 1996; BARNES et al., 2005).  

Este tipo de câncer responde por cerca de um terço dos tumores da cabeça e pescoço 

nos países desenvolvidos (KUFE et al., 2003) e a sobrevivência relativa de pacientes com 

câncer de laringe varia entre 60 e 70% na Europa e América do Norte, no entanto, é mais 

baixa em países em desenvolvimento (PARKIN et al., 2005). 

 
Figura 6. Taxa de incidência de câncer de laringe padronizada por idade. Dados mostrados por 100,000 para 
cada sexo. 
Fonte: Parkin et al., 2005. 
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1.2.3 Etiologia 

Diferentes genótipos do papilomavírus humano (HPV) estão envolvidos na maioria 

dos SCCs do cérvix uterino, sendo um fator necessário, mas não suficiente para o 

desenvolvimento destes tumores. Alguns estudos mostraram que o HPV pode também ter um 

papel etiológico no LSCC. Em certos cânceres de laringe, foram registradas sequências de 

DNA de HPV integradas ao genoma do hospedeiro (CATTARUZZA et al., 1996). Os 

carcinomas de laringe associados ao vírus têm os genótipos de HPV de alto risco, onde o 

HPV-16 é o mais frequente. No entanto, os dados sobre essa relação ainda estão incompletos. 

Outra comum causa do câncer de laringe é relacionada à exposição a materiais perigosos 

como amianto e pó de cimento, afetando frequentemente pessoas que trabalham em indústrias 

(CATTARUZZA et al., 1996; GALE et al., 2008). Entretanto, o tabaco consumido 

concomitantemente com o álcool é considerado há décadas como o maior causador de câncer 

de laringe. Várias pesquisas mostraram que o consumo de álcool e tabaco combinado 

apresenta um efeito sinergístico, sendo que o risco é aumentado de maneira multiplicativa ao 

invés de aditiva (Figura 4) (OLSEN et al., 1985; MERLETTI et al., 1989; FRANCESCHI et 

al., 1990; CATTARUZZA et al., 1996; ALTIERI et al., 2002; TALAMINI et al., 2002; 

BARNES et al., 2005).  

Inúmeras mudanças genéticas críticas para o progresso de SCC de cabeça e pescoço 

(head and neck squamous cell carcinoma – HNSCC), do qual o câncer de laringe faz parte, 

foram descritas, desde lesões pré-neoplásicas (também chamadas de carcinoma in situ, aquele 

que ainda não invadiu tecidos epiteliais mais profundos ou não se espalhou para outras partes 

do corpo) até tumores invasivos (ou lesões invasivas, que correspondem àquelas que se 

espalham para tecidos diferentes de onde foram originadas). Isto permitiu o delineamento de 

um modelo molecular de progressão da doença (CALIFANO et al., 1996; FORASTIERE et 

al., 2001). Para a formação do HNSCC, três alterações gênicas são necessárias: mutação da 

proteína supressora de tumor p53; inativação do p16, um inibidor da quinase ciclina-

dependente (cyclin-dependent kinase – CDK), e superexpressão do receptor do fator de 

crescimento epitelial (epithelial growth factor receptor – EGFR) em 40%, 70% e 90% de 

todos os tumores orais, respectivamente (FORASTIERE et al., 2001; CHIN et al., 2004; 

BARNES et al., 2005). Aproximadamente metade dos casos de HNSCC apresentou mutações 

no gene p53, cuja inativação torna o tumor mais resistente à radioterapia (KOCH et al., 1996; 

MAO et al., 2004) e resulta na progressão de lesões pré-invasivas para invasivas 
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(FORASTIERE et al., 2001; BARNES et al., 2005). Além do EGFR, o gene da ciclina D1, 

que ativa o ciclo de progressão celular, também é frequentemente superexpresso em estádios 

iniciais de cânceres de cabeça e pescoço (MAO et al., 2004).  

1.2.4 Sintomas, diagnóstico e tratamento 

De uma maneira geral, concorda-se que, quanto mais cedo o diagnóstico, maior a taxa 

de sobrevivência e de preservação da laringe. Os tumores diagnosticados em estádios iniciais 

costumam ser aqueles que surgem na glote (BARNES et al., 2005). Isso acontece porque 

qualquer mudança na corda vocal gera sintomas como rouquidão ou disfonia. Neoplasmas na 

supraglote não apresentam sintomas cedo durante seu desenvolvimento. O primeiro sintoma 

de um câncer neste local é de garganta inflamada, disfagia (dificuldade de deglutição), otalgia 

(dor de ouvido) ou desenvolvimento de uma massa no pescoço correspondente a metástase. 

Comprometimento da passagem da via aérea também pode ser um sintoma em estádio inicial 

de câncer da subglote (KUFE et al., 2003). 

Os métodos modernos para diagnóstico clínico do câncer de laringe incluem a 

laringoscopia direta ou por fibra ótica, tomografia computadorizada e ressonância magnética. 

Mesmo com estes recursos e avaliação clínica precisa, costuma ser feita uma estimativa 

errônea (para menos) da extensão do tumor em 30 a 40% dos casos (KUFE et al., 2003). 

De um modo geral, devido aos poucos sinais e sintomas da doença em estádios 

iniciais, esse tipo de tumor costuma ser descoberto apenas em estádios avançados da doença. 

Nestes casos, tratamentos mais severos são necessários, o que frequentemente deixa os 

pacientes desfigurados, com efeitos colaterais debilitantes, fala e deglutição prejudicadas, 

além de uma diminuição na qualidade de vida (WADSWORTH, SOMERS, CAZARES et al., 

2004; GOURIN et al., 2006). Por estas razões, a mortalidade relacionada à doença e ao 

tratamento é alta e as estatísticas têm se mantido as mesmas ao longo das últimas décadas 

(FORASTIERE et al., 2001; MAO et al., 2004; SEWELL et al., 2007). Ainda não foi 

desenvolvido nenhum exame de detecção para o câncer de laringe, sendo a análise clínica 

combinada com exames de imagens os únicos meios de diagnóstico (WADSWORTH, 

SOMERS, STACK et al., 2004). 

Apesar de avanços substanciais nos últimos 15 anos no tratamento de HNSCC, 

especialmente a cirurgia reconstrutiva e plástica ou radioterapia para a doença nos estádios 
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iniciais e novas estratégias terapêuticas para tumores em estádios avançados e metastáticos, o 

prognóstico geral para estes cânceres continua não satisfatório (HASS et al., 2008). As opções 

mais comuns para tratamento de LSCC são cirurgia, radioterapia, quimioterapia, ou uma 

combinação destas. A radioterapia é utilizada em mais de 70% dos pacientes, seguida pela 

cirurgia em 55% e quimioterapia em 10% dos casos. Em estádios iniciais do LSCC, apenas 

uma opção costuma ser adequada para o tratamento em 85 a 98% dos pacientes. Para os 

estádios mais avançados, como III e IV, a abordagem de tratamento é baseada na combinação 

de cirurgia e quimio ou radioterapia (ALMADORI et al., 2005). 

 

1.3 Sistema imune 

A principal função do sistema imune é a defesa e vigilância do organismo. Ele deve 

reconhecer e erradicar, se possível, patógenos e células aberrantes, deixando células normais 

intactas. Consequentemente, o sistema imune deve incorporar um programa que facilite a 

eliminação de patógenos, assim como um programa suicida seguro para remoção de clones 

auto-reativos que têm o potencial de atacar tecidos normais. A auto-tolerância e a remoção de 

linfócitos autoreativos é essencial para a função normal do sistema imune (LOS e 

WALCZAK, 2002). 

As células do sistema imune são originadas na medula óssea e consistem nos 

macrófagos, granulócitos (neutrófilos, eosinófilos e basófilos), mastócitos, células dendríticas, 

linfócitos T e B e células exterminadoras naturais (natural killers – NKs). Outros 

componentes do sistema imune são citocinas (interleucinas, interferon gamma e fator de 

necrose tumoral – TNF) e anticorpos (imunoglobulinas – Ig). Além disso, o sistema imune 

inato é considerado como a linha de frente de defesa do organismo (JANEWAY, 2001). 

Fazem parte dele a barreira epitelial que reveste o corpo, células fagocíticas (principalmente 

macrófagos e neutrófilos), NKs, proteínas plasmáticas (como do sistema complemento) e 

citocinas.  

A imunidade humoral consiste de mediadores solúveis como complemento (não 

específico) e anticorpos (específicos) que neutralizam, opsonizam ou matam patógenos 
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(RICH, 2005). Ela envolve a produção de anticorpos por plasmócitos (linfócitos B), que 

defendem o organismo principalmente contra bactérias e suas toxinas e vírus. 

Os anticorpos têm três funções na proteção contra patógenos. A mais simples é a 

neutralização, onde eles se ligam ao antígeno, bloqueando seu acesso a células. Como 

bactérias são capazes de se multiplicar fora das células, a neutralização não é suficiente, 

necessitando da opsonização. Nesta, os anticorpos revestem a bactéria e permitem que uma 

célula fagocítica a ingira e destrua. A terceira função dos anticorpos é a ativação do sistema 

complemento, cujos componentes formam poros na superfície da bactéria, levando-a á sua 

destruição (Figura 7) (JANEWAY, 2001).  

 
Figura 7. Resposta imune humoral mediada por anticorpos secretados por plasmócitos. 
Fonte: Janeway, 2001. 
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Podem ocorrer dois tipos de resposta no desenvolvimento da imunidade humoral: 

primária e secundária. A resposta imune primária ocorre assim que o antígeno é introduzido 

no organismo. Nesta resposta, há um período de latência antes que os linfócitos B sejam 

ativados para proliferar e secretar anticorpos, além de se tornarem células de memória. É 

comum que a recuperação de várias doenças infecciosas ocorra durante a resposta primária 

quando a concentração de anticorpos está atingindo o seu pico. A resposta secundária, ou de 

memória, ocorre durante exposições secundárias ou subsequentes ao mesmo antígeno. Nesta 

resposta, o aumento na concentração de anticorpos ocorre mais rapidamente porque já existem 

células de mémoria disponíveis para este antígeno (Figura 8) (PORTH, 2007). 

 

 

 
Figura 8. Resposta imune humoral primária e secundária. 
Fonte: Adaptado de Porth, 2007. 
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1.3.1 Sistema complemento 

O sistema complemento é uma rede complexa de proteínas solúveis e associadas a 

membranas que formam uma resposta altamente regulada e direcionada contra agentes 

infecciosos ou câncer (MONK et al., 2007) e consiste em um único grupo de 30 proteínas que 

circulam no sangue (TORTORA et al., 2004) como precursores inativos (PORTH, 2007). 

Para ocorrer a ativação deste sistema, as proteínas são clivadas em uma determinada 

sequência, agindo em cascata, onde uma reação ativa a outra, que ativa uma terceira e assim 

por diante (TORTORA et al., 2004; PORTH, 2007). As proteínas são denominadas C1 a C9 

(na ordem em que foram descobertas) e seus produtos são proteínas ativadas indicadas pelas 

letras a para o fragmento menor e b para o fragmento maior (TORTORA et al., 2004).  

A cascata inflamatória do complemento tem três atividades principais: (1) defesa 

contra infecções de microorganismos, ao promover fagocitose do patógeno; (2) fazer uma 

ponte entre a imunidade inata e adaptativa; e (3) descartar complexos imunes e produtos da 

resposta inflamatória para proteção e recuperação do organismo (GASQUE, 2004). Existem 

três mecanismos distintos para a ativação do complemento. A via clássica é ativada por 

complexos antígeno-anticorpo. A ativação do complemento pela via alternativa se inicia 

diretamente por moléculas na superfície da célula-alvo. A via lecitina ligante de manose 

(MBL) é iniciada pela ligação da MBL a estruturas contendo manose presentes na superfície 

de bactérias e fungos (GUO e WARD, 2005). Todas as vias convergem para a geração da 

mesma enzima chave, chamada C3 convertase, principal ponto de amplificação da cascata 

(Figura 9) (PORTH, 2007). Quando o sistema complemento é ativado em sítios inapropriados 

ou por um período muito extenso, ele é capaz de provocar danos a tecidos do organismo, 

causando fenômenos autoimunes como degeneração do sistema nervoso central (GASQUE, 

2004), lúpus eritematoso sistêmico, artrite e atreriosclerose (KIM et al., 2005). Para evitar 

esta tendência, as células do organismo são protegidas por várias moléculas regulatórias 

(inibidoras do complemento), que inibem a formação de enzimas que, por sua vez, clivam a 

proteína C3 (GASQUE, 2004).  
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Figura 9. Visão esquemática da cascata do complemento. As três vias de ativação são iniciadas por diferentes 
fatores que levam à mesma atividade enzimática, e suas três principais consequências. 
Fonte: Janeway, 2001. 

 

 

 

A ativação da via clássica é iniciada pela ligação do primeiro componente do 

complemento (C1) a complexos antígeno-anticorpo na superfície de células alvo. Esta ligação 

resulta na ativação do C4 e C2. O fragmento C4b liga-se à superfície celular, então o C2b 

liga-se à C4b, formando a C3 convertase que, por sua vez, ativa o componente C3 

(CAMPBELL et al., 1980). O fragmento C3b gerado combina-se com a C3 convertase, 

originando a C5 convertase, que cliva o C5. O fragmento C5b liga-se ao C6 e C7 para 

aderirem à membrana da célula alvo. Em seguida, o C8 e várias moléculas C9 formam o 

complexo de ataque à membrana (MAC). Esta cria poros inseridos na membrana, permitindo 

a entrada de água e saída de íons, levando à lise da célula (Figura 10) (TORTORA et al., 

2004). As anafilatoxinas C3a, C4a e C5a liberadas são moléculas inflamatórias importantes 

(GASQUE, 2004) que podem ligar-se a mastócitos e basófilos para liberarem histamina e 

outras substâncias que aumentam a vasodilatação. A C5a também recruta fagócitos para o 

local da infecção (ERDEI et al., 2004; GUO e WARD, 2005; KIM et al., 2005). 
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Figura 10. Consequências da ativação do sistema complemento. 
Fonte: Tortora et al., 2002. 

 

1.3.2 Imunologia do câncer 

A imunologia do câncer encontra-se entre duas grandes e complexas disciplinas, a 

pesquisa sobre câncer e a imunologia, e pode-se pensar nela como duas áreas: o uso do câncer 

como modelo para testar princípios imunológicos e o uso da imunologia como ferramenta 

para entender e tratar o câncer (SOGN, 1998). 

Sabe-se que o sistema imune responde a tumores, mesmo que em uma magnitude bem 

menor, comparada a sua resposta a agentes infecciosos (ANDERSON e LABAER, 2005). 

Desde os primeiros experimentos em 1950 de Macfarlane Burnet, envolvendo tumores e 

resposta imune, foram identificados muitos antígenos tumorais reconhecidos por linfócitos 

(CHIPLUNKAR, 2001). Existem estudos recentes que contrariam a visão amplamente aceita 
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da resposta imune combater o tumor (WILLIAMS, 1996; HOUGHTON et al., 2001; KIM et 

al., 2005; VARELA et al., 2008), ao mostrarem que ela contribui para seu crescimento 

(HAHNE et al., 1996; GORTER e MERI, 1999; DE VISSER et al., 2006). A idéia de que o 

sistema imune monta um ataque contra o câncer é oposta à idéia que reações inflamatórias 

persistentes facilitam o desenvolvimento do tumor. Normalmente, o sistema imune do 

paciente falha na eliminação do tumor (MARKIEWSKI et al., 2008). Além do mais, 

mecanismos de supressão de tumores podem variar. Hahne et al. (1996) observou que células 

de melanoma possuem na sua superfície uma molécula (Apo-1 ou Fas) que induz células 

imunes a sofrerem apoptose (HAHNE et al., 1996; WILLIAMS, 1996). Outro exemplo de 

supressão imune é a tolerância a células T CD8+ induzida por células supressoras derivadas 

de mielóide (myeloid derived suppressor cells - MDSCs) (MARKIEWSKI et al., 2008). 

Recentemente, Markiweski et al. (2008) demonstraram que o sistema complemento contribui 

para os mecanismos promotores do crescimento do câncer. Neste estudo, a deficiência de 

proteínas do complemento C3, C4 ou receptor de C5a está associada a um ritmo mais lento no 

crescimento do tumor.  

 
Figura 11. Modelo da função de células da imunidade inata e adquirida durante inflamação associada ao 
desenvolvimento do câncer. 
Fonte: de Visser et al., 2006. 
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Portanto, estudos clínicos e experimentais indicam que a imunidade inata e adquirida 

são significantes, apesar de às vezes paradoxais, na determinação da tumorigênese. Antígenos 

presentes em tecidos neoplásicos recentes são transportados para órgãos linfóides por células 

dendríticas (CDs) que ativam respostas imunes adquiridas, resultando em efeitos tanto 

promotores de tumor quanto antitumorais. Ainda não são conhecidas as vias que regulam o 

tráfico de CDs durante estádios iniciais do câncer e a natureza dos antígenos. Ativação de 

linfócitos B e respostas imunes humorais resultam na ativação crônica de células da 

imunidade inata em tecidos cancerígenos. Estas células ativadas, como mastócitos, 

granulócitos e macrófagos, promovem o desenvolvimento do tumor pela liberação de 

moléculas que modulam a expressão gênica em células neoplásicas iniciadas, culminando em 

uma progressão alterada do ciclo celular e aumento da capacidade de sobrevivência. Células 

inflamatórias têm influência positiva no desenvolvimento angiogênico ao produzirem 

mediadores pro-angiogênicos e proteases extracelulares. Tecidos onde estas vias se encontram 

cronicamente ativas exibem um aumento no risco de desenvolvimento do tumor. Ao contrário 

deste efeito, a ativação da imunidade adquirida também induz respostas antitumorais por meio 

de células T CD8+ e produção de anticorpos que induzem à lise mediada pelo sistema 

complemento (Figura 11) (DE VISSER et al., 2006). 

No HNSCC, ocorre uma variedade de anormalidades imunológicas cujas relações de 

causa e efeito não são claras. A imunidade humoral e celular tem implicações importantes 

para o prognóstico da doença e sua terapia. A imunidade celular está correlacionada com 

tumores em estádio avançado, recorrência em curto prazo e baixa taxa de sobrevivência. Na 

imunidade humoral, níveis elevados de IgA, IgM e complexos imunes no soro sugerem 

estádio avançado do HNSCC e prognóstico ruim (KUFE et al., 2003). 

A falta de consenso entre estas pesquisas não é específica do câncer de laringe, mas 

inclui todos os tipos de câncer. A identificação de antígenos envolvidos na imunologia de 

câncer por técnicas proteômicas pode ajudar a esclarecer a reação do organismo ao tumor 

(KOLCH et al., 2005). Dada esta função paradoxical do sistema imune em diferentes 

modelos, não existe uma clara compreensão sobre a resposta imune no LSCC. 
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1.4 Proteômica 

Após o sequenciamento do genoma humano, que identificou apenas entre 20.000 e 

25.000 genes (LEVY et al., 2007), ficou claro que a idéia de um gene para uma função não se 

aplica para explicar todas as funções fisiológicas do nosso complexo organismo. Isso sugere 

que a transcrição alternativa e o splicing alternativo (GRAVELEY, 2001; JOHNSON et al., 

2003) permitem que cada gene humano codifique entre quatro e seis proteínas diferentes, 

além de ocorrerem inúmeras modificações pós-traducionais (PTMs), que adicionam diferentes 

funções às proteínas já traduzidas (KOLCH et al., 2005; LEVY et al., 2007). Com isso, os 

genes humanos são capazes de gerar cerca de 1 milhão de entidades funcionais no nível 

proteico. Portanto, o estudo do proteoma se tornou fundamental para a compreensão das 

funções orgânicas e descrições de doenças, assim como para descoberta de meios diagnósticos 

e alvos terapêuticos (KOLCH et al., 2005). Deste modo, a proteômica pode ser definida como 

a caracterização em larga escala de proteínas expressas pelo genoma (CONRAD et al., 2008). 

1.4.1 Métodos proteômicos 

O estudo de proteomas representa um grande desafio devido à alta complexidade de 

uma célula, do soro ou do plasma sangüíneo, que podem consistir em milhares de diferentes 

tipos de proteínas, necessitando de métodos sensíveis de análise (AEBERSOLD e 

GOODLETT, 2001; AEBERSOLD e MANN, 2003).  

O fracionamento de proteínas é uma etapa muito importante para a análise de 

proteomas a fim de obter frações mais simples (HIRSCH et al., 2004). Elas podem ser 

separadas em diferentes grupos com propriedades físicas e químicas similares, como tamanho, 

hidrofobicidade, carga, ponto isoelétrico ou afinidade, por técnicas como cromatografia e 

focalização isoelétrica (ISSAQ et al., 2002).  

Entre os métodos mais utilizados para separar proteínas está a eletroforese em gel, 

especialmente a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (two-dimensional 

polyacrylamide gel electrophoresis – 2D-PAGE) (HIRSCH et al., 2004; CONRAD et al., 

2008). A 2D-PAGE separa proteínas desnaturadas em duas etapas chamadas primeira e 

segunda dimensões. A primeira dimensão separa as proteínas com base em seu pH e a 
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segunda dimensão as separa de acordo com suas massas moleculares por meio da eletroforese 

em gel. Cada gel bidimensional gera um perfil protéico visualizado como pontos que 

representam as proteínas e são denominados de spots (CONRAD et al., 2008). A 2D-PAGE 

tem sido usada por mais de 30 anos e, mais recentemente, melhorou muito sua 

reprodutibilidade com a introdução de tiras de gel de poliacrilamida com gradiente de pH 

imobilizado, chamadas de strips, e da bioinformática. No entanto, esta técnica ainda apresenta 

inúmeras limitações, como dificuldades em detectar proteínas de baixa expressão e longo 

prazo para obter resultados (LI et al., 2005; DAOUD, 2008).  

Acoplada a técnicas de separação, a espectrometria de massa (mass spectrometry – 

MS) se tornou o principal método para análise de amostras proteicas complexas 

(AEBERSOLD e MANN, 2003). Espectrômetros de massa analisam proteínas ou peptídeos 

depois de convertê-los a íons gasosos, que podem ser identificados com base na razão entre 

massa e carga (CONRAD et al., 2008). Com o uso da digestão enzimática, é possível 

identificar proteínas mesmo se elas estiverem modificadas. Ao adicionar um segundo 

analisador de massa (tandem mass spectrometry/MS-MS), também é possível determinar a 

sequência dos aminoácidos, uma vez que peptídeos se fragmentam de modo previsível. Após 

a obtenção destes dados, eles são comparados com bancos de dados de proteínas (HIRSCH et 

al., 2004). Tais estratégias costumam ser usadas em combinação para uma maior acurácia dos 

resultados. Atualmente, dois tipos de espectrômetro de massa são os mais utilizados para a 

identificação de proteínas: matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) e 

electrospray ionization (ESI). Ambos são capazes de analisar proteínas com massa molecular 

a partir de 100 kDa (Figura 12) (AEBERSOLD e MANN, 2003; HIRSCH et al., 2004). 

 
Figura 12. Métodos de ionização para peptídeos. (A) MALDI e (B) ESI. 
Fonte: Kolch et al., 2005.  

  

 

Um espectrômetro de massa consiste em uma fonte de íons, um analisador de massa 

que mede a razão entre massa e carga (m/z) dos analitos ionizados, e um detector que registra 
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o número de íons em cada valor de m/z (AEBERSOLD e MANN, 2003). O parâmetro 

experimental mais crítico para a identificação de proteínas é a precisão ao medir a massa dos 

peptídeos (AEBERSOLD e GOODLETT, 2001). Entre os tipos de analisadores de massa, está 

o tempo de vôo (time-of-flight – TOF) (Figura 13), que costuma ser acoplado ao MALDI. 

Para análise utilizando este método, as amostras, que costumam ser proteínas separadas por 

2D-PAGE submetidas a digestão tríptica,  são dispostas em uma placa de metal. Antes da 

aplicação das amostras, uma matriz é colocada na placa ou mistrurada à amostra. A matriz irá 

absorver energia de um pulso de laser e causar a ioinzação (formação dos íons livres na fase 

gasosa) dos analitos pelo MALDI. A razão m/z dos íons é, então, medida pelo TOF, onde íons 

com menores massas molecurares viajam mais rápido que íons com maiores massas 

moleculares a uma energia constante (AEBERSOLD e GOODLETT, 2001). 

 
Figura 13. Analisador de massa do tipo TOF, onde íons são acelerados e separados ao longo de um tubo de 
acordo com sua velocidade, refletidos e detectados. 
Fonte: adaptado de Aebersold & Mann, 2003. 

 

Uma vez que a fracionação de proteínas antes de qualquer experimento é necessária 

para uma análise compreensiva de proteomas (MORITZ et al., 2004) e a 2D-PAGE apresenta 

limitações principalmente para estudos de proteomas complexos, como o plasma humano, já 

que não detecta proteínas de baixa expressão (ZUO e SPEICHER, 2000), são requeridas 

técnicas alternativas a esta (KOLCH et al., 2005). Alguns trabalhos têm sido feitos no 

desenvolvimento de técnicas de prefracionação antes de submeter a amostra à 2D-PAGE 

(ZUO e SPEICHER, 2000; ZHONG et al., 2008). No entanto, a maioria dos esforços é para 

fazer a fracionação de proteomas sem passar por etapas em gel. Neste âmbito, técnicas como 

focalização isoelétrica líquida (WALL et al., 2000; LI et al., 2005; ZHAO et al., 2009), 

focalização isoelétrica capilar (LEE e BALGLEY, 2009) e free-flow electrophoresis 

(MORITZ et al., 2004; MORITZ et al., 2005; OUVRY-PATAT et al., 2008) são acopladas a 
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diferentes cromatografias líquidas e, então, as amostras são submetidas a MS. No entanto, 

nenhuma combinação destas técnicas encontra-se bem estabelecida. 

1.4.2 Proteômica de câncer 

Tem havido um aumento no número de estudos na área de proteômica de câncer a fim 

de obter-se conhecimento sobre a patologia e a progressão desta doença. Muito disso se deve 

às diferenças individuais de expressão protéica estarem fortemente relacionadas com a 

atividade celular. Além disso, mudanças no genoma são relativamente estáticas, enquanto que 

proteomas apresentam um maior dinamismo, refletindo mais precisamente as mudanças 

fisiológicas e patológicas de uma célula, tecido ou organsimo ao longo do tempo (KOLCH et 

al., 2005). São estas informações variantes que nos permitirão monitorar o curso de uma 

doença, os seus mecanismos patogênicos e a resposta à terapia. É provavelmente por meio da 

proteômica que isso será alcançado, uma vez que esta tecnologia permite uma visão sistêmica 

de perfis protéicos (KOLCH et al., 2005; CONRAD et al., 2008).  

Avanços técnicos em separação de proteína e espectrometria de massa contribuíram 

para a aplicação da proteômica a estudos relevantes de doenças específicas. O papel da 

aplicação de técnicas proteômicas para o câncer consiste em gerar informações para melhor 

conhecer a patologia da doença, bem como para a descoberta de biomarcadores e para a 

obtenção de alvos moleculares para tratamentos (HIRSCH et al., 2004; CONRAD et al., 

2008; DAOUD, 2008).  

Entre os tipos tumorais mais estudados pela proteômica encontram-se o câncer de 

mama (BERTUCCI et al., 2006; GAST et al., 2008), pulmão (CHEN et al., 2002; PATZ et 

al., 2007), próstata (BYRNE et al., 2008) e cólon (WARD et al., 2006). Estudos de outros 

tipos de câncer, como renal, cerebral e hepático (SUN et al., 2007), por exemplo, também são 

relatados, mas ainda em menores proporções (DAOUD, 2008). 

São diversos os objetivos dos trabalhos publicados que utilizam a proteômica aplicada 

ao câncer. Dispondo de metodologias bem estabelecidas, como 2D-PAGE, eletroforese 

diferencial em gel bidimensional (two-dimensional  difference gel electrophoresis – 2D-

DIGE), MS, SELDI-TOF, cromatografia líquida (liquid chromatography – LC), nano-LC-

ESI-MS/MS, MALDI-TOF e todas as possíveis combinações entre estas. 
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Muitos estudos buscam por biomarcadores para câncer colorretal (WARD et al., 2006; 

SUN et al., 2007; KIM et al., 2008), de esôfago (UEMURA et al., 2009), de próstata 

(BYRNE et al., 2008) de estômago (EBERT et al., 2004; LIM et al., 2007; HAO et al., 2008; 

LAM e LO, 2008), do endométrio (ZHU et al., 2006), de cabeça e pescoço (WADSWORTH, 

SOMERS, CAZARES et al., 2004; WADSWORTH, SOMERS, STACK et al., 2004; 

GOURIN et al., 2006), de mama (GAST et al., 2008), de pulmões (CHEN et al., 2002; 

HIRSCH et al., 2004; CHATTERJI e BORLAK, 2009), de bexiga (MAKRIDAKIS et al., 

2009) e de laringe (SEWELL et al., 2007; CHENG et al., 2008). Apesar da quatidade de 

esforços, nenhum dos possíveis marcadores, até agora, se tornou suficientemente válido para 

uso clínico (GAST et al., 2008). No entanto, pesquisas continuam a fornecer elucidações 

sobre os mecanismos moleculares envolvidos na carcinogênese de diversos tipos de tumor 

(SUN et al., 2007; BYRNE et al., 2008; CHEN et al., 2008). Estudos que visam a elucidação 

do desenvolvimento da doença verificam migração celular (LU et al., 2009), identificação de 

modificações pós-traducionais em proteínas de células cancerosas (CAO et al., 2009), 

catalogar a diferença de expressão protéica em células metastáticas (HO et al., 2009) e 

mapear proteomas de epitélios associados a tumores (PARK et al., 2008). Ainda há outra 

linha de pesquisa que investiga os mecanismos de atuação de drogas em células individuais, 

uma vez que células aparentemente idênticas respondem de modo diferente (COHEN et al., 

2008; LI e ZENG, 2009) e a resposta celular a drogas em tumores (NAWARAK et al., 2009). 

1.4.3 Metaloproteômica 

O termo “elementos-traço” data do século XIX e refere-se a todos os elementos 

presentes em fluidos e tecidos do corpo encontrados em quantidades muito pequenas. Esses 

elementos são classificados em essenciais e não essenciais. São essenciais aqueles que devem 

estar presentes em tecidos saudáveis, cuja deficiência causa problemas funcionais e cujo 

suplemento corrige ou previne tais mudanças (KOPPLE e MASSRY, 2004). 

É sabido que vários elementos têm papel importante em sistemas biológicos, sendo 

que a maioria dos metais presentes em fluidos biológicos está associada a proteínas, chamadas 

metaloproteínas. Entre as metaloproteínas com atividade catalítica (metaloenzimas) 

conhecidas estão a transferrina, responsável por transportar ferro (HA-DUONG et al., 2008; 

CHIRASANI et al., 2009), a nitrogenase, que fixa nitrogênio e se liga a ferro e a molibidênio 
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(BURGESS e LOWE, 1996; RUBIO e LUDDEN, 2008), a carboxipeptidase, que hidrolisa 

ligações peptídicas no terminal carboxílico, necessitando de zinco (WILLEMSE e 

HENDRIKS, 2006; ROSS et al., 2009), e a DNA e RNA polimerases, cuja função é sintetizar 

DNA e RNA, respectivamente, que também precisam de zinco para funcionamento 

(SCRUTTON et al., 1971; TERHUNE e SANDSTEAD, 1972; AKABAYOV et al., 2009). A 

distribuição e concentração destes elementos-traço podem fornecer informações valiosas 

sobre o estado de saúde e doença em indivíduos, já que muitos são considerados tóxicos ou 

perigosos em certas concentrações, como mercúrio, cádmio e chumbo. Portanto, é importante 

conhecer a concentração e a distribuição dos elementos-traço presentes em fluidos humanos, 

como o plasma sanguíneo (HARAGUCHI, 2004). 

A espectrometria de massa com fonte de plasma induzido (inductively coupled plasma 

mass spectrometry – ICP-MS) é uma técnica analítica que permite a especiação de metais de 

modo bastante sensível (KOPPLE e MASSRY, 2004). Assim, é possível determinar a maior 

parte dos elementos em concentrações tão baixas quanto em traço. Além disso, o método tem 

a capacidade de discriminar entre espécies livres e ligadas a metais em amostras submetidas a 

métodos de fracionamento (HARAGUCHI, 2004; JAKUBOWSKI et al., 2004). De modo 

geral, amostras submetidas ao ICP-MS são decompostas em elementos naturais em um 

plasma de argônio em alta temperatura, onde são analisados com base na razão entre massa e 

carga (KOPPLE e MASSRY, 2004).  

A identificação de biomoléculas como metaloproteínas, ácidos nucleicos e metabólitos 

que se ligam a metais pode ser relevante na determinação de suas funções biológicas e no 

metabolismo. Portanto, os métodos diretos de identificação de biomoléculas (como MALDI-

TOF) acoplados com ICP-MS permitem a detecção de moléculas orgânicas e elementos-traço 

simultaneamente (HARAGUCHI, 2004).  

A aplicação da metaloproteômica no estudo do câncer pode ser valiosa e é cada vez 

mais estudada. Há trabalhos que usam sangue, plasma, cabelo, tecido fresco e tecido 

parafinado para medir a concentração de metais em pacientes com câncer e pessoas saudáveis. 

Pesquisas mostram que o cádmio é um agente mutagênico que, em elevadas concentrações, 

pode resultar em câncer de próstata, rins e pulmões (SCHRAUZER, 2000; DRASCH et al., 

2005). Do mesmo modo, altas quantidades de chumbo na dieta são relacionadas com câncer 

de estômago, intestinos, ovário, rim, pulmão, mieloma e leucemia (SCHRAUZER et al., 

1977; FANNING, 1988; HAYES, 1997). Alguns estudos em modelos animais, incluindo 

camundongos, relatam uma associação entre altas concentrações de cromo e zinco com 

crescimento acelerado do tumor (CZAUDERNA e ROCHALSKA, 1989; SCHRAUZER, 
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2006). Outros estudos mostram uma relação entre o nível de cobre e zinco no sangue e a taxa 

de mortalidade em câncer de mama (SINGH e GARG, 1998), cólon, reto, ovário, pulmão 

(DAVIES e KIRSCH, 1984), pâncreas, leucemia e bexiga (HAYES, 1997; SCHRAUZER, 

2000). Ainda outras pesquisas indicam a associação do cromo com cânceres respiratórios, de 

pulmão e nasal (LANGARD e VIGANDER, 1983; DAVIES et al., 1991; D'ERRICO et al., 

2009). Existem evidências de que o cromo estimula a produção de radicais de oxigênio, que 

danificam o DNA (CLODFELDER et al., 2004; PASHA et al., 2007). 

Estudos utilizando ICP-MS para estimar o conteúdo de vários metais (alumínio, 

cálcio, cádmio, cromo, cobre, ferro, potássio, manganês, magnésio, fósforo, sódio, chumbo e 

zinco) em carcinoma renal e rim normal mostraram diferenças significativas para todos os 

elementos, sugerindo que alguns podem ter papéis importantes na patogênese desta doença 

(CALVO et al., 2009). É sabido que, enquanto o zinco e o selênio são necessários para uma 

próstata saudável, o cádmio mostra efeitos tóxicos e carcinogênicos neste órgão 

(SARAFANOV et al., 2008).  

Um metal particular é o ferro, que acaba funcionando como uma faca de dois gumes, 

uma vez que é necessário principalmente para o transporte de oxigênio no organismo, mas 

cujo acúmulo excessivo induz a produção de radicais de oxigênio altamente reativos, 

provocando danos no tecido, seguidos de carcinogênese (TOYOKUNI, 2009). Outro elemento 

cujo papel é dualístico é o selênio. Muitos estudos sugerem seu papel na redução de risco de 

câncer, mas, ao mesmo tempo, mostram que o excesso deste na dieta pode ter efeitos tóxicos 

(SARAFANOV et al., 2008). Assim, já foi mostrado que as propriedades benéficas do selênio 

são minadas pelos efeitos de metais como zinco, cromo e cádmio (SCHRAUZER, 2008). 

Portanto, a determinação das concentrações de elementos-traço em amostras normais e 

com câncer pode auxiliar a etiologia, o diagnóstico e o prognóstico de diferentes tipos de 

câncer (CALVO et al., 2009). 

1.4.4 Proteômica de plasma sanguíneo 

O foco da maioria das investigações proteômicas tem sido em fluidos corporais e tipos 

celulares específicos, sendo o plasma o alvo preferido. Isso se deve a este representar o mais 

complexo proteoma humano, já que contém proteínas de todos os tecidos do corpo 

(ANDERSON e ANDERSON, 2002; HIRSCH et al., 2004). Proteínas podem ser secretadas 
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ou liberadas de células cancerígenas para a corrente sanguínea resultante de necrose ou 

apoptose. Com isso, o padrão de proteínas no plasma é modificado e este pode ser comparado 

com o plasma de pessoas saudáveis. No entanto, é um material extremamente difícil de 

caracterizar devido a grandes quantidades de albumina (55%), à grande diversidade de 

proteínas e à heterogeneidade de glicoproteínas (ANDERSON e ANDERSON, 2002). Deste 

modo, a proteômica requer eficientes métodos de separação protéicas, com alta sensibilidade 

e com um espectro mais abrangente para detectar maior número de proteínas, o que ainda é 

uma limitação da principal técnica utilizada na proteômica, a 2D-PAGE (KOLCH et al., 

2005).  

Com os recentes avanços na proteômica, novas tecnologias têm o potencial de levar a 

um melhor entendimento da patologia de vários tipos de câncer, inclusive o de laringe, sua 

imunologia, diagnóstico e descoberta de drogas para tratamento (LE NAOUR, 2001; KOLCH 

et al., 2005; CHO, 2007). Ainda há muito a ser descoberto sobre esta doença e a literatura 

sobre câncer de laringe é relativamente escassa. Trabalhos por Wadsworth et al. 

(WADSWORTH, SOMERS, CAZARES et al., 2004; WADSWORTH, SOMERS, STACK et 

al., 2004) e Gourin et al. (2006), por exemplo, utilizam soro sanguíneo para identificar 

proteínas com uma técnica de espectrometria de massa (SELDI-TOF). Os artigos de Sewell et 

al. (2007) e Zhou et al. (2008) são os únicos publicados que utilizam gel bidimensional para 

comparar tecidos de pacientes com câncer de laringe. O primeiro consiste em uma busca por 

biomarcadores potenciais para câncer de laringe usando esta técnica juntamente com MS de 

duas amostras de tecido cancerígeno e duas amostras de tecido normal adjacente ao tumor. Os 

resultados desta pesquisa mostraram a expressão alterada de várias proteínas nas amostras de 

câncer comparadas com os controles. O segundo trabalho, de Zhou et al. (2008), obteve perfis 

de 2D-PAGE para tecido LSCC e normal, encontrando 13 proteínas previamente identificadas 

com diferença de expressão (mais ou menos expressas) no tecido de câncer. Não há relatos até 

agora de experimentos com 2D-PAGE utilizando plasma sanguíneo, tornando o presente 

trabalho o primeiro a gerar perfis protéicos de plasma de pacientes com câncer de laringe.  

Portanto, este trabalho visa fazer uma análise protéica comparativa a fim de buscar 

biomarcadores para o câncer de laringe a partir do plasma sanguíneo. Foi usada a 2D-PAGE, 

além de serem testadas duas técnicas de proteômica que não envolvem géis de poliacrilamida 

(gel free) para separar proteínas do plasma humano: focalização isoelétrica líquida (LIEF) e 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC). 
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2 Objetivos 
O principal objetivo deste trabalho é comparar plasmas sanguíneos de pessoas 

saudáveis e com câncer de laringe, visando à busca por marcadores moleculares diferenciais, 

utilizando técnicas proteômicas e metaloproteômicas. 

 

2.1 Objetivos específicos 

• Obter géis de poliacrilamida de amostras com e sem câncer para 

compará-las; 

• Detectar proteínas expressas diferentemente em pacientes com e sem 

câncer; 

• Identificar tais proteínas por espectrometria de massa; 

• Definir técnicas de separação protéica de plasma humano sem utilizar 

gel de poliacrilamida; 

• Verificar a diferença de concentração de elementos-traço em proteínas 

específicas de pacientes com e sem câncer; 

• Testar a detecção de metais em amostras altamente purificadas. 
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3 Material e métodos 

3.1 In gel 

3.1.1 Descrição das amostras de plasma 

As amostras de câncer foram provenientes de quatro pacientes com câncer de laringe 

do tipo SCC no mesmo estádio da doença (T2, câncer localizado), de acordo com a 

Classificação dos Tumores Malignos – TNM (SOBIN e WITTEKIND, 2002). Estes pacientes 

correspondem a quatro pessoas fumantes, entre 59 e 73 anos de idade, tanto do sexo 

masculino quanto feminino. As amostras controle foram obtidas de quatro fumantes sem 

câncer no mesmo intervalo de idade, de ambos os sexos. Todos os indivíduos tinham hábitos 

de consumo regular de álcool. O protocolo deste trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética 

da Associação de Combate ao Câncer em Goiás e todos os pacientes assinaram formulários de 

consentimento (Anexo I). 

3.1.2 Extração de plasma 

O plasma de pacientes com câncer de laringe e de pessoas sadias (grupo controle) foi 

separado por centrifugação (1.000 x g) imediatamente após a coleta sanguínea. Esta foi feita 

com tubo de vácuo contendo heparina sódica (Vacuette 4 mL, Greiner Bio-One, lote 

C070601, Rio de Janeiro, Brasil) para evitar a coagulação. Após centrifugação, a fase superior 

(correspondente ao plasma) foi coletada, aliquotada e armazenada a -20º C. 
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3.1.3 Quantificação de proteínas 

Para a dosagem de proteínas, usou-se o kit colorimétrico Ensaio de proteína BCA 

(BioAgency, lote 070312L2, São Paulo, Brasil). A curva padrão foi feita com diferentes 

concentrações (de 25 a 1.440 µg.mL-1) de albumina de soro bovino (BSA). Para cada 1 µL de 

amostra de plasma, foi adicionado 1 mL do Reagente BCA. Os tubos foram incubados por 30 

min a 37 ºC (banho-maria). Então, foi medida a absorbância das amostras em um 

espectrofotômetro a 562 nm. 

3.1.4 Preparação da amostra 

A fim de preparar o plasma para a eletroforese bidimensional, utilizou-se o 2-D Clean-

Up Kit (Amersham Biosciences, lote 0108-07, Pescataway, EUA) de acordo com o protocolo 

do fabricante, objetivando a remoção de interferentes da amostra (como sais, lipídeos e 

carboidratos). A cada amostra, foi adicionada solução precipitante, seguido por agitação no 

vórtex e incubação em gelo por 15 min. Adicionou-se solução co-precipitante e as amostras 

foram centrifugadas, coletando-se o sobrenadante. A este, foi adicionado novamente co-

precipitante e incubado em gelo por 5 min. Após nova centrifugação, adicionou-se água Milli-

Q ao precipitado, que foi vortexado para se dispersar. Acrescentou-se tampão de lavagem a -

20º C e aditivo de lavagem. Seguido por agitação em vórtex por 30 min, centrifugou-se mais 

uma vez e deixou-se o precipitado secar naturalmente. 

3.1.5 SDS-PAGE 

A análise inicial do perfil de proteínas no plasma foi feita com 50 µg de cada amostra 

em SDS-PAGE a 12.5% de acordo com o método de Laemmli (LAEMMLI, 1970). Mini-géis 

foram feitos utilizando o Mini-Proteome SDS-PAGE (BioRad). O gel separador foi feito com 

2 mL de solução de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1), 1,25 mL de tampão Tris-HCl pH 

8.8 (1,5 M tris-hidroximetil-aminometano, 0,4% dodecil sulfato de sódio – SDS), 1,7 mL de 

água destilada, 10% de persulfato de amônio (APS) e 3 µL de N,N,N’,N’-
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tetrametieltilenodiamina (TEMED). O gel de empilhamento foi manufaturado utilizando 0,42 

mL de solução de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1), 0,34 mL de tampão Tris-HCl pH 6.8 

(1 M tris-hidroximetil-aminometano, 0,4% SDS), 1,75 mL de água destilada, 10% APS e 3 

µL de TEMED. A corrida foi realizada a 200 V e 20 mA por 1:40 h. 

3.1.6 Focalização isoelétrica 

Strips de gradiente de pH de 18 cm com gradiente não-linear de pH variando de 3 a 10 

(GE Healthcare Life Sciences, lote 10018865, Suécia) foram usadas para a focalização 

isoelétrica (primeira dimensão). Quinhentos µg das amostras descritas acima foram 

ressuspendidos em solução de re-hidratação (tiouréa 2 M, uréia 7 M, 1% ditiothreitol – DTT – 

CHAPS 2%, IPGbuffer 1%, traço de azul de bromofenol) por 11 h e aplicados em strips 

separadas. A corrida foi realizada no sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare Life Sciences), 

levando o tempo total de 7:10 h.  O sistema foi de 0 a 1.000 V em 2:30 h. Nas três horas 

seguintes, a voltagem aumentou linearmente de 1.000 até atingir a voltagem máxima de 

10.000 V, ficando constante por 1:30 horas, até terminar a corrida. 

3.1.7 2D-PAGE 

A segunda dimensão foi feita em géis de eletroforese de SDS e poliacrilamida (SDS-

PAGE), usando Ettan DALTsix Electrophoresis Unit (25.5 por 20.5 cm e 1.5 mm de 

espessura) (GE Healthcare Life Sciences). Os géis foram preparados com 12,5% acrilamida, 

1,5 M Tris-HCl pH 8.8, 10% SDS, 10% APS, 10% TEMED e água Milli-Q. A etapa de 

equilíbrio das strips, antes de sua aplicação no gel, foi feita inicialmente incubando-as por dez 

min sob agitação em solução de equilíbrio (50 mM Tris-HCl pH 8.8, uréia 6 M, glicerol 30%, 

SDS 2%, traço de azul de bromofenol) com DTT 1%. Esta foi descartada e, em seguida, 

acrescentou-se solução de equilíbrio com iodoacetamida 2,5%, deixando sob agitação também 

por 10 min.  

As strips foram colocadas na parte superior da cuba de eletroforese em contato com o 

gel de poliacrilamida. O marcador Benchmark protein ladder (Invitrogen) foi usado para 
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auxiliar a identificação da massa molecular dos spots nos géis. O sistema foi vedado com 

solução selante (tampão de corrida 1 X, agarose 0,5% e traço de azul de bromofenol).  

A electroforese foi realizada a 5 W por gel overnight a 15o C na câmara escura usando 

Ettan DALTsix Vertical System (GE Healthcare Life Sciences). Os géis foram corados com 

solução Comassie blue (metanol 30%, ácido acético 10%, comassie 0,1%). No total, foram 

realizados 24 géis bidimensionais (replicatas técnicas), correspondentes aos quatro pacientes 

com câncer e quatro pacientes sem câncer (replicatas biológicas). 

3.1.8  Análise das imagens 

A digitalização das imagens foi feita utilizando um scanner (ImageScanner III, GE 

Healthcare Life Sciences) com alta resolução. As imagens digitalizadas foram salvas em 

modo Tiff e analisadas no software BioNumerics v. 4.5 (Applied-Maths). Em primeiro lugar, 

a calibragem com escala em cinza foi necessária para transformar níveis de cinza em valores 

para cada pixel da imagem do gel. O método de calibragem usou uma curva do próprio 

software BioNumerics. 

A busca nos géis bidimensionais por pontos que representam as proteínas e são 

denominados de spots foi feita de modo automático. Após a detecção automática, foram 

realizadas detecções manuais de spots quando estes não foram reconhecidos pelo programa, 

ou deleções quando o programa reconhecia erroneamente manchas ou bolhas como spots. 

Em seguida, o passo de normalização foi feito para atribuir uma identidade comum 

para spots idênticos em diferentes géis. Para tanto, um gel de referência foi construído e 

opções automáticas do software foram usadas. Para cada amostra, quando uma proteína era 

detectada em todas as imagens, esta era automaticamente adicionada ao gel de referência.  

Os géis foram sobrepostos para a determinação das proteínas diferenciais e em 

comum, onde os spots foram encaixados de modo que ficassem alinhados ao seu respectivo 

segundo gel, baseando-se nos pontos de referência, que são os spots em comum entre as 

amostras. Linhas de regressão baseadas no volume relativo dos spots foram geradas com 

p<0.020 para avaliar a acurácia da sobreposição, indicando também aqueles spots mais 

discrepantes, chamados outliers. Para a determinação de massas moleculares e pontos 

isoelétricos foram utilizados marcadores de massa molecular (Benchmark protein ladder, 

Invitrogen MW de 10 a 220 kDa) e ponto isoelétrico (3 a 10). 
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Spots comuns a todos os géis com volumes acima de 100.000 e aqueles diferenciais 

em géis de pacientes com câncer, foram recortados dos géis e armazenados em tubos de 1.5 

mL para serem descorados, digeridos com tripsina e utilizados nas análises de espectrometria. 

3.1.9 Preparação dos spots para análises de 
espectrometria de massa 

Para análises de espectrometria de massa, as proteínas de interesse foram descoradas, 

digeridas com 600 ng de tripsina e os peptídeos resultantes, purificados. Inicialmente, os spots 

selecionados foram descorados com solução descorante contendo metanol 50% e ácido 

acético 12%. Para tanto, os spots de interesse recortados dos géis foram transferidos para 

tubos de 1.5 mL. As proteínas dos spots selecionados foram digeridas com tripsina (Trypsin 

Gold – Promega sequencing grade, V528A), de acordo com Shevchenko et al. (2001) 

(SHEVCHENKO, 2001). Para a digestão, os spots descorados foram lavados três vezes com 

etanol 50%. Aos tubos contendo os spots, foram adicionados 300 µL de acetonitrila e, então, 

estes foram secos no concentrador a vácuo por 10 min. Posteriormente, foram adicionados 50 

µL de DTT 100 mM em solução de bicarbonato de amônio (NH4HCO3) 100 mM e incubados 

a 56º C. Após uma hora de incubação, a solução foi removida e substituída por 50 µL de 

iodoacetamida 55 mM em 100 mM de NH4HCO3 por 45 min em temperatura ambiente. Após 

a remoção do sobrenadante, os spots foram lavados duas vezes com 100 µL de NH4HCO3 100 

mM, desidratados pela adição de 100 µL de acetonitrila e secos em um concentrador a vácuo. 

Em seguida, os spots foram re-hidratados com 50 µL da solução de tripsina (600 ng de 

tripsina em 50 mM de NH4HCO3 e 5 mM de CaCl2). Então, o sobrenadante foi substituído 

pela mesma solução sem tripsina e os spots incubados durante 14 h a 37º C. 

Após as 14 horas, os tubos contendo as proteínas digeridas com tripsina foram 

incubados em um sonicador por 20 min. Em seguida, foram adicionados aos tubos 40 µL de 

água destilada/deionizada estéril e, novamente, incubados no sonicador. Após 10 min de 

incubação, adicionou-se 40 µL de acetonitrila/H2O/TFA (66:33:0,1) a cada tubo, que foram 

incubados no sonicador mais uma vez. Passados 15 min, o sobrenadante foi coletado e 

transferido para outro tubo limpo. Esse mesmo procedimento de lavagem foi repetido mais 

uma vez. Por fim, os sobrenadantes resultantes das lavagens foram reunidos no mesmo tubo 

para cada amostra e concentrados a vácuo por aproximadamente 1 h.  
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3.1.10 Espectometria de massa 

Os peptídeos extraídos foram preparados para análise em um espectrômetro de massa 

do tipo MALDI-TOF/TOF em um Ultraflex II MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, 

Billerica, MA). As amostras concentradas foram ressuspendidas em 5 µL de TFA 1%, onde 2 

µL de cada uma destas foram separados e adicionados  6 µL de uma matriz composta por 

ácido sinapínico (em uma solução dissolvida de acetonitrila/TFA 0.1%; v/v). Em seguida, a 

solução foi homogeneizada em um vórtex e 0,5 µL foram aplicados no Ultraflex II. As 

amostras foram secas em temperatura ambiente e o espectrômetro foi operado em modo linear 

para obtenção das massas dos fragmentos gerados pela tripsina e em modo refletido para re-

fragmentação de íons para sequenciamento de novo. Os íons das amostras foram submetidos à 

irradiação automatizada, onde o laser foi operado com freqüência de 50 Hz, com potência 

modulada positiva. Os espectros resultantes foram analisados manualmente, usando o 

programa FlexAnalysis v. 2.4 (Bruker Daltonics programs). 

Os spots que não geraram resultados foram isolados novamente, digeridos da mesma 

forma descrita acima e analisados por nano-LC-ESI-MS/MS (YANG et al., 2006). O HPLC 

usado foi o Ultimate 3000 system (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), equipado com 

uma coluna PepMap100 C-18 (300 µm x 5 mm) e uma coluna analítica PepMap100 C-18 (75 

µm x 150 mm). O gradiente usado foi (A = 0.1% de ácido fórmico em água, B = 0.08% de 

ácido fórmico em acetonitrila) 8% a 30% B de 0 a 25 min, 80% B de 25 a 30 min, 8% B de 30 

a 50 min. O fluxo foi de 300 nL.min-1. Um HCTultra ETDII (Bruker Daltonics, Bremen, 

Germany) foi usado para gravar o espectro peptídico no intervalo de 350-1500 m/z, e o 

espectro MS/MS em dados adquiridos entre o intervalo de 100-2800 m/z. O espectro MS foi 

gravado repetidamente seguido por quatro espectros de dados CID MS/MS gerados a partir 

dos quatro íons com maior intensidade. Uma exclusão ativa de 0.4 min após dois espectros foi 

usada para detectar peptídeos pouco abundantes. A energia de colisão foi definida 

automaticamente de acordo com o estado entre massa e carga dos peptídeos. O espectro 

MS/MS foi interpretado e gráficos de picos foram gerados pelo DataAnalysis 4.0 (Bruker 

Daltonics, Bremen, Germany). 
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3.1.10.1 Análises in silico e busca em bancos de dados 

Os spots de interesse foram submetidos à análise por espectrometria de massa e 

identificados por peptide mass fingerprinting (PMF) ou por sequenciamento de novo 

(MS/MS). As massas dos peptídeos encontradas por PMF foram comparadas com o banco de 

dados não redundante do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o 

software MASCOT (MASCOT v 2.1, Londres, Reino Unido). Os resultados foram avaliados 

de acordo com os maiores scores e área de cobertura, verificando-se, também, a 

correspondência entre massa molecular e ponto isoelétrico dos spots e das proteínas no banco 

de dados a fim de obter maior acurácia na identificação das proteínas de interesse. 

O sequenciamento de novo foi realizado manualmente com o software FlexAnalysis, 

por meio da comparação entre as massas dos aminoácidos e as distâncias entre os picos, 

gerando as sequências. Foi feita, então, uma busca no banco de dados do NCBI com a 

ferramenta Blastp a fim de comparar a sequência do fragmento encontrado com as proteínas 

do banco de dados (ALTSCHUL et al., 1990). Para a interpretação dos resultados, foram 

levados em consideração critérios como porcentagem em score, massa molecular e espécie à 

qual pertenciam as proteínas. 

Os spots submetidos a nano-LC-ESI-MS/MS foram identificados utilizando o 

MASCOT 2.2.04 (Matrix Science, Londres, Reino Unido) contra o banco de dados do 

SwissProt. Os parâmetros para a busca foram os seguintes: enzima selecionada como tripsina 

com o máximo de dois sítios de clivagem; espécie limitada à humana; tolerância de massa de 

0.2 Da para peptídeo; 0.2 Da para tolerância de MS/MS; modificação fixa de carbamidometil 

(C); e modificação variável de oxidação e fosforilação de metionina (Tyr, Thr e Ser). 

Identificações proteicas positivas foram baseadas em um score significante de MOWSE. A 

identificação de proteínas e informação sobre modificações obtidas pelo MASCOT foram 

verificadas e filtradas manualmente. 
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Figura 14. Fluxograma das estratégias de execução das análises proteômicas in gel.  
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3.2 Gel free 

Em uma tentativa de desenvolver uma nova metodologia de separação de proteínas do 

plasma humano, efetuaram-se experimentos para testar a combinação de duas técnicas gel free 

diferentes (LIEF e HPLC). A extração de plasma e a quantificação de proteínas foram feitas 

do mesmo modo que nos experimentos in gel descritos acima. Plasmas de três pacientes 

foram utilizados, sendo um de paciente com câncer e dois de pessoas saudáveis, onde uma era 

fumante e outra não fumente.  

3.2.1 Preparação da amostra 

Após a quantificação de proteínas no plasma, estas foram precipitadas com ácido 

tricloroacético (TCA). Ao acrescentar 133 µL de TCA na amostra, esta foi incubada no 

congelador (-20º C) por 30 min. Em seguida, ela foi centrifugada por 10 min a 14.000 rpm e o 

sobrenadante descartado. Um mL de acetona a -20º C foi acrescentado e a amostra foi 

centrifugada novamente sob as mesmas condições. Então, o sobrenadante foi descartado e a 

lavagem com acetona foi repetida. 

3.2.2 Focalização isoelétrica líquida 

A amostra precipitada com TCA foi submetida à focalização por ponto isoelétrico com 

o ZOOM IEF Fractionator (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Para prepará-la, ao precipitado 

acima, foi adicionado desnaturante de IEF (7.7 M uréia, 2.2 M tiouréia, 4.4% CHAPS), 

coquetel inibidor de protease (4-2-aminoetil-benzeno sulfonil-fluoridro, EDTA, bestatina, 

pepstatina A, E-64, leupeptina) e DTT 2 M. A amostra foi sonicada em gelo por quatro min, 

sendo misturada a cada meio min. Foi acrescentado Tris-base 1 M à amostra e esta foi 

incubada por 30 min em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada iodoacetamida 

(0,25%) para alquilação e a amostra foi incubada novamente por 30 min em temperatura 

ambiente. Para parar a alquilação, colocou-se DTT 2 M e incubou-se por 5 min em 
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temperatura ambiente. Então, a amostra foi centrifugada por 20 min a 16.000 x g. A 

concentração de proteína no sobrenadante foi determinada usando o kit colorimétrico Ensaio 

de proteína BCA (BioAgency, lote 070312L2, São Paulo, Brasil). Antes de aplicar no IEF 

Fractionator, misturaram-se à amostra, as seguintes soluções: IEF Denaturant, ZOOM 

Carrier ampholytes (pH 3-10), DTT 2 M e traço de azul de bromofenol. Foram aplicados no 

ZOOM IEF Fractionator 0,6 mg/mL de proteína.  O fracionamento teve a corrente constante 

em 2 mA e a potência também constante em 2 W durante três etapas: (1) 100 V por 20 min; 

(2) 200 V por 80 min; e (3) 600 V por 80 min.  Após a separação, foram coletadas as frações 

entre os cinco pontos isoelétricos (3-4, 4-5, 5-6, 6-7, 7-10). 

3.2.3 Cromatografia líquida de alta pressão 

As amostras de cada ponto isoelétrico foram usadas para análise em cromatografia de 

fase reversa HPLC (Coluna analítica C-18, Vydac). Para submeter ao HPLC, as amostras 

foram quantificadas e 1 mg de proteína de cada ponto isoelétrico foi usado para a corrida. Em 

fluxo de 1,0 mL.min-1, utilizou-se um gradiente linear de 0-100% de acetonitrila por 60 min, 

onde de 0-5 min passou apenas H2O, de 5-60 min passou o gradiente de acetonitrila e de 60-

70 min, passou acetonitrila 100%.  
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Figura 15. Fluxograma das estratégias de execução das análises proteômicas gel free. 
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3.3 Análise por ICP-MS 

A fim de determinar a concentração de elementos traço nas amostras de plasma com e 

sem câncer, foi feita uma análise por ICP-MS. As amostras separadas por LIEF e os spots 

selecionados do 2D-PAGE tripsinizados foram submetidos a este processo para medir os 

níveis de cálcio (Ca), cádmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), magnésio (Mg), 

manganês (Mn), molibidênio (Mo), selênio (Se), chumbo (Pb), cobalto (Co) e zinco (Zn). As 

amostras foram transferidas para tubos, onde foram diluídas com ácido nítrico concentrado 

em 65% e submetidas a digestão utilizando-se forno de microondas SPEX (MX 350) com 300 

a 550 W de potência, sistema aberto e feixe focalizado, por 30 min, atingindo a temperatura 

máxima de 180º C. Após esta etapa, os digeridos ácidos foram transferidos e diluídos em água 

destilada/deionizada para 1:20 a fim de quantificar os metais diretamente.  

A análise dos metais foi feita no ICP-MS (810-MS, Varian Mulgrave, Austrália), 

sendo que, para calibrar o aparelho, solução de carbono residual preparada a partir de solução 

de uréia (5000 mg.L-1) foi utilizada. Soluções de referência foram preparadas a partir de 

soluções estoque contendo 1000 mg.L-1 de Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Se, Pb, Co e Zn. 
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Figura 16. Fluxograma das estratégias de execução das análises de elementos traço por ICP-MS. 
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4 Resultados e 
discussão 

 

4.1 In gel 

Plasmas de pacientes com LSCC e de fumantes saudáveis usados como grupo controle 

foram obtidos por meio de protocolo aprovado pelo Comitê de Ética da Associação de 

Combate ao Câncer de Goiás (Anexo I). Primeiramente, o perfil das amostras de plasma foi 

verificado por SDS-PAGE (Figura 17), mostrando, com este nível de separação, um padrão 

homogêneo entre as amostras. Para nosso conhecimento, não há relatos de géis como estes na 

literatura, não sendo possível compará-los com outros trabalhos. Entretanto, podemos inferir 

que a maior parte das proteínas, encontrada entre massa molecular de 45,0 e 66,2 kDa, 

corresponde a albuminas, que são as proteínas mais abundantes no plasma humano (LAWN et 

al., 1981). 
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Figura 17. SDS-PAGE 12,5% com 50 µg de cada amostra com câncer de laringe (LSCC 1, 2 e 4) e sem câncer 
(C – controle 5, 6, 7, 8, 9 e 10). MM = marcador molecular. 

 

As análises de 2D-PAGE destas amostras foram feitas em réplicas técnicas e 

biológicas. Plasmas de pacientes com câncer de laringe e plasma de pessoas sadias foram 

utilizados (réplicas biológicas), sendo que, para cada amostra (paciente), três géis 

bidimensionais foram confeccionados (réplicas técnicas). Apesar de ter sido obtido um total 

de 24 géis, apenas metade foi selecionada para utilizar na análise devido à qualidade do 

resultado do experimento. Assim, o número de pacientes analisados foi reduzido para dois 

pacientes com câncer e dois fumantes saudáveis sem câncer. Na figura 18, estão representados 

dois géis obtidos, o primeiro de plasma de paciente com câncer (A) e o segundo sem câncer 

(B), sendo que estes foram escolhidos como géis de referência para cada grupo. As imagens 

dos géis obtidas foram comparadas umas contra as outras usando como base o volume dos 

spots com o auxílio do software BioNumerics (Figura 19). Após o passo de normalização, 

onde foram selecionados spots idênticos em diferentes imagens, foi possível identificar 

aqueles exclusivos de pacientes com câncer. 
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Figura 18. Géis bidimensionais escolhidos como referência do grupo de amostras com câncer (A) e do grupo de 
amostras controle (B). As proteínas identificadas por MS estão circuladas. “C” corresponde a controle e “D” a 
diferencial). 
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Figura 19. Imagem gerada pelo BioNumerics da sobreposição dos géis de referência com câncer (em azul) e 
sem câncer (em laranja). 

 

Em todos os géis bidimensionais, foram detectados spots protéicos com massa 

molecular entre 10,0 e 60,0 kDa e pH na faixa de 4.0 a 10.0. Perfis de amostras controle 

mostraram mais de 50 spots, onde 34 foram considerados bem delimitados (Figura 18 B). Os 

perfis das amostras com câncer mostraram aproximadamente a mesma quantidade de spots, 

mas 45 foram considerados bem definidos (Figura 18 A). A maioria das proteínas foi 

detectada em todos os géis entre pI 4.4 e 7.0, com massa molecular por volta de 53,0 e 60,0 

kDa, formando um conglomerado principalmente entre o pI 6.4. De acordo com suas 

características e com avaliação de gel de soro de paciente com câncer de mama no Swiss-

2DPAGE do site ExPASy (GASTEIGER et al., 2003), essas proteínas correspondem a 

albuminas (MINGHETTI et al., 1986). A mesma semelhança foi encontrada ao comparar os 

perfis aqui obtidos com gel de plasma de Anderson & Anderson (1977). A similaridade entre 

os géis deste trabalho e os mapas disponíveis in situ de plasma humano e soro de câncer de 

mama nos permite inferir a identidade de algumas proteínas previamente identificadas, como 

as albuminas.  
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Poucas diferenças foram observadas entre os pacientes com câncer e os controles. 

Muitos spots foram encontrados diferencialmente expressos em várias amostras, mas nenhum 

era exclusivo de géis de amostras com câncer ou normais. No entanto, a presença de três spots 

(denominados D1, D2 e D3) entre o pI 7.2 e 7.6, com massas moleculares de 20,0, 42,0 e 44,0 

kDa, apenas em géis de pacientes com câncer e em ambos os pacientes analisados, sugere a 

expressão de proteínas induzidas pelo câncer de laringe ou que ajudam no desenvolvimento 

dessa doença (Figura 20). Estes três spots mais outros sete que apareceram em todos os géis – 

chamados de C (para controle) 1 a 7 – foram tratados com tripsina e identificados por duas 

técnicas diferentes de espectrometria de massa.  

 
Figura 20. 2D-PAGE de pacientes com câncer ilustrando proteínas diferenciais indicadas por setas. 

 

 

Foi feita uma comparação de expressão de proteínas usando o volume dos spots 

identificados por MS. As proteínas diferenciais aparecem apenas nos perfis com câncer e os 

spots controle aparecem em todos os pacientes, com e sem câncer, em níveis pouco diferentes. 

O volume relativo na figura 21 foi obtido pela média entre os pacientes, quando o spot estava 
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presente. A oscilação maior ocorre nos spots C2, onde há maior expressão nas amostras de 

pessoas sem câncer, e C5, cuja expressão é mais alta nas amostras de pacientes com câncer do 

que sem câncer (Figura 21). 

 

 
Figura 21. Histograma de spots sequenciados isolados de amostras com e sem câncer. As barras verticais 
correspondem ao desvio padrão. 

 

Os dados gerados pelo BioNumerics de acordo com o volume de todos os spots nos 

géis foram combinados de par em par no Excel (Microsoft Office 2007, Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, EUA) para obter valores de correlação para cada grupo e entre 

os grupos. A média do valor de correlação obtido para as réplicas técnicas do grupo com 

câncer foi 0,67 (Figura 22). Para as réplicas biológicas foi 0,55. Quanto aos valores 

correspondentes ao grupo sem câncer, 0,76 foi a média do valor de correlação para as réplicas 

técnicas (Figura 23) e 0,91 para as biológicas. Ao verificar a correlação entre amostras dos 

pacientes com e sem câncer, o valor médio obtido foi 0,41. 
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Figura 22. Valor de correlação obtido comparando réplicas técnicas de amostras provenientes de pacientes com 
câncer. Nos eixos x e y, valores do volume dos spots do plasma de um mesmo paciente. O R2 representa o valor 
da linha de tendência para os spots. 

 

 
Figura 23. Valor de correlação obtido comparando réplicas técnicas de amostras de pacientes sem câncer. Nos 
eixos x e y, valores do volume dos spots do plasma de um mesmo paciente. O R2 representa o valor da linha de 
tendência para os spots. 

 

Foi identificado por MS um total de dez spots (Tabela 3), incluindo os três 

diferenciais. Todas estas proteínas são encontradas comumente no plasma sanguíneo, sendo 

que seis delas correspondem a componentes do sistema imune.  
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Tabela 3. Tabela com números, características, número de acesso no UniProt e indentificações dos spots. MOWSE score é baseado no número das massas peptídicas 
sequenciadas com suas correspondentes no banco de dados (MASCOT, http://www.matrixscience.com/help/scoring-help.html). O modo de sequenciamento de novo foi por 
meio de MALDI-TOF e o CID por LC-ESI-MS. 

No do 

spot 

MOWSE 

Score 
Sequência peptídica 

Modo de 

sequenciamento 

Identificação da 

proteína 

No de acesso 

(UniProt) 

pI 

identificado 

MW (kDa) 

identificado 

D1 220 KNQVSLTCLVKG de novo/CID 
Região C da cadeia da 

IgG 
P01860 7.61 44,86 

D2 294 KLGQYASPTAKR de novo/CID 
Componente do 

complemento C4a 
P0C0L4 7.39 42,56 

D3 422 KDSTYSLSSTLTLSKA de novo/CID 
região C da cadeia kappa 

da Ig 
P01834 7.28 20,34 

C1 70 KSGTASVVCLLNNFYPRE de novo 
região C da cadeia kappa 

da Ig 
P01834 9.7 32,23 

C2 56 RTHLAPYSDELRQ de novo 
proapolipoproteína 

A-I 
P02647 5.67 32,12 

C3 82 KEQLGEFYEALDCLRI de novo 
Precursor da alfa-1-ácido 

glicoproteína 
P02763 3.5 49,95 

C4 398 RVEYGFQVKV de novo /CID 
Componente do 

complemento C4a 
P0C0L4 7.73 41,88 

C5 88 KITPNLAEFAFSLYRQ de novo 
Precursor da alfa-1-

antitripsina 
P01009 5.22 52,32 

C6 56 KLPECEADDGCPKPPEIAHGYVEHSVRY de novo Haptoglobina Hp2 P00738 6.39 20,65 

C7 71 KVYAYYNLEESCTRF de novo 
Componente do 

complemento C3 
P01024 4.97 47,34 
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4.1.1 Spots comuns entre amostras com 
câncer e normais 

O spot C2 foi identificado como proapolipoproteína A-I, um precursor da apoproteína 

A-I (apoA-I). Esta se liga a lipídeos para formar lipoproteínas de alta densidade (high density 

lipoproteins – HDLs), que são relativamente abundantes em plasma. ApoA-I é um cofator da 

acetiltransferase lecitina-colesterol (lecithin-cholesterol acyltransferase – LCAT), 

responsável pela formação da maioria dos ésteres do HDL. Essa proteína estabiliza a estrutura 

do HDL e também promove efluxo de colesterol das células (BRESLOW, 1985; MCGUIRE 

et al., 1996). As apolipoproteínas têm sido relacionadas a diversas doenças, como 

cardiovasculares (MCGUIRE et al., 1996; MAHLEY et al., 2008), Alzheimer (CORDER et 

al., 1993; CORDER et al., 1994; MAHLEY et al., 2008) e arteriosclerose (DAVIGNON et 

al., 1988; MAHLEY et al., 2008). Diferenças na expressão de apolipoproteínas têm sido 

observadas em câncer de fígado (JIANG et al., 2007) e pâncreas (CHEN et al., 2007). Em 

soro de pacientes com câncer de pâncreas, proapolipoproteína C-II e apolipoproteína C-III1 

apresentam-se mais e menos expressas respectivamente, sugerindo seu uso como possíveis 

marcadores diagnósticos para esta doença (CHEN et al., 2007). ApoA-I e apoA-II estão em 

valores mais baixos em soro de pacientes com câncer de fígado (JIANG et al., 2007). Neste 

trabalho, observamos uma maior expressão da proapoA-I em pacientes com câncer. 

O spot C3 corresponde à alfa-1-ácido glicoproteína (alpha-1-acid glycoprotein – 

AGP), também chamada de orosomucóide, que é uma proteína derivada do fígado. As 

concentrações de AGP aumentam de acordo com certas condições, como inflamação, 

gravidez, pós-cirurgia e câncer, uma vez que ela pertence às proteínas de fase aguda. 

Pesquisas têm demostrado que existe uma homologia significante entre a sequência de 

aminoácidos da proteína AGP e a imunoglobulina gamma (IgG) e que ela é necessária para 

manter a permeabilidade capilar para a homeostase (GAHMBERG e ANDERSSON, 1978; 

SORENSSON et al., 1999). Corroborando esses resultados, Ganz e colegas (1984) também 

observaram que os níveis de AGP refletem atividade da doença e podem refletir a progressão 

do tumor. Os níveis dessa proteína no plasma de pacientes com câncer ativo de pulmão eram 

elevados em comparação a pacientes de câncer com o tumor em remissão (considerado 

inativo). Neste mesmo estudo, a normalização de AGP durante quimioterapia estava 
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relacionada a uma menor taxa de reincidência e maior sobrevida (GANZ et al., 1984). Por 

outro lado, a expressão da AGP no presente trabalho mostrou-se menor entre os pacientes 

com câncer ao compará-la aos pacientes com câncer. 

O spot denominado C5 foi identificado como pré-alfa-1-antitripsina, um grande 

inibidor de protease no plasma humano (CARLSON et al., 1988; SEGELMARK et al., 1995). 

Esta glicoproteína pertence à família serpina dos inibidores de protease e é produzida 

principalmente nos hepatócitos. Sua principal função é proteger tecidos de enzimas 

provenientes de células inflamatórias, especialmente a elastase neutrofílica (FAIRBANKS e 

TAVILL, 2008). A deficiência de alfa-1-antitripsina, causada pela mutação de uma única 

base, previne com que a proteína seja exportada do hepatócito, causando uma diminuição da 

sua concentração no plasma. Portanto, ela é associada com doença crônica do fígado e 

enfisema prematuro (CARRELL, 1986; FAIRBANKS e TAVILL, 2008), mas, na medida do 

nosso conhecimento, não existem pesquisas de sua relação com o câncer.  

O spot controle C6 foi atribuído como haptoglobina (HPT), que pertence à família de 

proteínas de fase aguda, cuja síntese é induzida por várias citocinas durante processos 

inflamatórios (FIRPO et al., 2008). Outra função da HPT é ligar hemoglobina livre do plasma 

para formar um complexo estável e, portanto, prevenir danos oxidativos ao tecido (FIRPO et 

al., 2008; POLTICELLI et al., 2008). Também tem sido demonstrado que a HPT é um fator 

essencial na migração celular (POLTICELLI et al., 2008) e é um agente angiogênico (CID et 

al., 1993; YE et al., 2003), ativando crescimento e diferenciação celular. Esta proteína foi 

encontrada superexpressa em soro de pacientes com tumores de ovário e pulmão (GAS et al., 

2008).  

Uma vez que nosso grupo controle foi representado por fumantes saudáveis, a resposta 

imune não foi completamente ativada por este estímulo, apesar de termos observado a 

expressão de algumas proteínas inflamatórias. Assim, o restante dos spots comuns entre 

pacientes com e sem câncer foram identificados como proteínas do sistema imune. O spot C4 

corresponde ao componente do complemento C4a, o spot C1 à região constante (C) da cadeia 

da IgG (Ig gamma-3 chain C region) e o spot C7 é o componente do complemento C3.  
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4.1.2 Spots diferenciais das amostras com 
câncer 

Os três spots diferenciais também fazem parte de proteínas do sistema imune, sendo 

que o D1 corresponde à região C da cadeia da IgG, o D2 ao componente do complemento C4a 

e o D3 à região C da cadeia kappa da Ig (Ig kappa chain C region). 

O sistema complemento é um componente com papel importante na resposta 

inflamatória, incluindo o câncer. Por exemplo, as proteínas C3a, C4a e C5a aumentam as 

reações inflamatórias ao estimular a dilatação de artérias, liberar histaminas de mastócitos e 

basófilos e atrair neutrófilos para o local da inflamação (JANEWAY, 2001; DE VISSER et 

al., 2006; GABRIEL, 2007). A ativação do sistema complemento pode causar a destruição do 

tumor ao induzir lise cellular (GORTER e MERI, 1999). 

Por outro lado, há estudos que contradizem esta visão comum do sistema imune 

responder contra o tumor, ao mostrarem evidências de que certas respostas imunes do 

complemento podem dar ao tumor uma vantagem de crescimento (LOVELAND e CEBON, 

2008; MARKIEWSKI et al., 2008). Markiewski e colegas (2008) demonstraram que o 

sistema complemento contribui para mecanismos que promovem o crescimento de tumores 

malignos. No seu estudo, a deficiência de proteínas C3, C4 ou receptor da C5a pode estar 

associada a uma diminuição na taxa de crescimento do tumor. Este fato foi observado em 

camundongos com deficiência de proteínas C4, juntamente com a deposição de C1q no tumor, 

indicando a ativação do complemento pela via clássica durante o desenvolvimento do câncer. 

Assim, eles concluem que a ativação do sistema complemento e da sinalização da C5a gera 

um ambiente que suprime a resposta antitumoral mediada por células T CD8+ ao recrutar 

células supressoras de tumor (MARKIEWSKI et al., 2008).  

Células cancerosas podem ser vistas da perspectiva imunológica como células próprias 

alteradas que escaparam a mecanismos normais de regulação do crescimento. A possibilidade 

de respostas imunes específicas eliminarem tumores é amplamente aceita e tem sido o objeto 

de vários estudos (HUNG et al., 1998; CHIPLUNKAR, 2001; ROSENBERG, 2001; DUNN 

et al., 2004; WANG et al., 2007; VARELA et al., 2008). No trabalho de Kús et al. (1985), a 

microscopia eletrônica de carcinomas primários de laringe revelaram que estes tumores se 

encontram infiltrados por células da resposta imune. Estas células estão localizadas dentro e 

ao redor das infiltrações de tumores e são representadas por linfócitos, monócitos e 
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macrófagos. Estes resultados confirmam que o corpo humano, até certo ponto, é capaz de 

atacar tecidos malignos (KUS et al., 1985). Anticorpos reativos a tumor encontrados no soro 

de pessoas com câncer apóiam o papel de linfócitos T e B como membros da vigilância imune 

contra tumores (CHIPLUNKAR, 2001; PORTH, 2007). 

Quanto à expressão das imunoglobulinas presentes no sangue de pacientes com câncer 

de laringe, Vlock et al. (1993) observaram que pacientes com tumores pouco ou 

moderadamente diferenciados apresentavam uma concentração de anticorpos 

significativamente mais alta quando comparada a pacientes com tumores bem diferenciados. 

Neste estudo, também foi observado que pacientes com altos níveis de complexos imunes na 

circulação respondiam menos à quimioterapia. Não foram identificadas correlações entre os 

níveis destes complexos imunes e o estadiamento, local ou recorrência da doença. Estes 

resultados apóiam o fato de que a formação de complexos imunes associados ao tumor em 

pacientes com HNSCC está associada a uma diminuição da resposta à quimioterapia 

(VLOCK et al., 1993). 

No presente estudo, foi observado que os componentes do complemento C3 e C4 estão 

presentes em amostras de pacientes tanto com câncer quanto sem câncer. A presença destes 

componentes, de acordo com Markiewski et al., em pacientes fumantes saudáveis, pode 

contribuir para o crescimento do tumor (MARKIEWSKI et al., 2008). De acordo com nossos 

resultados, parece que a resposta imune ativa contra o tumor foi representada pelas atividades 

de linfócitos T e B baseada na expressão de imunoglobulinas em amostras de pacientes com 

câncer.  

Como existe uma heterogeneidade molecular enorme em todos os cânceres humanos e 

como as proteínas são os mediadores das funções celulares, o estudo de mudanças no padrão 

de proteínas resultantes de uma lesão patológica se mostra uma fonte em potencial para a 

descoberta de marcadores moleculares. Este estudo pode indicar um papel do tabaco no 

desenvolvimento do câncer de laringe e reforça a importância da resposta imune como alvo na 

compreensão e tratamento do câncer. 
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4.2 Gel free 

Os experimentos envolvendo metodologia gel free para separação de proteínas do 

plasma sanguíneo foram realizados com plasma de um paciente com câncer de laringe e duas 

pessoas sadias, sendo uma fumante e a outra não fumante. Com a focalização isoelétrica 

líquida, foi possível separar as proteínas pelo seu ponto isoelétrico em uma faixa de pH entre 

3 e 10, assim como nos experimentos in gel. Cinco frações foram obtidas para cada amostra: 

pHs 3-4, 4-5, 5-6, 6-7, e 7-10. 

Cromatogramas das frações obtidas a partir da LIEF revelaram a separação de diversas 

proteínas, com padrões diferentes para cada pI em todas as amostras. As frações de pI do 

plasma de paciente saudável não fumante encontram-se representadas nas figuras 24 a 28.  

 

 

 
Figura 24. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudável não fumante. Fração de pI 3-4 separada por 
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 
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Figura 25. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudável não fumante. Fração de pI 4-5 separada por 
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 

 
Figura 26. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudável não fumante. Fração de pI 5-6 separada por 
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 
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Figura 27. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudável não fumante. Fração de pI 6-7 separada por 
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 

 
Figura 28. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudável não fumante. Fração de pI 7-10 separada por 
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 
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É possível observar maior quantidade de proteínas nas amostras de pI 5-6 e 6-7, 

especialmente se comparado com a fração 3-4. Da mesma forma, nas análises de 2D-PAGE, 

foram observadas proteínas entre os pIs 4.0 e 10.0, sendo que a maioria encontrava-se entre os 

pIs 5.0 e 7.0. Este padrão de distribuição também foi observado nos resultados de plasma de 

paciente saudável fumante (Figuras 29 a 33). 

  
Figura 29. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudável. Fração de pI 3-4 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 
Figura 30. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudável. Fração de pI 4-5 separada por LIEF A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 
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Figura 31. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudável. Fração de pI 5-6 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 

 
Figura 32. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudável. Fração de pI 6-7 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 
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Figura 33. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudável. Fração de pI 7-10 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 

 

Apesar de haver semelhanças entre os cromatogramas de pI 3-4, 6-7 e 7-10 de 

pacientes saudáveis, os resultados do paciente fumante sem câncer encontram-se diferentes 

para os pIs 4-5 e 5-6, onde poucos picos estão presentes em comparação com o primeiro 

paciente. Além disso, é importante lembrar que existem variações individuais na expressão 

proteica. 

Os cromatogramas do paciente com câncer (Figuras 34 a 38) tiveram resultados muito 

parecidos entre si. Ao contrário do esperado, o padrão foi homogêneo entre os 

cromatogramas, onde foram observados picos no mesmo tempo em todos os pIs. No entanto, 

isso pode ser devido à baixa quantidade de proteínas, não tendo sido possível a detecção das 

mesmas por este método.  
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Figura 34. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com câncer. Fração de pI 3-4 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 

 
Figura 35. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com câncer. Fração de pI 4-5 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 
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Figura 36. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com câncer. Fração de pI 5-6 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 

 
Figura 37. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com câncer. Fração de pI 6-7 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 



 68 Resultados e discussão

 

 
Figura 38. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com câncer. Fração de pI 7-10 separada por LIEF. A 
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%). 

 

 

 

O objetivo de desenvolver metodologias alternativas à 2D-PAGE surge das limitações 

desta, como o excesso de manuseio da amostra, aumentando as chances de modificação ou 

perda (WALLER et al., 2008), a inabilidade de detectar proteínas de baixa expressão e massa 

molecular muito baixa ou muito alta (WALL et al., 2000; MORITZ et al., 2005), o longo 

tempo necessário para obter resultados e a recuperação das proteínas para experimentos 

posteriores (WALL et al., 2000; DAVIDSSON et al., 2002; WANG et al., 2003; LI et al., 

2005). 

Os resultados preliminares obtidos com as técnicas de LIEF e HPLC sugerem sua 

possibilidade para a separação de proteínas. Comparando as cromatografias de HPLC dos 

pacientes saudáveis com os géis bidimensionais, observamos em ambos a menor quantidade 

de proteínas presentes nos pIs 3-4 e o aumento da sua quantidade entre os pIs 5 e 7. Apesar de 

mais experimentos serem necessários, para uma tentativa de desenvolvimento de protocolo, 

esses métodos usados juntamente parecem ser eficientes para separação de proteínas de 

plasma e uma alternativa mais rápida à 2D-PAGE. 
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4.3 Metaloproteômica 

Amostras de proteínas isoladas obtidas pela metodologia gel free (dados não 

mostrados) e in gel foram submetidas à análise de elementos traço por ICP-MS. Alíquotas dos 

spots selecionados digeridos com tripsina foram diretamente analisadas. Os metais avaliados 

foram Ca, Cd, Cr, Cu, Co, Fe, Mg, Mn, Mo, Se, Pb e Zn. Primeiramente, as pesquisas deste 

tipo buscam a quantidade de elementos em tecidos ou plasma totais. Aqui, verificamos a 

concentração de metais em amostras altamente purificadas a fim de verificar a possibilidade 

de haver metais ligados às proteínas específicas. Para tanto, o tratamento das amostras in gel 

antes de submeter à ICP-MS é inédito para nosso conhecimento, não tendo sido relatado na 

literatura. 

Para a maioria destes elementos, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn e Mo, os valores ficaram 

abaixo dos níveis de detecção pela técnica (dados não mostrados). Os metais Co, Se e Zn 

apareceram em algumas amostras, mas sem replicabilidade, sendo que a maior parte também 

ficou abaixo do nível de detecção (dados não mostrados). No entanto, o Cr e o Pb foram 

observados em todos os spots, dessa forma, foi possível fazer uma avaliação destes. Na figura 

39, a concentração de Cr está representada para os spots diferenciais, exclusivos de pacientes 

com câncer. E, na figura 40, para os mesmos spots diferenciais, está representada a 

concentração de Pb. 
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Figura 39. Média de Cr nos spots diferenciais (1, 2 e 3) de amostras de pacientes com câncer. 

 

 

 
Figura 40. Média de Pb nos spots diferenciais (1, 2 e 3) de amostras de pacientes com câncer. 
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A média da concentração de metais entre os pacientes para cada spot foi determinada e 

representada separadamente para o Cr (Figura 41) e para o Pb (Figura 42). A quantidade de Cr 

encontra-se mais elevada em todas as amostras de pacientes com câncer que em saudáveis, 

com exceção do spot C6 (haptoglobina). A quantidade relativa de Pb detectada foi baixa para 

quase todas as amostras, exceto para os spots C6 (haptoglobina) e C7 (componente do 

complemento C3) entre os pacientes saudáveis. 

 

 

 
Figura 41. Média de cromo (Cr) em pacientes saudáveis e com câncer em cada spot controle removido de gel 
bidimensional.  
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Figura 42. Média de chumbo (Pb) em pacientes saudáveis e com câncer em cada spot controle removido de gel 
bidimensional. 

 

 

Em quantidades traço, o Pb tem sido considerado essencial para o metabolismo. A 

deficiência deste metal é associada a distúrbios de processos hematopoiéticos, sendo 

manifestados como anemia hipocrômica microcítica acompanhada por uma diminuição da 

reserva de Fe no fígado e baço, da absorção de ferro pelos intestinos e de glicose, 

triglicerídeos e fosfolipídeos pelo fígado (MATEO et al., 1997). Este tipo de anemia é 

caracterizado pela redução do tamanho dos eritrócitos (microcíticos), enquanto que o termo 

hipocrômico refere-se a todos os tipos de anemia, onde os eritrócitos encontram-se mais 

pálidos que o normal (IOLASCON et al., 2009). Por outro lado, as consequências de altas 

concentrações de Pb no organismo mostram seus efeitos deletérios em algumas funções 

biológicas, incluindo em eritrócitos (MATEO et al., 1997).  

Estudos mais recentes em cobaias e humanos têm focado na distribuição de Pb e sua 

interação com outros metais (YOO et al., 2002). Ainda com relação ao Fe, o Pb tem efeito 

adverso na sua deficiência, sendo que a deficiência de Fe aumenta a absorção de Pb 

(KWONG et al., 2004). Além disso, o Pb é mais absorvido quando há baixa concentração de 

Ca (KERPER e HINKLE, 1997). Pesquisa de Pasha et al. (2007) sobre a caracterização de 

metais em cabelo de pacientes com câncer e sem câncer mostrou taxas elevadas para vários 

metais nos primeiros, incluindo o Pb (PASHA et al., 2007). Outros trabalhos relatam que uma 
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maior ingestão de Pb está relacionada com cânceres de estômago, intestinos, ovários, rins, 

pulmões e leucemias. Calvo et al. (2009) estudaram tecidos tumorais e saudáveis de rins, 

encontrando concentrações significativamente elevadas de Pb nos tecidos tumorais (CALVO 

et al., 2009). Ao mesmo tempo, Schrauzer et al. (2008) demonstraram que o Pb, 

possivelmente junto com outros metais, corta o efeito anticancerígeno do Se sobre o 

crescimento e o desenvolvimento de tumor em camundongos (SCHRAUZER, 2008). Em 

câncer de pulmão, altos níveis de Pb também foram encontrados em tecidos de fumantes com 

câncer comparados com fumantes controles, além de ser demostrado que estes níveis são 

influenciados pelo tabaco, tanto em tecidos de pacientes com câncer quanto sem câncer, 

indicando que este é um fator importante na exposição ao Pb (DE PALMA et al., 2008). 

Apesar de não haver muitos relatos sobre a concentração deste elemento em tumores 

cerebrais, um estudo de 1984 mostrou uma maior quantidade dele no fluido cerebroespinhal 

(EL-YAZIGI et al., 1984). Sabe-se que, no desenvolvimento cerebral, a exposição crônica a 

baixos níveis de Pb causa retardo do crescimento e danos intelectuais (SURESH et al., 2006). 

O Cr e seus compostos possuem uma longa história de uso industrial na manufatura de 

produtos em larga escala, como aço inoxidável e madeira tratada com pressão. Apesar deste 

metal poder existir em vários estados de valência, os mais comuns são as formas oxidativas 

+6, +3 e 0. Normalmente, o Cr(0) está presente quando em sua forma metálica. O Cr(III) é 

estável termodinamicamente e é a forma oxidativa final em todos os sistemas biológicos 

(SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). Este é tido como um nutriente essencial para o 

metabolismo normal de carboidratos e lipídeos (CAGLIERI et al., 2008; TAN et al., 2008). 

Por outro lado, o Cr(VI) é aceito como um agente mutagênico, apesar de não se saber muito 

sobre as anormalidades causadas por ele (ZHANG et al., 2008). Portanto, esta forma de Cr é 

incluída entre os agentes conhecidamente carcinogênicos, sendo o trato respiratório 

considerado como o primeiro alvo para os compostos do Cr(VI), uma vez que a inalação é a 

principal via de entrada no corpo humano (CAGLIERI et al., 2008). Em condições 

fisiológicas, o Cr(VI) sofre uma rápida redução de vários componentes celulares, como 

ascorbato e cisteína. Os produtos desta reação são Cr(III) e as formas instáveis tetra e 

pentavalente, que são as responsáveis pela toxicidade do Cr(VI). Além disso, a redução 

intracelular do Cr(VI) estimula a produção de radicais de oxigênio, induzindo danos ao DNA 

(CLODFELDER et al., 2004; SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). Deste modo, a 

exposição ao Cr tem sido associada a diversos efeitos na saúde. No nível genômico, a 

toxicidade deste metal leva a mutações gênicas, vários tipos de lesões no DNA e inibição de 
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síntese macromolecular. Na célula, os efeitos podem ser interrupção do ciclo celular, apoptose 

ou transformação neoplásica (CALVO et al., 2009).  

Evidências epidemiológicas e experimentais indicam que a exposição aos compostos 

do Cr(VI) devido à ocupação é associada ao câncer de pulmão (CAGLIERI et al., 2008; 

SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). Tais neoplasmas são do tipo SCC e desenvolvem-se 

tipicamente nos locais de acúmulo de Cr, como bifurcações bronquiais (SALNIKOW e 

ZHITKOVICH, 2008). Alguns estudos em cobaias sugerem uma relação de altas 

concentrações de Cr, e também Zn, com o crescimento acelerado do tumor (CZAUDERNA e 

ROCHALSKA, 1989; SCHRAUZER, 2006; PASHA et al., 2008). Há trabalhos que mostram 

a relação entre Cr e a maior suscetibilidade para desenvolvimento de cânceres respiratórios e 

nasais (LANGARD e VIGANDER, 1983; DAVIES et al., 1991). Acrescentando a estas 

evidências, pesquisas mostram maior concentração de Cr no sangue de pacientes com câncer 

de mama comparado com o de doadoras saudáveis (SINGH e GARG, 1998), além de uma 

taxa de mortalidade mais alta (SCHRAUZER, 2006). Os níveis significativamente mais 

elevados de Cr e Zn no cabelo de pacientes com tumores malignos são mais uma evidência 

que estes metais indicam aumento do risco de câncer (PASHA et al., 2007). 

Ambos os metais detectados neste experimento são encontrados no tabaco. Tanto o 

tabaco quanto sua fumaça são misturas complexas compostas por milhares de componentes. 

Até 1988, um total de 3044 constituintes já haviam sido isolados e identificados do tabaco e 

3996 de sua fumaça (IARC, 2004), sendo que, hoje, este número chega a quase 5000 

(JENKINS et al., 2000; CARRÉ e AUBRIET, 2005). Entre estas substâncias, 69 são 

conhecidas por causar cânceres (IARC, 2004; CANCER RESEARCH, 2006). Os dois 

componentes principais da poluição ambiental causada pelo tabaco são a fumaça exalada pelo 

fumante (corrente primária) e a fumaça que sai da ponta do cigarro (corrente secundária), 

sendo esta, a mais poluente (JENKINS et al., 2000; INCA, 2009). Na tabela 4, encontram-se 

alguns dos principais agentes cancerígenos presentes no tabaco. 
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Tabela 4. Agentes cancerígenos no tabaco e na sua fumaça. 

Composto 
Evidência de carcinogênese 

Em cobaias Em humanos 

Acrilamida Suficiente Provável 

Arsênico Suficiente Suficiente 

Benzeno Suficiente Suficiente 

Cádmio Suficiente Suficiente 

Chumbo Suficiente Provável 

Cromo Suficiente Suficiente 

Formaldeído Suficiente Provável 

Hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos 
Suficiente Possível 

Nitrosaminas Suficiente Possível 

Fonte: adaptado de IARC, 2004. 
 

Cânceres induzidos pelo cigarro têm uma etiologia mais complexa devido à presença 

de vários agentes carcinogênicos (SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). A fumaça do cigarro 

pode alterar a atividade de enzimas antioxidantes, cujas associações foram relatadas entre a 

sua atividade e a concentração de seus cofatores. No entanto, as causas de tais mudanças 

ainda não são conhecidas (KUMEROVA et al., 2000; KOCYIGIT et al., 2001). A 

concentração de metais como Cu, Zn, Se, e Fe foi estudada por Kocyigit et al. (2001) para 

determinar em plasma de fumantes uma relação com a atividade das seguintes enzimas 

antioxidantes do sistema de defesa de eritrócitos (MCCORD e FRIDOVICH, 1969): Cu-Zn 

superóxido dismutase (Copper-zinc superoxide dismutase – Cu-Zn SOD), glutationa 

peroxidase (glutathione peroxidase – GSH-Px), que necessita de Se, e catalase (CAT), cujo 

cofator é o Fe. Foi demonstrado que, ao comparar com não fumantes, as concentrações de Se 

em fumantes eram baixas, juntamente com a atividade da GSH-Px, e os níveis de Cu eram 

altos, assim como a atividade da Cu-Zn SOD também era mais elevada. As concentrações de 

Zn e Fe não mostraram ser afetadas pelo fumo. Outra observação foi que a fumaça do tabaco 

exerce estímulos inflamatórios (MORRISON et al., 1999) e estresse oxidativo, sendo que a 

atividade da Cu-Zn SOD aumenta em eventos inflamatórios, possivelmente devido à 

inflamação crônica no trato respiratório de fumantes estimulada pelo tabaco (KOCYIGIT et 

al., 2001). 



 76 Resultados e discussão

Cada vez mais há estudos indicando que elementos traço têm papel em vários 

processos biológicos ao ativar ou inibir enzimas, competir com outros elementos e 

metaloproteínas por sítios de ligação, afetar a permeabilidade de membranas celulares, entre 

outros mecanismos (HUANG et al., 1999). Desta forma, é possível inferir que tais elementos 

traço tenham efeito direto ou indireto no processo de carcinogênese (SIDDIQUI et al., 2006). 

O LSCC é uma doença multifatorial influenciada por fatores ambientais e relacionada 

ao estilo de vida. O trato aerodigestivo superior é o primeiro compartimento do corpo humano 

que entra em contato com os componentes prejudiciais da fumaça do cigarro. A passagem 

desta, seja no fumante ativo ou passivo, determina algumas alterações na área aerodigestiva, 

que está diretamente exposta à ação maléfica das substâncias presentes na fumaça. O tabaco 

contém mais de 50 componentes cancerígenos conhecidos que têm importante papel na 

carcinogênese, sendo as principais substâncias responsáveis pela transformação neoplásica do 

epitélio bucal. Um dos primeiros passos no desenvolvimento da neoplasia de cabeça e 

pescoço pode ser o elo entre esses compostos (SCULLY et al., 2000). 
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5 Conclusões 
Este trabalho mostra o estudo proteômico comparativo de plasmas de pacientes com e 

sem câncer de laringe, trazendo uma nova perspectiva para o estudo desta doença. Ao fazer 

uso da técnica mais bem estabelecida em proteômica, a 2D-PAGE, foram obtidas importantes 

informações sobre a relação entre o sistema imune e o câncer de laringe, onde é reforçado o 

papel da resposta imune para compreensão e tratamento da doença, uma vez que sua função 

dualística no desenvolvimento do tumor, seja de combatê-lo, seja de estimular seu 

desenvolvimento. Aqui, encontramos indícios de que a resposta imune nos pacientes com 

câncer foi representada por atividade antitumoral de linfócitos T e B baseada na expressão de 

imunoglobulinas. 

Na tentativa de desenvolver nova metodologia para separação de proteínas de plasma 

sem utilizar gel, a combinação da LIEF com a HPLC indicam potencial. Apesar de este ser 

um trabalho preliminar, os resultados aqui obtidos mostram a capacidade da combinação 

destas técnicas de fracionar proteínas com padrão semelhante à separação por 2D-PAGE. 

Portanto, uma vez que apresentam vantagens como menos tempo de experimento, capacidade 

de aceitar maior concentração de proteínas na LIEF, alta sensibilidade na HPLC, sendo capaz 

de abranger maior faixa protéica, e menos etapas de manuseio da amostra, evitando 

contaminações e perdas, a continuação destes experimentos visando aperfeiçoar a tecnologia é 

importante. 

Na terceira etapa do trabalho, detectar metais em proteínas específicas a fim de 

relacioná-las ao câncer de laringe e ao tabaco, foi utilizada uma metodologia ainda não 

relatada na literatura na medida do nosso conhecimento: submeter amostras altamente 

purificadas (spots) e tripsinizadas direto para detecção por ICP-MS. Nesta análise, dois 

elementos traço (Pb e Cr), conhecidos por serem carcinogênicos e que se encontram no tabaco 

foram observados em todas as proteínas analisadas. Uma vez que há vários estudos indicando 

o papel de elementos traço em processos biológicos, é possível inferir que estes tenham efeito 

direto ou indireto no processo de carcinogênese, podendo ser crucial para o desenvolvimento 

do LSCC. 
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6 Perspectivas 
A necessidade de detectar o câncer de laringe em estádios iniciais da doença a fim de 

obter maior sucesso no tratamento e aumentar a qualidade de vida do paciente é amplamente 

reconhecida. Portanto, a elucidação molecular do processo carcinogênico deste e a resposta 

imune do organismo a ele é de extrema importância para o desenvolvimento de métodos 

diagnósticos. Uma vez que o tabaco é considerado um fator de grande contribuição para o 

desenvolvimento da doença e é constituído de vários metais cancerígenos, o estudo da 

concentração de tais elementos pode vir a se tornar uma ferramenta importante para o 

diagnóstico. Portanto, mais experimentos como os realizados neste trabalho em ICP-MS de 

spots isolados de géis bidimensionais para identificar elementos associados a outras proteínas 

podem continuar a fornecer informações importantes no papel destes para o câncer de laringe. 

A obtenção de mais amostras de plasma de pacientes com câncer de laringe permitirá a 

realização de experimentos adicionais de 2D-PAGE para comparar com os já obtidos e 

confirmar a presença dos três spots diferenciais em um maior número de pacientes.  

Além disso, os métodos de diagnose devem visar menor invasibilidade no paciente e, 

ao mesmo tempo, um material rico em informações moleculares, o que torna o plasma 

sanguíneo o principal alvo de busca por marcadores moleculares, já que corresponde ao 

proteoma mais amplo do corpo humano. Por ser tão complexo, ele apresenta dificuldades na 

fracionação de proteínas para detecção. Deste modo, o aperfeiçoamento de técnicas 

alternativas de separação de proteínas do plasma humano continua a ser um esforço 

importante. Como a metodologia gel free testada neste estudo mostrou perspectivas positivas 

para a separação de proteínas do plasma, é importante continuar tais experimentos a fim de 

aperfeiçoá-la. Cabe submeter proteínas isoladas por LIEF e HPLC à identificação por 

espectrometria de massa a fim de compará-las com as identificações dos experimentos in gel.  
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