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RESUMO 
Introdução: O melanoma é decorrente de um crescimento celular descontrolado, 

com perda de inibição por contato e alterações no núcleo, afetando a manutenção dos 

telômeros. A telomerase, responsável pela síntese do telômero, protege o final da 

molécula de DNA. Sua atividade está ausente na maioria das células somáticas 

humanas e presente em quase todas linhagens de células tronco, germinativas e em 

mais de 90% dos tumores humanos. Estudos sugerem que a progressão de doenças 

malignas depende da reativação da telomerase, e que um agente inibidor dessa 

enzima poderia ser uma droga antitumoral efetiva, entre elas, o azidotimidina-

trifosfato (AZT), sendo provado que o uso dessa droga em algumas neoplasias inibe 

in vitro sua ação. Objetivo: Avaliação da atividade da telomerase e da proliferação 

de células imortalizadas de melanoma Hs839T catalogo CRL-7572 submetidas à 

ação do AZT. Métodos: Foram utilizadas, linhagens de células de melanoma 

Hs839T catalogo CRL-7572, adquiridas via American Type Culture Collection, 

derivada da pele de um indivíduo caucasiano do sexo feminino de 42 anos. As 

células foram cultivadas em meio de cultura, suplementadas com diferentes 

concentrações de AZT em triplicata com 50, 100 e 200µM por 24h e 48h e 

comparados seus efeitos ao grupo controle. A avaliação da proliferação celular foi 

realizada pela técnica de MTT. A detecção da atividade da telomerase por KIT 

TRAPEZE® RT s7710 e PCR ELISA. Resultados: No tempo de 24 horas, quando 

comparado ao grupo controle, não houve inibição da proliferação celular e da 

atividade da telomerase da linhagem de melanoma Hs839T catalogo CRL-7572, 

embora sugira tendência à diminuição, quando comparados os grupos controle e 

200µM. No tempo de 48 horas, houve uma diminuição momentânea, seguida de 

rápida recuperação, sugerindo que as células de linhagem utilizadas neste estudo são 

sensíveis ao AZT, mas que recuperam a atividade enzimática e proliferativa. 

Conclusão: A ação do AZT em células de melanoma HS839.T catalogo CRL-7572 

estudadas nas concentrações e tempos propostos, não inibiu a atividade da 

telomerase e não afetou a proliferação celular.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Uma das neoplasias de pior prognóstico, relatada por Hipócrates no 

século V AC, o melanoma decorre da proliferação descontrolada dos 

melanoblastos, de etiologia desconhecida. Vários fatores contribuem para o seu 

surgimento, como a predisposição genética, exposição solar, traumatismos 

físicos em nevos já existentes e imunodeficiências, sendo responsável por 3 a 

4% das neoplasias malignas da pele (OLIVEIRA FILHO et al., 2002; 

GRUBER et al., 2008; DHOMEN et al. 2009). 

O melanoma desenvolve-se a partir da transformação maligna de 

melanócitos, as células que produzem pigmento e que se localizam na camada 

basal da epiderme humana. (BURTON et al., 1993; FIGUEIREDO et al., 2003; 

CHUDNOVSKY, KHAVARI, ADAMS, 2005; RACHOU, CURADO, 

LATORRE 2006; GRUBER et al., 2008; LEE et al., 2009).  

Nas últimas quatro décadas, a incidência de melanoma aumentou mais 

rapidamente que qualquer outro tipo de câncer nos Estados Unidos da América 

com gastos financeiros, em 1997, que ultrapassaram 563 milhões de dólares. 

Além de ser a sétima neoplasia mais comum em 2008 naquele país, tratando-se 

da principal doença fatal na pele. Relatos de várias partes do mundo vêm 

demonstrando aumento em suas taxas de incidência e mortalidade (BURTON et 

al., 1993; CHUDNOVSKY, KHAVARI, ADAMS, 2005; RACHOU, 

CURADO, LATORRE 2006; KASHANI-SABET et al., 2009; McCORMACK 

et al., 2009).  

No Brasil, um estudo baseado em relatórios anatomopatológicos revelou 

que o melanoma cutâneo corresponde a 0,15% de todas as neoplasias malignas 

e dentre os tumores malignos de pele, responde por cerca de 5%. Gastos totais 

com assistência oncológica no Brasil em 2006 foram de R$ 1.159.724.708,00, 

destes, foram gastos somente com melanoma cutâneo, o total de R$ 
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8.157.517,19 (SANTOS et. al.,1996; FIGUEIREDO et al., 2003; 

FERNANDES et al., 2005; INCA 2006). 

Células cancerígenas apresentam alterações no núcleo, que normalmente 

ocorrem em uma única célula somática, que continua dividindo-se até formar 

um tumor, seu crescimento é promovido, entre outros, por fatores angiogênicos 

secretados por estas células, afetando inclusive a manutenção do tamanho do 

telômero no DNA (CARVALHO et al., 2006; LIMA et al., 2006; LEJEUNE & 

RUEGG, 2006;  SCHULTZ et al., 2009).    

Telômeros são estruturas especializadas, descritas pela primeira vez em 

1930, constituídas de nucleoproteínas complexas nas terminações dos 

cromossomos eucarióticos, essenciais para a estabilidade do genoma 

(TAYLOR et al., 1996; BLACKBURN & STRAHL, 1996; CANO, 2001; 

BROWN et al., 2003; SHARPLESS & DEPINHO, 2004; ZIMMERMANN & 

MARTENS, 2007; CARROL & LY, 2009; MO et al., 2009). 

Em células somáticas normais, in vivo, os telômeros se encurtam nas 

sucessivas divisões, sendo natural que diminuam de tamanho durante seu ciclo 

de vida. Possivelmente, emitem sinais replicativos de senescência, que pode ser 

iniciada por uma verificação pontual que impede mecanismos de reparo 

envolvidos com a proteína p53, também detectada em melanomas (TAYLOR et 

al., 1996; PIATYSZEK, et al., 1995; PARSONS, 2003; BLACKBURN, 2005; 

AVERY-KIEJDA et al., 2008; WANG et al., 2009).   

Devido às características próprias e às vias em que as células copiam seu 

DNA, cada vez que ocorre uma divisão, perdem-se entre 50 a 200 nucleotídeos 

do telômero. Em cultura de fibroblastos foi comprovada uma relação inversa 

entre o comprimento do telômero e a idade do individuo doador (HAYFLICK, 

1979; LEHNINGER, NELSON, COX 2002; TAKUBO et al., 2009). 

A região telomérica também é a responsável pelo ancoramento dos 

cromossomos à membrana nuclear, garantindo a estrutura tridimensional do 
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núcleo, e a correta distribuição espacial dos cromossomos sugerindo função no 

posicionamento cromossômico para a replicação celular (PARSONS, 2003; 

ZENG et al., 2009). 

Sua disfunção contribui para redução da viabilidade celular, alterando a 

diferenciação. Na ausência de um mecanismo que mantenha os telômeros, a 

diminuição progressiva destes a cada replicação leva a um comprometimento 

da proliferação celular, aberrações e fusionamentos cromossômicos e processos 

cancerígenos (ZACCAGNINI et al., 2005; ZENG et al., 2009). 

A enzima responsável pela síntese do telômero é conhecida como 

telomerase, que protege o final da molécula de DNA contra a degradação 

enzimática, evitando a ocorrência de fusões das extremidades e garantindo a 

duplicação correta nas regiões terminais dos cromossomos, podendo ser 

necessária para a proliferação indefinida das células humanas (KIM et al., 

1994; MO et al., 2003; CARROL & LY, 2009; SOUZA SOBRINHO et al., 

2009). 

Trata-se de uma enzima ribonucleoproteica capaz de adicionar 

seqüências de nucleotídeos no final dos cromossomos lineares, a partir de uma 

matriz de RNA. É uma transcriptase reversa especializada que pode ser 

associada com imortalização celular e câncer. Foi descrita pela primeira vez em 

1985, por Greider e Blackburn, sua atividade está ausente na maioria das 

células somáticas humanas normais e presentes em quase todas linhagens de 

células tronco, imortais, germinativas e em aproximadamente 90% dos tumores 

humanos (RAMIREZ et al., 1997; ZHU, FU, MATTSON, 2000; CANO, 2001; 

MERGNY et al., 2002; MO et al., 2003; VIDAURRETA et al., 2007; SHAWI 

& AUTEXIER 2008; SAMALECOS et al., 2009). 

 Estudos sugerem que a progressão de doenças malignas depende da 

reativação da telomerase, e que um agente inibidor dessa enzima poderia ser 

uma droga antitumoral efetiva, podendo induzir as células a senescência em 
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resposta ao encurtamento dos telômeros (CARVALHO et al., 2006; FELDSER 

& GREIDER, 2007; SAMALECOS et al., 2009). 

Como a telomerase funciona como uma transcriptase reversa, os agentes 

inibidores desta molécula estão sendo testados, entre eles, o azidotimidina-

trifosfato, zidovudina (AZT), sendo provado que o uso dessa droga inibe in 

vitro a ação da telomerase com importante redução dos terminais teloméricos 

(BLACKBURN & STRAHL, 1996; MELANA et al., 1998; BROWN et al., 

2003; FALCHETTI et al., 2005; GUO et al., 2009).  

O AZT é utilizado em tratamento contra o vírus da imunodeficiência em 

humanos (HIV). Em combinação com outros antimetabólicos podem inibir o 

crescimento de linhagens celulares cancerígenas tais como: bexiga, colon, 

mama e adenocarcinomas, independente da atividade da telomerase 

(BLACKBURN & STRAHL, 1996; MELANA et al., 1998; BROWN et al., 

2003; FAJKUS et al., 2003; LIU et al., 2007; HUMER et al. 2008; GUO et al., 

2009).  

Devido à importância dos trabalhos descritos acima e ao fato de 

linhagens celulares imortalizadas ou pré-estabelecidas de melanoma, passarem 

a ser utilizadas para testar a eficácia das drogas quimioterápicas sobre esse tipo 

de célula tumoral (OLIVEIRA et al., 2005), faz-se necessário um estudo sobre 

o efeito do AZT na atividade da telomerase em cultura de melanoma, visto que 

a inibição da telomerase poderia levar a célula neoplásica a uma reentrada no 

ciclo celular normal, conseqüência da redução das seqüências repetidas de 

nucleotídeos, que por sua vez, poderia levá-la às constantes erosões teloméricas 

com evolução para morte celular.  
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2. OBJETIVO 

 

 

 

 

 

 

 

 

O objetivo deste estudo é a avaliação da atividade da 

telomerase e da proliferação de células de melanoma 

HS839.T quando submetidas à ação do AZT. 
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3. LITERATURA 

 

HAYFLICK (1979) realizou cultivo celular de fibroblastos humanos 

normais e de animais e afirmou que elas estão predestinadas a sofrer um 

decréscimo, e que essas mudanças são decorrentes do avanço da idade e 

ocorrem no organismo inteiro. Constatou que quando fibroblastos humanos são 

cultivados, acarretam uma população viável de aproximadamente 50%, e que 

este potencial máximo é diminuído em células derivadas de doadores mais 

idosos e são inversamente proporcionais as suas idades. É possível que seja 

uma correlação direta entre o alcance máximo de vida de várias espécies e a 

população potencial de suas células. 

 

TAYLOR et al. (1996) relataram que telômeros são as regiões terminais 

dos cromossomos lineares, e em células somáticas normais o comprimento dos 

telômeros encurtam com as divisões sucessivas das células. Afirmaram que as 

extremidades dos cromossomos, onde se localizam os telômeros, são 

constituídas de seqüências repetidas de nucleotídeos (TTAGGG) e que são 

importantes na estabilização do cromossomo durante sua replicação. 

Descreveram a telomerase como sendo uma enzima ribonucleoproteica, que 

mantém o comprimento dos telômeros em células imortais e em células 

germinativas. Embora presente em tecidos humanos fetais, pouco depois do 

nascimento a atividade da telomerase não é detectável, exceto em células 

germinativas e hematopoéticas e em tumores primários humanos. Neste estudo 

foi demonstrado que a atividade da telomerase estava presente em 73 de 77 

carcinomas celulares basais, 15 de 18 carcinomas de pele cutâneos não 

metastáticos, e 6 de 7 melanomas cutâneos, contrastando com níveis 

extremamente baixos detectados em avaliação de pele protegida do sol. A 

atividade da telomerase pode ser encontrada em lesões inflamatórias da pele, 
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isto indicou que sua atividade nem sempre correspondia ao fenótipo maligno. 

Foi demonstrado que essa atividade estava presente junto à epiderme do 

prepúcio de recém-nascidos, sugerindo sua expressão na epiderme. Foi 

encontrado nível mais alto de atividade da telomerase em pele exposta ao sol 

quando comparada com pele não exposta, sugerindo que fatores ambientais 

podem modular a atividade da telomerase.  

 

RAMIREZ et al. (1997) discorreram sobre a telomerase, afirmando 

tratar-se de uma enzima ribonucleoproteica capaz de adicionar seqüências de 

nucleotídeos no final dos cromossomos lineares. Ao passo que células 

somáticas normais possuem uma capacidade limitada de replicação e não 

conseguem expressar atividade da telomerase, como células imortais de 

eucarióticos, as células de tecidos de regeneração exigem uma capacidade 

maior de proliferação. Algumas células, em tais tecidos de renovação, também 

expressam atividade da telomerase, sendo bem possível prevenir erosão rápida 

de seus telômeros durante proliferação da célula. Neste estudo, eles mediram os 

níveis da atividade da telomerase em compartimentos dissecados do folículo de 

cabelo humano, no eixo de cabelo, fragmento de glândula, parte superior, 

fragmento mediano, fragmento intermediário e no fragmento de bulbo. Em 

folículos na fase anagena, níveis altos de atividade de telomerase foram 

encontrados quase exclusivamente no fragmento contendo bulbo dos folículos, 

com conteúdo glandular. Em comparação, folículos na fase catagena (repouso) 

tiveram níveis baixos da atividade da telomerase nos fragmentos contendo 

bulbo assim como em outros compartimentos. Com tais observações, eles 

indicaram que em folículos do couro cabeludo na fase anagena, fragmentos 

contendo células que se dividem ativamente expressam atividade da telomerase, 

ao passo que fragmentos contendo células com atividade mitótica baixa, 

expressaram níveis baixos de atividade da telomerase.  
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MELANA et al. (1998) avaliaram a telomerase como um RNA-

dependente da DNA polimerase que mantêm o comprimento dos telômeros em 

linhagens de células germinativas e células-tronco, e que a redução dos 

telômeros ocorre durante a diferenciação normal e idade, a atividade da 

telomerase foi associada com imortalização celular e neoplasias, além de serem 

consideradas como um marcador para tratamento dessas patologias.  Os autores 

investigaram seu efeito em quatro linhagens celulares cancerígenas de mama, 

leucemia de células T4 e uma normal de mama in vitro, e constataram uma 

inibição do crescimento de todas linhagens de células tumorais, mas foram 

realizados em várias concentrações. O crescimento de uma linhagem celular de 

mama normal também foi inibido, embora exigiu uma concentração ainda 

maior. Além disso, seus resultados também indicaram que o AZT inibiu a 

formação de colônias em agar (placa de petri) da atividade da telomerase, 

indicando que ele pode potencialmente ser usado sozinho ou em combinação 

com outros antimetabólicos como um agente anticâncer de mama, independente 

de seu crescimento ou da atividade da telomerase.  

 

ZHU et al. (2000) avaliaram a subunidade catalítica da telomerase 

(TERT) como uma transcriptase reversa especializada que foi associada com 

imortalização da célula e câncer. Relataram que TERT é expressa em neurônios 

por todo o cérebro em desenvolvimento pós-natal, mas está ausente em 

neurônios no cérebro adulto. Eles descreveram essa supressão de níveis de 

TERT e função em neurônios embrionários do hipocampo de camundongo em 

cultura, usando a tecnologia anti-senso. O AZT, inibidor de telomerase, 

aumenta significativamente sua vulnerabilidade a morte celular induzida por 

amilase ß-peptídeo, uma proteína neurotóxica, que se acredita, promova 

degeneração neuronal em doença de Alzheimer. Os neurônios de TERT foram 

reduzidos, e os níveis exibidos de tensão oxidativa aumentados e disfunção 
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mitocondrial seguindo a exposição à amilase ß-peptideo. A superexpressão de 

TERT em células de feocromocitoma resultou na diminuição da 

vulnerabilidade a apoptose por amilase ß-peptideo. Seus resultados 

demonstraram uma função neuroprotetora de TERT em um modelo 

experimental relevante à doença de Alzheimer, e sugere a possibilidade do 

poder dessa restauração da expressão de TERT em neurônios no cérebro adulto 

contra neurodegeneração.  

 

MERGNY et al. (2002) afirmaram que a atividade da telomerase está 

ausente na maioria das células somáticas humanas normais e acreditam que a 

senescência do telômero é guiada por um produto com um sistema que fornece 

uma função de supressão de tumor. Este sistema preventivo pode ser 

contornado por células cancerígenas por reativação de um mecanismo de 

manutenção do telômero, a telomerase, que possuem uma estrutura não como a 

do cromossomo, que permite o DNA da célula reparar a maquinaria e distingui-

los do DNA "irregular". Mas estas estruturas especializadas apresentam um 

problema quando iniciam a duplicação do DNA. O DNA telomérico 

progressivamente se desgasta a cada seqüência de divisão da célula em células 

que não expressam telomerase, uma transcriptase reversa especializada 

necessária para duplicar o DNA telomérico, devido às características as quais a 

telomerase é expressa em células malignas, mas não em todas células 

somáticas, os autores indicam que telômeros e telomerase podem ser propostos 

como atraentes alvos para a descoberta de novos agentes anticâncer.  

 

FIGUEIREDO et al. (2003) descreveram o melanoma como a principal 

doença fatal originada na pele e que relatos de várias partes do mundo vêm 

demonstrando aumento em suas taxas de incidência e mortalidade, estimando 

que o melanoma cutâneo represente cerca de 3% dos cânceres, segundo sua 
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incidência, e um percentual que varia de 1% a 2% das mortes por câncer, e 

afirmam que o aumento médio anual de incidência dessa neoplasia nos Estados 

Unidos da América foi de aproximadamente 6%. No Brasil, um estudo baseado 

em relatórios anatomopatológicos revelou que o melanoma cutâneo 

corresponde a 0,15% de todas as neoplasias malignas. 

 

BROWN et al. (2003) investigaram os efeitos de inibição da telomerase 

usando AZT em linhagem de células humanas de neoplasia colorretal na 

presença e ausência de 5-fluorouracil (5-FU) e células HT-29. Os autores 

mediram a atividade da telomerase usando protocolo de amplificação e 

repetição da telomerase. O comprimento de telômero foi determinado por 

análise Southern, e o ensaio com kit para análise de microtitulação foi realizado 

para determinar os efeitos de citotoxidade do AZT e em combinação com o 5-

FU. A presença de AZT-TP inibiu a telomerase de células HT-29, as células 

foram cultivadas com 125 µM de AZT por 91 dias. Análise do Southern 

revelou um atrito do telômero ocorrido dentro deste período. A exposição a 125 

µM de AZT resultou em viabilidade levemente reduzida (10%) de células HT-

29. No entanto, a presença de AZT aumentou citotoxidade de 5 FU, sugerindo 

que os efeitos destas duas drogas são sinérgicos. Os dados são coerentes com a 

inibição da telomerase, com efeitos de crescimento inibitório, além desses, 

predisseram a perda da função do telômero.  

 

PARSONS (2003) afirmou que nas células somáticas, é natural que o 

telômero diminua de tamanho durante seu ciclo de vida, sendo sinal de 

senescência e que a determinação laboratorial dos níveis da telomerase é feita 

através de uma reação em cadeia da polimerase (PCR), usando primers 

específicos para o RNA mensageiro (mRNA) da transcriptase reversa em 

humanos (hTERT), gene ativador da telomerase, permitindo o estudo do grau 
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de expressão que é diretamente relacionado à quantidade de mRNA sendo 

possível determinar dosagens de telomerase muito baixas até mesmo em tecidos 

somáticos adultos. Como a telomerase funciona como uma transcriptase 

reversa, os agentes inibidores da transcriptase reversa estão sendo testados, 

entre eles o AZT, sendo constatado que o uso dessa droga inibe in vitro a ação 

da telomerase com importante redução dos terminais teloméricos. 

 

MO et. al. (2003) descreveram a telomerase como responsável da síntese 

do telômero, e que ela é expressa em aproximadamente 90% de tumores de 

células humanas, mas raramente em células somáticas normais. Em seus 

estudos, avaliaram a hipótese de se encurtar simultaneamente o telômero e a 

inibição da telomerase resultando em tumores seletivos. Em células humanas 

positivas para telomerase de faringe, o paclitaxel que é uma droga usada contra 

alguns tipos de câncer, causou erosão do telômero e apoptose. A expressão anti-

senso ao componente hTERT inibiu atividade de telomerase, encurtando o 

telômero, a taxa de crescimento reduzida da célula, resultando numa 

sensibilidade mais alta significativa a paclitaxel. Outro inibidor de telomerase, 

3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT), numa concentração que produziu um 

pequeno ou nenhum desprendimento de célula ou apoptose, inibiram a 

atividade de telomerase e aumentou o desprendimento induzido por paclitaxel 

da célula e apoptose. AZT também aumentou a atividade de paclitaxel em 

camundongos. Estes resultados demonstram que uso combinado de agentes 

aponta tanto paro o telômero como para telomerase, como local de atividade 

sinérgica seletiva para tumores que dependem da telomerase para manutenção 

do telômero.  

 

SHARPLESS & DEPINHO (2004) relacionaram o efeito da idade em 

mamíferos como ocorrência, em parte, da causa de um declínio na capacidade 
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de restauração de células tronco nos tecidos. Estas células de auto-renovação 

tornam-se malignas por um número pequeno de mutações oncogênicas, que se 

sobrepõem a mecanismos de supressão de tumor ARF-p53, p16INK4a-Rb, e os 

telômeros, que são nucleoproteínas complexas no final dos cromossomos que 

consistem em muitas cópias repetidas em tandem, esses mecanismos 

desenvolveram-se para evitar estas possibilidades. Estes caminhos benéficos 

antitumores, no entanto, parecem também limitar o alcance de vida de células 

tronco, assim contribuindo com os efeitos da idade. 

 

FERNANDES et al. (2005) afirmaram que a incidência e a mortalidade 

por melanoma cutâneo vêm aumentando em todo o mundo e que os registros 

brasileiros de bases populacionais não refletem precisamente a real dimensão 

do problema. Melanoma cutâneo primário em amostras estudadas mostraram 

padrões semelhantes aos classicamente reconhecidos e maior freqüência do 

estádio IA e melanoma in situ, e que existem algumas regras básicas que 

permitem o imediato reconhecimento do melanoma cutâneo em lesões 

melanocíticas, como as alterações de cor, tamanho, forma e superfície, 

crescimento rápido, descamação, ulceração, sangramento, prurido, dor e 

desenvolvimento de áreas nodulares sobre máculas pigmentadas.  

 

CHUDNOVSKY et al. (2005) caracterizaram o melanoma como um tipo 

de câncer derivado de células que fornecem pigmentação. Somente nas últimas 

quatro décadas, a incidência de melanoma aumentou mais rapidamente que 

qualquer outra doença maligna nos Estados Unidos. O primeiro relato de 

melanoma foi localizado nos escritos de Hipocrates (460 AC). Laennec de René 

(1806) descreveu "la melanose" para a Faculté de Medecine em Paris, sendo a 

doença caracterizada em detalhes. William Norris sugeriu em um manuscrito de 

1820 que o melanoma seria hereditário tendo descrito uma família com 
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numerosas pintas e vários membros de família com lesões de metástase. O 

melanoma se desenvolve a partir da transformação maligna de melanócitos, as 

células que produzem pigmento que se localizam na camada basal da epiderme 

humana. 

 

CARVALHO et al. (2006), afirmaram que a atividade da telomerase está 

presente em linhagem de células imortalizadas, como o melanoma, sendo que 

esta enzima poderia ser utilizada como marcador no próprio tecido tumoral e 

que está sendo muito estudada nas últimas duas décadas em diversos tipos de 

tumores. Nesse estudo, concluíram que houve diferença significante da 

atividade da telomerase comparada nos grupos de melanoma, pele adjacente, 

lesão melanocítica benigna e controle, aplicando-se o teste de Kruskall-Wallis, 

tanto na amostra total quanto nas pareadas, segundo o sexo, a faixa etária e o 

tipo de pele. Quando foram comparados os grupos dois a dois, houve diferença 

significante entre o grupo de melanoma e o de pele adjacente, melanoma e o 

controle, melanoma e lesão melanocítica benigna e lesão melanocítica e 

controle. Não foi significante a comparação entre a pele adjacente e controle, 

tanto na amostra total como na pareada e entre a lesão melanocítica benigna e 

pele adjacente na amostra pareada. Houve diferença estatisticamente 

significante entre a atividade da telomerase e a presença de ulceração, da 

permeação vascular e o índice mitótico. Não foi demonstrada diferença 

significante na análise da atividade da telomerase com o tipo histopatológico, 

nível de Clark, regressão, fase de crescimento e neurotropismo.  

 

ZAMOLO et al. (2007) propuseram que o alongamento do telômero é 

um dos primeiros acontecimentos que levam ao processo de transformação e 

imortalização de células de melanoma cutâneo. Afirmam que a telomerase é 

uma ribonucleoproteina, uma transcriptase reversa com um componente de 
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RNA (TERC) e uma transcriptase reversa (TERT), com função associada ao 

enlogamento do telômero, em células que sobrevivem e proliferam 

indefinidamente, sendo que a preservação dos telômeros é essencial para o 

processo de imortalização. Descrevem que células somáticas raramente 

possuem a telomerase ativa, embora mais de 90% das células tumorais a 

expressam. Relatam que o aumento da proliferação celular e a desregulação de 

seu ciclo ocorrem em neoplasias humanas, incluindo melanoma cutâneo. A 

exata natureza das ligações entre a atividade da telomerase, proliferação celular 

e apoptose não está extensivamente elucidada. Discorrem em seu artigo de 

maneira hipotética, relacionar a atividade da telomerase com proliferação 

celular e melanoma cutâneo sendo o fator chave dessas ocorrências o 

enlogamento do telômero, que culmina com a imortalização celular. Descrevem 

que os melanomas possuem recursos que suprimem mecanismos de defesas 

apoptoticos, o que culmina com a proliferação celular descontrolada.  

 

GAGOS et al. (2008) relataram que melanomas cutâneos são 

caracterizados pelo aumento da complexidade do cariótipo, estendendo com 

isso a incidência de alterações cromossômicas (aneuploidias e heteroploidias). 

Informaram sobre a ocorrência de uma metástase de melanoma estável na 

cavidade peritoneal, com cariótipo alterado, que este tumor de maneira 

incomum, não teve nenhuma atividade da telomerase detectável. Utilizaram a 

técnica de bandeamento G e Hibridização in Situ Fisch, além de um KIT TRAP 

para detecção da telomerase. Demonstraram que em preparações mitóticas as 

células malignas apresentaram telômeros curtos. A instabilidade dos 

microsatélites foi descartada pela repetição padrão de dois alelos importantes. 

Em seus dados houve a sugestão que uma combinação entre desigualdades 

genômicas e melanomas eram suficientes para a progressão fatal do tumor. 
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HUMER et al. (2008) investigaram a inibição do crescimento celular 

de melanomas in vitro e in vivo por AZT, discorreram em seu artigo que esta 

neoplasia além de ser a mais agressiva, em relação a outras da pele, possui um 

aumento alarmante de incidência mundial. Afirmaram que apesar de progressos 

recentes no desenvolvimento de estratégias terapêuticas para tratar o melanoma, 

o índice de sobrevivência é ainda muito baixo. Descreveram o AZT como uma 

droga útil no tratamento contra o HIV, que originalmente foi desenvolvida 

como um agente antineoplásico. Relataram a utilização do AZT e sua 

combinação com outras drogas em trabalhos descritos na literatura em diversas 

células tumorais, tais como linfoma, cólon e colorretal, em que foi provado seu 

efeito antiproliferativo nas células, não havendo nenhum estudo em melanomas 

humanos. Caracterizaram o AZT como análogo de timidina, que posteriormente 

é incorporado no DNA e que as células neoplásicas possuem uma elevada 

atividade de timidina e capacidade proliferativa, sendo mais sensíveis ao AZT 

além desta droga agir como um inibidor de transcriptase reversa. Selecionaram 

três linhagens celulares de melanomas e analisaram os ciclos celulares, 

apoptose e o potencial do efeito inibitório no crescimento celular pelo AZT. A 

suplementação do AZT variou de 10 a 500µM, em triplicata por um período de 

72horas, com indução a apoptose a partir de 300µM, e da cisplatina em 

concentrações variadas. Seus resultados revelam que o efeito inibitório do AZT 

resulta de uma supressão do ciclo celular na fase S e que concentrações maiores 

da droga induzem a apoptose e efeitos citotóxicos. Demonstraram em seus 

estudos que a associação de AZT com cisplatina resultou em maior eficiência 

na inibição do crescimento celular do que a administração de uma das drogas 

isoladas. Utilizaram também camundongos imunossupresssivos 

xenotransplantados com células de melanomas, tratados com 40mg/kg de AZT 

ao dia, por três semanas, aplicados no ombro esquerdo de cada animal, que, 
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comparados ao grupo controle, que recebeu solução salina, apresentou um 

crescimento tumoral inferior.  

 

DHOMEN et al. (2009) descreveram o melanoma como o mais 

agressivo dos tumores de pele, derivados de células chamadas melanócitos, 

células pigmentadas especializadas que são responsáveis pelo tom da pele, cor 

de cabelo, além de proteção contra radiação ultravioleta. Relataram que a 

proteína específica Kinase BRAF, (um componente de RAS/RAF/MEK/ ERK) 

que sinaliza caminhos, é um componente chave em melanomas, visto que é 

ativado por mutações somáticas em 50 a 70% dos melanomas humanos, 

tornando-o o oncogenese mais freqüente, que sofre mutação nesta doença. 

Afirma que a substituição do ácido glutaminico por ácido valina na posição 600 

(V600E) é a mais comum das mutações no BRAF em melanomas (ocorrendo 

em mais de 90% dos casos) e que BRAFV600E estimula a sinalização celular, 

fatores de crescimento independentes e proliferação, além de transformação e 

imortalização dos melanócitos, permitindo, em experimentos, que estas células 

crescessem como tumores em camundongos. Os inibidores de BRAFV600E 

sinalizam a proliferação de melanomas e impedem a indução a apoptose celular 

in vitro. Em experimentos, relataram que in vitro e in vivo eles diminuem o 

crescimento de xenoenxertos de melanomas, dados estes que demonstraram que 

BRAFV600E é necessário para manutenção e progressão de melanomas em seres 

humanos. Apesar de sua associação clara com a manutenção e progressão do 

tumor, a superexpressão de BRAFV600E em melanócitos, há uma indução de 

grupos celulares (nevus-similares) que não evoluem para melanomas, salvo 

casos em que a p53 também seja anulada, além do fato de que mutações no 

BRAFV600E são encontradas em 80% dos nevos humanos, lesões benignas de 

melanócitos que podem permanecer inalteradas durante décadas. Discorreram, 

que a soma desses dados indicam que a ativação do BRAFV600E não é suficiente 
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para a transformação de melanócitos em melanoma e que fatores genéticos 

adicionais são necessários para induzir a transformação plena dos melanócitos, 

além de que os dados disponíveis neste trabalho não são suficientes para 

afirmar que BRAFV600E é o responsável principal ou resultado de uma mutação 

passageira na melanogênese.     

 

CARROL & LY (2009) descreveram a telomerase como uma 

ribonucleoproteina complexa que possui a principal função de adicionar 

repetições de seis nucleotídeos no final dos cromossomos utilizando uma 

transcriptase reversa (hTERT) e um modelo de RNA. A elongação do DNA é 

necessária para reverter o problema de replicação de células eucarióticas, pelo 

qual a DNA polimerase não pode duplicar de maneira plena cromossomos 

lineares. Esse fenômeno, juntamente com o estresse oxidativo e outros efeitos 

endógenos e exógenos, provocam encurtamento cromossômico na ordem de 50 

a 100pb por divisão celular. Afirmaram que a erosão do telômero limita a 

capacidade replicativa da maioria das células somáticas que não expressam 

atividade da telomerase e que as células cujo telômeros encurtam a um 

comprimento crítico e entram em uma etapa conhecida como senescência 

replicativa. Discorreram que diferentemente destas células, as germinativas, 

células-tronco e certos tipos de células somáticas contornam essa barreira, 

expressando a enzima telomerase, permitindo a manutenção do telômero e 

evitando a senescência, as mutações nesta região geram enzimas que estão 

cataliticamente ativas in vitro, mas biologicamente inertes, em contraste, possui 

regiões evolutivamente conservadas, importantes para a localização celular do 

hTERT, interação com RNA, multimerização e função enzimática.     
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FANG & BELANG (2009) avaliaram o papel atual do AZT, que 

atualmente é usado no tratamento da síndrome de imunodeficiência adquirida, 

além de discorrer sobre seu potencial com propriedades anticancer. Em seu 

estudo, foram examinados os mecanismos que contribuem para o aumento da 

sensibilidade e crescimento de células neoplásicas e o potencial de inibição do 

AZT. Para isso, como modelo experimental, foram cultivadas células derivadas 

de linhagem imortal (hepatomas Hepg2) e uma linhagem de cultura primária 

normal derivada do fígado (ThLE2), com AZT, em cultura contínua por 4 

semanas, seguindo-se avaliações do número de células viáveis e necróticas, 

indução de apoptose, alteração do ciclo celular e atividade da telomerase. Em 

células Hep2, o AZT causou diminuições significantes dose-dependentes no 

número de células viáveis no tempo de 24horas, com concentrações que 

variavam de (2 a 100µM), durante uma semana, houve um período de 

recuperação, com um leve aumento no numero de células viáveis tratadas com 

AZT. A diminuição de células viáveis foi associada com a indução da apoptose, 

diminuição da atividade da telomerase, fase S e G/2M do ciclo celular. Durante 

o período de recuperação, a atividade da telomerase retornou aos controles 

iniciais, enquanto o dano ao ciclo celular persistia. Os pesquisadores 

demonstraram através da análise por Western blot, que o AZT causou uma 

diminuição em um ponto de verificação associado a kinase 1 (ChK1) e kinase 2 

(ChK2) e um aumento de fosforilação (ChK1- Ser345 e ChK2- Thr68). Efeitos 

similares, mas em menor escala, foram observados em células THLE2, devido à 

adição de concentrações muito mais altas, que variavam de 50 a 2500µM, esses 

dados mostram que células Hepg2 são muito mais sensíveis ao AZT que células 

THLE2. Eles também indicam que uma combinação entre o atraso da 

progressão do ciclo celular, indução a apoptose e diminuição da atividade da 

telomerase contribui para a diminuição no número de células viáveis tratadas 
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com o AZT, e esse ponto de verificação das enzimas Chk1 e chk2 podem ter 

um papel importante na demora da progressão do ciclo celular.  
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4. MÉTODOS 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de São Paulo sob o número 156/07 (Anexo 1). 

Trabalho experimental, in vitro, realizado em triplicata.  

 

4.1 CULTURA DE CÉLULAS DE MELANOMA HS839.T 

 

No estudo foi utilizada linhagem de células imortalizadas de melanoma 

isolada e adquirida via American Type Culture Collection (ATCC - Manassas, 

USA) denominada HS 839.T, número de catalogo CRL-7572, derivada da pele 

com morfologia de fibroblastos de um indivíduo caucasiano do sexo feminino 

de 42 anos. 

Os procedimentos para a utilização da linhagem HS 839.T foram 

realizados de acordo com as orientações descritas pelo ATCC, sendo as células 

cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), (Gibco, USA) e 

suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Grand Island NY, 

USA), 0,02 ml de L-glutamina (Sigma Aldrich, St Louis, USA), 4,5  g/L de 

glicose (Merck, New Jersey, USA),  1,5 g/L de bicarbonato de sódio (Merck, 

New Jersey, USA), conforme descrito por MYUNG et al., 2004; UMEMOTO 

et al., 2006. 

Após, foram mantidas em garrafas de cultura de 25cm² com 5 ml do 

meio de cultura, colocadas na incubadora a 37°C com atmosfera de CO2 a 5%, 

até alcançarem confluência de 80% da garrafa, sendo posteriormente 

submetidas à ação de tripsina 0,01% (Sigma Aldrich, St Louis, USA), e 

transferidas para novas garrafas de 25cm2, conforme protocolo experimental 

descrito por OLIVEIRA et al., 2005.  
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As células foram submetidas a diferentes concentrações de AZT, sendo 

um grupo controle sem adição da droga, seguida de um grupo com adição de 

50µM, 100µM e 200µM, por 24horas e 48 horas, conforme demonstrado na 

figura 1.  

 

 

 
Figura 1. Descrição dos grupos experimentais. 

 

4.2 VIABILIDADE CELULAR 

4.2.1 MTT 

 

Para a determinação da atividade metabólica e do grau de proliferação 

celular, 104 células/poço foram distribuídas em microplacas de 96 poços com 

100 µL de meio DMEM suplementadas com 10% de SFB, 0,2M L-glutamina, 

4,5 g/L de glicose, 1,5 g/L de bicarbonato de sódio. 

 As placas foram mantidas em incubadora a 37°C, com atmosfera úmida 

enriquecida com 5% de CO2 por 24 horas para permitir a aderência das células. 

O meio foi aspirado e substituído por meio DMEM suplementadas com 10% de 

SFB, 0,2M L-glutamina, 4,5 g/L de glicose, 1,5 g/L de bicarbonato de sódio 

Hs 839.T 24 horas 
Hs 839.T 48 horas 

Grupo 
Controle 
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Experimento 
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adicionando-se simultaneamente as concentrações descritas anteriormente do 

AZT.  

As células foram incubadas novamente a 37ºC, por 24 e 48 horas e 

posteriormente, foram adicionados em cada poço 10µl de solução de MTT 

(5mg/ml), mantidas em incubadas por 3 horas, sendo posteriormente, aspirado 

o meio e acrescentados 100µl isopropanol acidificado (0,04 N; HCl) em cada 

poço por 10 minutos para dissolução dos cristais de formazano. A análise foi 

realizada em leitor de placa de Elisa (Labsystem Multiskan EX) a 450 nm de 

comprimento de onda, com filtro referencial de 590 nm e a atividade 

metabólica foi obtida utilizando porcentagem em relação ao controle.  

 

4.3 ATIVIDADE DA TELOMERASE 

4.3.1 Preparação das células para análise da telomerase 

 

O preparo das células, mistura das reações, amplificação por PCR e 

análise da expressão enzimática da telomerase foi realizada segundo 

orientações do fabricante do KIT TELOMERASE PCR-ELISA®, (Roche, 

Mannheim - Germany) e KIT TRAPEZE® RT (Chemicon, Temecula - USA). 

As células foram tripsinizadas e o botão de células lavados com uma 

solução de PBS (Phosphate Buffered Saline - Sigma Aldrich, St Louis, USA) e 

ressuspendidas em 200 µL de solução tampão (CHAPS Lysis Buffer), o mesmo 

procedimento foi realizado com o controle positivo de células fornecidas no 

KIT TELOMERASE PCR-ELISA® e KIT TRAPEZE® RT mantidas em gelo 

por 30 minutos e armazenadas em freezer -80°C. 
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4.3.2 KIT TELOMERASE PCR-ELISA® 

 

Os extratos celulares que estavam armazenados no freezer -80°C foram 

descongelados e alíquotas foram analisadas por método imunoenzimático 

(hibridação e ELISA), com a utilização do kit Telomerase PCR-ELISA®, 

conforme descrito por LINCZ et al., (2008). 

Em um tubo do tipo eppendorf, foram adicionados 20 µl de reagente de 

desnaturação (hidróxido de sódio a 0,5%) a 5 µl do produto de amplificação e 

deixou-se incubando durante 10 minutos à temperatura ambiente. Foram 

adicionados 225 µl de tampão de hibridação a cada tubo, solução contendo uma 

sonda de detecção marcada com digoxigenina, complementar à seqüência de 

repetição telomérica, misturado brevemente por agitação. Foram transferidos 

100 µl da mistura a cada poço da placa de ELISA, sendo os poços cobertos a 

seguir com o adesivo para evitar evaporação, e a placa foi incubada a 37ºC em 

um agitador a 9,5 g durante duas horas. Posteriormente, a solução de hibridação 

foi cuidadosamente aspirada e os poços foram lavados três vezes (250 µl/poço) 

com tampão de lavagem, durante 30 segundos antes de remover toda a solução. 

Adicionado a solução antidigoxigenina-peroxidase (100 µl/poço), a placa foi 

coberta novamente com o adesivo e incubada à temperatura ambiente durante 

30 minutos, sob agitação a 9,5 g. A solução foi removida e os poços foram 

lavados cinco vezes com tampão de lavagem por no mínimo 30 segundos. A 

seguir, o tampão foi retirado e adicionados 100 µl/poço do substrato de 

tetrametil-benzina em temperatura ambiente. A placa foi coberta novamente 

com o adesivo e incubada à temperatura ambiente por 20 minutos sob agitação 

9,5 g. 

Adicionaram-se 100 µl de reagente de parada, ácido sulfúrico a 5%, sem 

que fosse removido o substrato, para interromper o processo de revelação. 
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Dentro de um prazo de 30 minutos após o último procedimento, foi 

medida a imunoabsorbância das amostras num leitor de placa ELISA 

(Labsystem Multiskan EX) a 450 nm de comprimento de onda, com filtro 

referencial de 690 nm. 

Considerou-se a amostra positiva para a atividade da enzima telomerase 

quando apresentou medida de imunoabsorbância maior que 0,2 A450nm–A690nm 

unidades, isto é, medida a 450 nm, com comprimento de onda referencial de 

690 nm, segundo o procedimento padrão do kit.  

 

4.3.3 KIT TRAPEZE® RT 

4.3.4 Preparo das misturas das reações 

 

Foram produzidas alíquotas de: 0.4µL de Hot Start Taq Polimerase, 

37.6 µL dH2O e 10-750 ng/µL de extrato celular e reagentes fornecidos pelo 

fabricante (Chemicon, Temecula - USA): CHAPS Lysis Buffer (13.5 mL), 

TRAPEZE® RT Reação para mistura (1.12 mL), primers, TS, primers RP 

Tailed primer, Amplifluor®, primers K2 Amplifluor®, molde TSK Tailed 

primer,  dA, dC, dG e dTTP diluídos em: 10X reação de tampão S Plus, 10mM 

MgCl2, 0.5 mg/mL BSA, PCR - Grade Water (8.2 mL), protease, DNase e 

RNase-free, TSR8* (molde de controle) (45 µL), 0.2 amole/µL TSK molde e 

controle do botão de célula positiva para telomerase. 

Os extratos celulares que estavam armazenados no freezer -80°C foram 

descongelados e alíquotas foram analisadas com a utilização do KIT 

TRAPEZE® RT, conforme descrito por FALCE et al., (2008). 

Em um tubo tipo eppendorf contendo esses componentes incluindo a 

amostra celular, foram levados ao termociclador (Corbett Reserch Rotor Gene 

3000, Sidney-Australia) contendo a mistura das reações e submetidos ao 
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programa de ciclagem de temperatura e incubados em 30°C por 30 minutos, 

esse é o passo de extensão da telomerase. 

No termociclador, a extensão e amplificação por reação em cadeia da 

polimerase, foi realizada em 5 etapas (30°C por 30 minutos, 95°C por 2 

minutos, seguido de 45 ciclos de 94°C por 15 segundos, 59°C por 60 segundos 

e 45°C por 10 segundos), estas etapas de amplificação foram descritas por 

PIATYSZEK et al., (1995), sendo modificadas pelo fabricante do KIT 

TRAPEZE® RT. Ao término da reação, a análise da expressão enzimática da 

telomerase foi realizada através da amplificação gênica utilizando PCR em 

tempo real, sendo duas formas de quantificação: absoluta e relativa.  

Para a realização dos experimentos foi necessária a construção de uma 

curva com proteína padrão (figura 2), utilizando-se o Soro Albumina Bovina 

(BSA) 99% fração V (Sigma Saint Lois, USA) e o Kit reagente de detecção 

protéica (Biorad Laboratories, Hercules - USA), baseado na metodologia 

descrita por BRADFORD (1976).  

 

      

Figura 2. Curva padrão: eixo X, concentração de log [10] da 
amostra do extrato protéico; eixo Y: valores de CT dos pontos de 
diluição, na reta, os valores de CT marcados.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 VIABILIDADE CELULAR 

MTT 

 

Os resultados obtidos dos valores de atividade enzimática das células do 

grupo 24 horas estão representados na figura 3. Foram observados aumentos 

graduais da população celular em todos os grupos no tempo de 24 horas 

(triplicata) quando comparados ao grupo controle, apresentando uma tendência 

à diminuição da atividade enzimática em 200µM. 

 

Figura 3. Tratamento no tempo de 24 horas: Controle 
positivo e concentrações de AZT em µM, detecção da 
viabilidade celular por MTT, linhagem celular HS839.T. 
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Os resultados obtidos dos valores de atividade enzimática das células do 

grupo 48 horas estão representados na figura 4. Foram observados aumentos 

graduais da população celular em todos os grupos no tempo de 48 horas 

(triplicata) quando comparados ao grupo controle, não apresentando tendência à 

diminuição da atividade enzimática em 200µM. 

 

              Figura 4. Tratamento no tempo de 48 horas: Controle 
positivo e concentrações de AZT em µM, detecção da 
viabilidade celular por MTT, linhagem celular HS839.T. 
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5.2 ATIVIDADE DA TELOMERASE 

5.2.1 KIT TELOMERASE PCR-ELISA® 

 

 A atividade da telomerase foi avaliada pelo Kit Telomerase PCR-

ELISA® nos grupos controle e nos grupos tratados com AZT. A distribuição 

dos valores da imunoabsorbância (OD) referentes à atividade da telomerase 

está representada na figura 5. Foram observados aumentos graduais da 

atividade da telomerase em todos os grupos no tempo de 24 horas (triplicata) 

quando comparados ao grupo controle, apresentando uma tendência à 

diminuição da atividade enzimática em 200µM. 

 

Figura 5. Tratamento no tempo de 24 horas: Controle positivo 
e concentrações de AZT em µM, detecção específica da 
atividade da telomerase em linhagem celular HS839.T por 
PCR-ELISA®.  
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A atividade da telomerase foi avaliada pelo Kit Telomerase PCR-

ELISA® nos grupos controle e nos grupos tratados com AZT. A distribuição 

dos valores da imunoabsorbância (OD) referentes à atividade da telomerase 

está representados na figura 6. Foram observados diminuição inicial nos grupos 

50µM e 100µM da atividade da telomerase, a partir do qual seguiu-se aumento 

gradual, quando comparados ao grupo controle, não apresentando tendência à 

diminuição da atividade enzimática em 200µM. 

 

Figura 6. Tratamento no tempo de 48 horas: Controle positivo 
e concentrações de AZT em µM, detecção específica da 
atividade da telomerase em linhagem celular HS839.T por 
PCR-ELISA®. 
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5.2.2 KIT TRAPEZE® RT 

 

A reação em cadeia da polimerase em tempo real foi realizada utilizando 

o kit TRAPEZE® RT nos grupos controle e nos grupos tratados com AZT que 

estão representados nas figuras 7 e 8. Foram observados aumentos graduais da 

atividade enzimática da telomerase em todos os grupos no tempo de 24 horas 

(triplicata) quando comparados ao grupo controle, apresentando tendência à 

diminuição da atividade enzimática em 200µM. 

 

 
Figura 7. Tratamento no tempo de 24 horas: Controle positivo e 
concentrações de AZT em µM, detecção específica da atividade 
da telomerase em linhagem celular HS839.T por TRAPEZE 
RT®. 
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Figura 8. Quantificação de amostras 24horas, número de ciclos: 
Curva de monitoramento de fluorescência que ilustram 
amplificação em tempo real. 
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A reação em cadeia da polimerase em tempo real foi realizada utilizando 

o kit TRAPEZE® RT nos grupos controle e nos grupos tratados com AZT que 

estão representados nas figuras 9 e 10. Foram observados aumentos graduais da 

atividade enzimática da telomerase em todos os grupos no tempo de 48 horas 

(triplicata) quando comparados ao grupo controle, não apresentando tendência 

à diminuição da atividade enzimática em 200µM. 

 

Figura 9. Tratamento no tempo de 48 horas: Controle positivo 
e concentrações de AZT em µM, detecção específica da 
atividade da telomerase em linhagem celular HS839.T por 
TRAPEZE RT®. 
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Figura 10. Quantificação de amostras 48 horas, número de 
ciclos: Curva de monitoramento de fluorescência que ilustram 
amplificação em tempo real.  
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6. DISCUSSÃO 

 

O melanoma desenvolve-se a partir da transformação maligna de 

melanocitos, as células que produzem pigmento e que se localizam na camada 

basal da epiderme humana. Tais células sofrem um crescimento descontrolado, 

com perda de inibição por contato e alterações no núcleo. (BURTON et al., 

1993; FIGUEIREDO et al., 2003; CHUDNOVSKY et al., 2005; RACHOU et 

al.,  2006; LEE et al., 2009). 

Nas últimas quatro décadas, a incidência de melanoma aumentou mais 

rapidamente que qualquer outro tipo de câncer nos Estados Unidos da América 

(EUA) com gastos financeiros, em 1997, que ultrapassaram 563 milhões de 

dólares, além de ser a sétima neoplasia mais comum em 2008 naquele país, 

tratando-se da principal doença fatal na pele. Relatos de várias partes do mundo 

vêm demonstrando aumento em suas taxas de incidência e mortalidade 

(BURTON et al., 1993; FIGUEIREDO et al., 2003; CHUDNOVSKY et al., 

2005; RACHOU et al., 2006; KASHANI-SABET et al., 2009; MCCORMACK 

et al., 2009).  

Vários fatores contribuem para o seu surgimento, como mutagênicos 

ambientais, decorrentes da exposição solar, traumatismos físicos em nevos já 

existentes, imunodeficiências e predisposição de fatores gênicos. Duas classes 

de genes têm papel chave no desenvolvimento do melanoma, e em suas 

configurações normais, elas dirigem o ciclo celular em uma intrincada 

seqüência de eventos, pelos quais as células crescem e se dividem. Os proto-

oncogenes estimulam, enquanto genes supressores inibem os processos de 

divisão celular. Coletivamente, essas duas classes de genes estão relacionadas 

com a proliferação celular descontrolada, encontrada nos cânceres em humanos 

(WEINBERG 1996; OLIVEIRA FILHO et al., 2002; CHEN et al., 2005).  
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Estudos recentes indicam que o gene BrafV600E possui papel fundamental 

no desenvolvimento de melanomas, devido ao fato de sua expressão induzir a 

severos danos em tipos de melanocitos (DHOMEN, et al., 2009).  

A busca incessante para vencer a batalha da proliferação celular causada 

por neoplasias diversas, assim como o melanoma, tem mobilizado muitos 

cientistas a dedicarem suas pesquisas na compreensão desse mecanismo e tentar 

através de administração de novas drogas combatê-lo in vitro e posteriormente 

in vivo, analisando os possíveis modos de ação destas, criando estratégias para 

inibir esse avanço e proliferação (OLIVEIRA et al., 2001). 

A ocorrência de acúmulo de erros decorrentes destes fatos afetam a 

manutenção dos telômeros nos cromossomos, que são complexos 

nucleoprotéicos que formam as extremidades físicas dos cromossomos, 

constituídos por seqüências conservadas e repetitivas de DNA de dupla fita 

seguida de uma extremidade de fita simples rica em guanina. Trata-se de um 

substrato para telomerase e para proteínas teloméricas envolvidas na 

manutenção dos telômeros, impedindo fenômenos como degradações de 

regiões teloméricas, fusionamentos e perda de informações genômicas (CANO, 

2001; LEHNINGER et al., 2002; VENTURI et al., 2004 BLACKBURN, 2005; 

BELLON et al., 2008). 

A telomerase é uma enzima ribonucleoproteica que sintetiza as 

repetições nos telômeros. Sua ativação permite que as células adquiram 

capacidade proliferativa irrestrita tendo como conseqüência, a imortalização 

celular (GABRIEL et al., 2004). Trata-se de uma enzima com uma 

característica única: possui no seu interior uma fita de RNA, que serve de 

molde para a extensão dos telômeros, contém um componente de RNA que 

sintetiza repetições de DNA teloméricos, compensando a perda dos telômeros 

durante a divisão celular (VENTURI, CABRAL, LOURENÇO 2004; 

BLACKBURN 2005; BELLON et al., 2008).  
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A telomerase é abundante em células embrionárias, mas está ausente na 

maioria dos tecidos somáticos adultos. Entretanto, em células tumorais, há uma 

franca atividade de sua expressão (WONG & COLLINS, 2003). De certo modo 

essa enzima faz uma "transcrição reversa" pois, a partir do molde de RNA 

constrói um novo segmento de DNA na extremidade do cromossomo (KIM et 

al., 1994; MO et al., 2003).  

O conhecimento dos mecanismos de regulação desta enzima em 

humanos é extremamente importante para um melhor entendimento dos 

processos que levam a tumorogenese (SHARPLESS & DEPINHO 2004; 

SHAWI & AUTTEXIER, 2008; SAMALECOS et al., 2009).  

Fortes evidências indicam associação entre telômeros e o 

desenvolvimento da maioria dos diversos tipos de câncer em humanos, 

inclusive em neoplasias de pele como o melanoma (DAVIES et al., 2002; 

LIMA et al., 2006). O alongamento do telômero é um dos primeiros 

acontecimentos que levam ao processo de transformação e imortalização de 

células de melanoma cutâneo (ZAMOLO et al., 2007). 

Como a telomerase funciona como uma transcriptase reversa, os agentes 

inibidores desta estrutura estão sendo testados, entre eles, o azidotimidina-

trifosfato, zidovudina (AZT), sendo provado que o uso dessa droga inibe in 

vitro a ação da telomerase com importante redução dos terminais teloméricos 

(BLACKBURN & STRAHL, 1996; MELANA et al., 1998; BROWN et al., 

2003; PARSONS, 2003; FALCHETTI et al., 2005; FANG & BELANG, 2009; 

GUO et al., 2009).  

O estudo in vitro utilizando técnicas de cultura de células é importante 

para a padronização biológica de materiais e drogas, permitindo melhor 

controle das condições experimentais. Dessa forma essas técnicas têm sido 

empregadas para estudar o efeito citotóxico de materiais e drogas. 
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade da telomerase e 

da proliferação de células imortalizadas de melanoma hs839.T submetidas à 

ação do AZT por MTT, KIT Telomerase PCR ELISA e KIT telomerase 

Trapeze RT. 

Para análise dos dados resultantes destas combinações de metodologias 

distintas, optou-se pela triangulação. O emprego de métodos diferentes de 

coleta dos mesmos dados e comparação entre os resultados, ou seja, 

convergência ou corroboração das informações coletadas e interpretadas a 

respeito do mesmo fenômeno, visto que a validade e confiabilidade, são 

medidas de consistências (GLAZIER, 1992, DRIESSNACK et al, 2007).  Os 

dados resultantes dos experimentos são comparados e relacionados entre si para 

ressaltar padrões, temas e conceitos (BRADLEY 1993), organizando com isso, 

unidades básicas descritivas e interpretações que envolvem atribuição de 

significado a análises, explicando padrões encontrados e procurando por 

relacionamentos entre as dimensões descritivas (PATTON, 1980).  

O referencial teórico primário neste estudo é qualitativo devido à amostra 

ser tipicamente pequena e selecionada propositalmente (MORSE, 2003).  

Para isso, foi selecionado uma linhagem de células imortalizadas de 

melanoma isolada e adquirida via American Type Culture Collection (ATCC) 

denominada HS 839.T, derivada da pele com morfologia de fibroblastos de um 

indivíduo caucasiano do sexo feminino de 42 anos. 

Essa escolha foi a mais indicada no desenho desse estudo devido à 

qualidade de procedência e a certeza que a linhagem escolhida continha as 

características determinantes para estudar o efeito do AZT sobre a telomerase 

em células humanas, como a própria hiperatividade da enzima. 

Isso evitou o trabalho de isolamento e purificação de células extraída de 

paciente, que poderia conter alguns vieses, decorrentes de fatores pertinentes à 

própria fisiologia e particularidades gênicas do individuo, assim como possíveis 
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alterações ambientais, que poderiam causar alguma interferência no padrão de 

divisões das células. 

O subcultivo ocorreu em diversas passagens, o que não interferiu na 

expressão gênica, visto que é sabido que em células imortais, não há o risco de 

serem alteradas expressões protéicas, o processo de divisão celular é continuo, 

e as alterações decorrentes de proteínas sintetizadas a partir da transcrição de 

sua respectiva seqüência gênica contida na molécula de DNA nuclear 

precederam durante o processo de transformação das células em linhagens 

neoplásicas (PINHO, 2005).  

O aspecto morfológico de todas as células não sofreu alterações, com 

grande semelhança aos fibroblastos. As células proliferaram de uma maneira 

homogênea nas garrafas, sendo precedidas por aglomerados celulares, após 

certa confluência, característica de células tumorais (PALMA et al., 2001).  

A principio, as trocas de meio de cultura ocorreram a cada 48 horas, 

ocasionando um crescimento lento. Foi observado que o tempo de confluência 

não estava de acordo com o tipo celular, ou seja, da linhagem tumoral.  

Essa situação foi corrigida com troca parcial do mesmo meio a um 

volume de 2,5ml, (50%) pelo mesmo período, devido a fatores de crescimento, 

entre outros, liberados no meio via matriz extracelular, possibilitando um 

melhor desenvolvimento das células. 

Foi constituído um banco de células armazenado em nitrogênio líquido 

com a referida linhagem. Quatorze microtubos contendo 1x106 cada foram 

descongeladas posteriormente e utilizados dessa mesma linhagem para um 

novo cultivo e rodada de experimentos. 

Os testes com suplementação do AZT sobre o meio de cultura seguiu 

conforme trabalhos publicados, tendo como foco outras neoplasias, com 

dosagens diferenciadas. Optou-se pelas concentrações mais citadas na 

literatura, (BLACKBURN & STRAHL, 1996; MELANA et al., 1998; 
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BROWN et al., 2003; PARSONS, 2003; FALCHETTI et al., 2005), 

concentrações essas que foram administradas diretamente ao meio de cultura a 

ser utilizado, respeitando o tempo de ação de 24horas e de 48horas. Os 

respectivos grupos foram distribuídos em triplicata, sendo grupo controle, sem 

adição do AZT, seguido de 50µM, 100µM e 200µM (MELANA et al., 1998; 

BROWN et al., 2003; FALCHETTI et al., 2005). 

Realizada a semeadura das células em microplacas de 96 poços, e 

levadas a um leitor de placa de Elisa para análise da viabilidade.   

A avaliação seguiu conforme a técnica de Microtitulação Colorimétrica 

Methyl Thiazolyl Blue (MTT), que consiste em uma das formas de se obter uma 

estimativa da viabilidade celular através da redução metabólica dos sais de 

tetrazolium para uma substância solúvel denominada formazano. O MTT 

(brometo (3-[5,4-dimetiltiazol-2- il]-2,5-difeniltetrazólio) de coloração amarela 

age liberando no meio de cultura, cristais de formazano que apresentam uma 

coloração púrpura (MOSMANN, 1983, SALLAY et al., 2000; MOMOTA et 

al., 2005; COUTINHO et al., 2007)). 

Os sais de tetrazolium são especialmente utilizados para ensaios de 

quantificação da viabilidade celular devido à possibilidade de mensurar por 

espectrofotometria a mudança de coloração no sobrenadante da cultura celular, 

que consiste em uma das formas de se obter uma estimativa da viabilidade 

celular através da redução metabólica dos sais de tetrazolium para uma 

substância solúvel denominada formazano.  

 Os testes demonstraram um aumento gradual da população celular em 

todos os grupos no tempo de 24horas, quando comparado aos grupos controle, 

com uma tendência à diminuição na concentração de 200µM. Quando analisado 

os grupos no tempo de 48 horas, observou-se na análise do metabolismo celular 

o mesmo resultado que o grupo tratado no tempo de 24horas, com um aumento 
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gradual da população de células, sem tendência à diminuição com o aumento da 

concentração do AZT na dosagem máxima de 200µM. 

A detecção da atividade telomérica foi realizada através do KIT 

Telomerase PCR ELISA, metodologia descrita por KIM et al. 1994 e 

modificada pelo fabricante do KIT. 

Foram adicionadas seqüências de primers TS sintéticos ao final das fitas 

homologas no sentido 5’ 3’ da DNA polimerase, em seguidas esses produtos 

são amplificados por PCR, utilizando primers P1 Ts e P2, fornecidos no KIT, 

gerando amplicons, que são produtos de amplificação da PCR, esta combinação 

de técnicas promove seqüências otimizadas de primers, eliminado com isso a 

necessidade de utilização de TAQ Telomerase Hotstart, evitando amplificações 

de dímeros, que são macromoléculas que se ligam aos ácidos nucléicos. 

Uma alíquota do produto da PCR é desnaturada e hibridizada com 

digoxigenina, obtida pela hidrólise de digoxina, droga utilizada no tratamento 

de problemas cardíacos, juntamente com uma sonda de detecção específica de 

repetições teloméricas contida na hibridização do tampão do KIT.  

O produto amplificado é detectado através de anticorpos anti-

digoxigenina conjugados a peroxidase, grupos de enzimas que oxidam 

substratos orgânicos, que são metabolizados e formam um produto com 

coloração, resultante da reação da membrana, que pode ser detectado com 

métodos apropriados.    

A atividade da telomerase foi avaliada nos grupos controle e nos grupos 

tratados com AZT no tempo de 24 e 48 horas. 

Todos os grupos foram tratados em triplicata, visto ser um desenho ideal 

de estudo in vitro, pois uma mesma linhagem tem a mesma carga genética, sem 

outros vieses, resultando em média e desvio padrão dos resultados, dependendo 

do tipo de avaliação.   
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Foram observados aumentos graduais da atividade da telomerase em 

todos os grupos no tempo de 24 horas quando comparados ao grupo controle, 

apresentando uma tendência à diminuição da atividade enzimática em 200µM, 

quando analisado os resultados dos grupos no tempo de 48 horas, foram 

observados aumentos graduais da atividade da telomerase quando comparado 

ao grupo controle, não apresentando tendência à diminuição da atividade 

enzimática em 200µM. 

A análise da atividade da telomerase também foi medida utilizando um 

KIT comercial TRAPEZE® RT (Chemicon, Temecula - USA), que após um 

MIX (mistura de tampão, extrato celular, nucleotídeos, primers e DNAs 

polimerase) promove a detecção da enzima telomerase, em tempo real, após a 

amplificação de fragmentos no termociclador, que podem ser visualizados 

através de monitor no computador, com auxilio de software apropriado. 

A técnica da PCR vem sendo aplicada ao longo dos últimos anos, 

favorecendo o desenvolvimento de métodos de amplificação quantitativos. A 

primeira documentação da PCR quantitativa foi publicada por HIGUCHI et al., 

1993. Esta técnica requer o uso de marcador fluorescente que tenha 

características de se intercalar ou anelar ao alvo da amplificação. A cinética do 

acumulo de fluorescência durante a amplificação é diretamente proporcional ao 

número inicial de cópias de DNA ou DNA complementar-cDNA.  

A detecção fluorométrica de atividade da telomerase realizada pelo uso 

de primers Amplifluor®, baseados no conceito de transferência de energia 

(ET), um processo no qual a energia muda de uma molécula que absorve e 

redireciona energia excitada para um meio receptor que resulta na saturação de 

emissão de fluorescência.  

Em ordem para esta saturação ocorrer, moléculas do doador e do receptor 

devem estar próximas, os primers Amplifluor®, que contêm metade da 

transferência de energia, são projetadas para emitir um sinal de fluorescência só 
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quando são incorporados em produtos de PCR. Portanto, o aumento de 

fluorescência no recipiente de reação é diretamente correlacionada à quantidade 

de DNA amplificado produzido na reação. 

Os primers Amplifluor® consistem de uma seqüência 3´ final 

complementar à seqüência 5'. O fluoroforo, doador de energia e o DABSYL 4-

dimethylamine, ácido sulfônico de benzina, estão em proximidade com o 5'.  

Como o primer é incorporado num produto de PCR, a ligação é revelada 

pela atividade da polimerase, nesta extensa conformação, à distância entre o 

fluoroforo e sua dispersão é aumentada e um sinal de fluorescência é gerado, 

que é verificado, sendo verificado de várias maneiras, inclusive com a 

tecnologia PCR Real Time.   

A reação em cadeia da polimerase em tempo real foi realizada utilizando 

um termociclador Rotor Gene 3000, (Corbett Research, Sidney-Australia). A 

atividade da telomerase variou em todas as amostras de extratos celulares neste 

estudo. 

Na quantificação relativa, foi avaliada a relação do Threshold Cycle 

(CT), que se trata do primeiro aumento significativo na quantidade de 

amplificado de PCR, que se correlaciona com a quantidade inicial de amostra 

alvo. Na quantificação absoluta, os números de cópias das amostras do estudo 

são determinados baseando-se na curva de número de cópias padrão.  

A curva de amplificação é uma representação gráfica do sinal de 

fluorescência versus o número de ciclos durante a fase exponencial da PCR, um 

ponto de corte (threshold) no sinal de fluorescência é determinado, a partir do 

qual as amostras podem ser comparadas. O threshold é uma função de 

quantidade de fluorescência acumulada, que está abaixo do limite de detecção.  

O ciclo de PCR no qual a amostra ultrapassa o threshold e alcança o 

quadrante de detecção é denominado cycle threshold (CT). O valor de CT é 
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proporcional à quantidade de amostra inicial e é a base para as mensurações de 

quantidades de transcritos ou DNA (GINZINGER, 2002).  

Neste estudo, a curva foi construída utilizando-se o Soro Albumina 

Bovina (BSA) 99% fração V, como proteína padrão e um Kit reagente de 

detecção protéica, baseado na metodologia descrita por BRADFORD (1976).  

Os resultados no tempo de 24 horas sugerem que quando comparado ao 

grupo controle da linhagem com as diferentes concentrações de AZT, 50µM, 

100µM e 200µM, não houve inibição da atividade da telomerase, embora 

sugira uma tendência à diminuição da atividade enzimática em 200µM. 

Quando analisados os resultados no tempo de 48 horas, o mesmo padrão 

foi encontrado, há uma indicação que neste tempo, houve uma leve diminuição, 

quando se comparou a atividade da telomerase do grupo controle a 

concentrações de 50µM, embora, após, seguiu-se um aumento gradual da 

atividade desta enzima, talvez relacionada a concentrações que deveriam ser 

maiores, como apontado nos experimentos realizados por HUMER et al., 2008. 

Estes dados corroboram com os achados por HUMER et al., (2008) que 

estudaram a inibição do crescimento celular de células de melanoma in vivo e 

in vitro, verificaram que em concentrações de AZT abaixo 200µM não foram 

medidos efeitos de citotoxidade nas células, mas que a partir dessa 

concentração até 500µM por uma exposição prolongada de até 72horas, as 

células de linhagens 518A2 e A375 ATCC testadas mostraram aumento 

substancial de apoptose, sugerindo uma relação de dose dependência.  

Esses dados sugerem que as células de linhagem HS839.T utilizadas 

neste estudo são sensíveis ao AZT, mas que novamente, recuperam a atividade 

enzimática e proliferativa, com uma possível neutralização do necleosídeo 

inibidor da transcriptase reversa proveniente do AZT. 

Como perspectivas, devem ser realizados novos experimentos com 

células provenientes de pacientes portadores de melanoma, com aplicação a 
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partir de 200 µM de AZT para cada grupo com tempo superior a 48horas, 

tempos e concentrações propostas por HUMER et al., (2008) que servirão de 

base para novos estudos.    

Com a aplicação da técnica de PAAF (Punção aspirativa por agulha fina) 

de isolamento e purificação na coleta. 
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8. CONCLUSÃO 
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8. CONCLUSÃO 

 

A ação do AZT em células de melanoma HS839.T nas concentrações e 

tempos propostos não inibiu a atividade da telomerase, nem afetou a 

proliferação celular.   
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ABSTRACT 
 

Introduction: Melanoma is caused by an uncontrolled cell growth, with lossof 

inhibition contact and changes in the nucleus, affecting the maintenance of telomeres. 

Telomerase, responsible for telomere synthesis, protects the end of the DNA 

molecule. Its activity is absent in most human somatic cells and present in almost all 

lines of stem cells, germinatives, and in more than 90% of human tumors. Studies 

suggest that the malignancy progression depends on the telomerase reactivation, and 

that an inhibitor of this enzyme could be an effective antitumor drug, including the 

Azidothymidine-triphosphate (AZT) and proved that the use of this drug in some 

neoplasms inhibits their action “in vitro”. Objective: Evaluation of telomerase 

activity and proliferation of melanoma cells immortalized Hs839T catalog CRL-7572 

subjected to the AZT action. Methods: We used melanoma cell lines of Hs839T 

catalog CRL-7572, acquired through American Type Culture Collection, derived 

from the skin of a 42-year-old Caucasian female person. The cells were grown in 

culture environment supplemented with different AZT concentrations in triplicate 50, 

100 and 200µM) withim 24 and 48 hours and its effects compared to the control 

group. The cell proliferation evaluation was performed by MTT. Detection of 

telomerase activity by KIT S7710 TRAPEZE ® RT and PCR ELISA. Results: In 24 

hours time, when compared to the control group, there was no inhibition of 

proliferation cell and telomerase activity, although there was tendency to decrease 

when compared to the control group and 200µM. In 48 hours time, there was a 

momentary decrease, followed by rapid recovery, suggesting that the cell lines used 

in this study are sensitive to AZT, but they recover the enzyme activity and 

proliferation. Conclusion: The action of AZT in melanoma cells HS839.T studied in 

the proposed concentrations and times did not inhibit telomerase activity and did not 

affect cell proliferation. 
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