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  Resumo 

   SILVA, M.B.B; CAMPA, A. Efeitos da luz sobre o metabolismo de triptofano em 

melanócitos e melanomas. (Dissertação de mestrado). vol. 1, 86 f. Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

Apesar de ser bem conhecido que a radiação ultravioleta (UV) causa danos na pele, já 

foram descritos alguns efeitos benéficos desta radiação, como por exemplo a sensação 

de bem estar proporcionado pela exposição a luz. Na pele, o triptofano (Trp) é 

metabolizado a compostos biologicamente ativos, e acredita-se que a síntese de 

serotonina (SER), um dos metabólitos do Trp, na fototerapia seja parte dos mecanismos 

de remissão da depressão de pacientes com desordem de humor sazonal. Ainda, a 

radiação UV induz diretamente a expressão e atividade de TDO, enzima que catalisa a 

transformação de Trp em quinurenina (KYN), em bactérias, efeito que ainda não havia 

sido estudado em células humanas. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

habilidade da radiação UV-A em modular a expressão de enzimas envolvidas nas rotas 

catabólicas do Trp em melanócitos e melanomas. Para isso foi realizada a padronização 

das condições de radiação UV-A através de ensaio de viabilidade celular, e então 

definimos condições que não levaram a morte das células (1,5 J/cm² para melanócitos e 

3 e 6 J/cm² para melanomas). A radiação UV-A aumentou a expressão de IDO e TDO 

nos melanomas, enzimas que favorecem a progressão tumoral, e não só essas enzimas, 

houve aumento da expressão de KYNU e KMO, que também estão envolvidas na 

progressão tumoral. Além disso, a expressão de AANAT e HIOMT, responsáveis pela 

produção de melatonina (MLT), foi maior nos melanomas após 48 horas da radiação, 

enquanto a enzima INMT teve sua expressão aumentada em todos os tempos. O 

aumento de INMT em melanomas é muito interessante e podemos relacionar ao bem 

estar proporcionado pela exposição à luz, já que o produto dessa enzima, DMT, é 

conhecido por proporcionar essa sensação, porém o aumento observado na expressão de 

IDO e TDO em melanomas, indica um efeito nocivo da luz associado a produção de 

moléculas que estão fortemente ligadas aos processos de progressão e imunoescape 

tumoral. Os melanócitos parecem possuir menor susceptibilidade a radiação UV-A, pois 

as únicas enzimas que tiveram expressão aumentada após a radiação foram a KMO e a 

TPH1, e apesar da enzima TPH1 ter a expressão aumentada, esse aumento foi modesto 

o que nos levou a pensar que outras células da pele possam ter um papel mais relevante 

na produção de SER ou então outras condições de radiação. 

  

Palavras-Chaves: Melanócitos, melanomas, triptofano, metabolismo e radiação UV-A. 

 



Abstract 

SILVA, M.B.B; CAMPA, A. Effect of light on tryptophan metabolism in 

melanocytes and melanomas. (Master’s thesis). vol. 1, 86 f. Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2017. 

Although it is well known that ultraviolet (UV) radiation causes skin damage, it was 

already described some benefits to this radiation, for instance the well-being feelings 

provided by light exposure. In the skin, tryptophan (Trp) is metabolized to biologically 

active compounds, and it is believed that the synthesis of serotonin, one of tryptophan 

metabolites, in phototherapy is part of mechanisms of remission of depression in 

patients with seasonal mood disorder. Moreover, in bacteria the UV radiation directly 

induces the expression and activity of TDO, the enzyme that catalyzes the 

metabolization of Trp to kynurenine (KYN). This effect has not been studied in human 

cells yet. Therefore, the objective of this work was to evaluate if UV-A radiation 

modulates the expression of enzymes involved in melanocytes and melanoma Trp 

metabolism. For this aim, we standardized the UV-A radiation conditions through cell 

viability assay, and then we defined the better conditions to avoid cell death (1,5 J/cm² 

to melanocytes and 3 and 6 J/cm² to melanomas). The UV-A radiation increased the 

expression of IDO and TDO in melanomas, enzymes that contribute to tumor immune- 

escape. The expression of KYNU and KMO also increased, and these enzymes are 

also involved with some types of tumors progression. Furthermore, the expression of 

AANAT and HIOMT, responsible for melatonin (MLT) production, was higher in 

melanomas after 48 hours of radiation while INMT had an increased expression at all 

times. The increase of INMT by melanomas is very interesting and can be related to 

the well being provided by exposure to light, since the product of this enzyme, DMT, 

is known to provide this sensation. However, the observed increased of expression of 

IDO and TDO in melanomas indicates a harmful effect of light associated with the 

production of molecules linked to tumor progression and immune-escape processes. 

The melanocytes appear to be less susceptible to UV-A radiation, because only the 

enzymes KMO and TPH1 had their expression increased after radiation, and for TPH1 

this effect was relatively small. Thus, we believe that other skin cells may have a more 

relevant role in SER production or other radiation conditions. 

Key Words: Melanocytes, melanomas, tryptophan, metabolism and UV-A radiation. 
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1. Introdução 

As radiações ultravioleta (UV), visível e infravermelho (IR) interagem com a 

pele e a medida que penetram nesse tecido, podem ser dispersas em várias direções 

dependendo da absorção de moléculas e do comprimento de onda da radiação (Nielsen  

et al., 2008). A radiação UV especialmente é altamente absorvida por moléculas 

orgânicas como proteínas, lipídeos e DNA (Natarajan et al., 2014).  

 A energia absorvida da radiação UV não é convertida apenas em calor, como é 

o caso da radiação IR, mas também pode induzir reações fotoquímicas (Muthusamy et 

al., 2010) e apesar de ser bem conhecido que a radiação UV causa danos celulares, já 

foram descritos alguns benefícios para essa radiação, como a sensação de bem estar 

proporcionado pela exposição a luz solar (Juzeniene et al., 2012) e acredita-se que a 

síntese de serotonina, um dos metabólitos do Trp, por células da pele, possa colaborar 

com esse fato.  

Nesse contexto, diversos metabólitos e enzimas das vias catabólicas do Trp 

possuem efeitos nas células normais e tumorais da pele, seja na sua fisiologia ou na 

progressão tumoral. Além disso, essas células possuem relação direta com a radiação 

solar e sabe-se que a luz pode modular direta ou indiretamente a atividade de enzimas. 

É neste cenário que se localiza esta dissertação, aqui avaliamos o efeito da luz na 

expressão de enzimas envolvidas nas rotas metabólicas do Trp em melanócitos 

primários e melanomas (SK-MEL 147).  

 

 

 



 

 

20 

 

1.1. Interação da pele com a luz  

  A vida no planeta evoluiu e é sustentada sob influência direta da luz solar. A 

interação dos seres vivos com todo o espectro da radiação solar propiciou uma grande 

variedade de processos bioquímicos de relação direta entre fótons com o sistema 

tegumentar das mais diversas espécies (Osmola-Mańkowska et al., 2012). A 

fotossíntese nas plantas, a síntese de vitamina D, o aquecimento para seres 

homeotermos, a visão, e o ciclo circadiano são exemplos desta interação.  

  A luz solar interage diretamente com a pele, que é uma barreira biológica capaz 

de proteger o meio interno do ambiente externo, devido a sua posição estratégica 

(Slominski et al., 2000). A pele é modificada pela luz, inclusive modificando, mesmo 

que temporariamente, sua coloração. Outro aspecto particularmente interessante é o 

bem estar psicológico proporcionado pela interação de mamíferos com a luz solar 

(Mead, 2008). Por outro lado, a exposição solar pode levar ao envelhecimento da pele 

e a carcinogênese (Helfrich et al., 2008; Young, 2009).  A luz solar é composta por um 

amplo espectro que compreende a radiação ultravioleta (UV) (6% do espectro, 

comprimento de 200 a 400 nm), luz visível (52% do espectro, comprimento de onda 

de 400 a 700 nm) e radiação infravermelho (IR) (42% do espectro, 700 a 3000) 

(Ichihashi et al., 2009), sendo que esses comprimentos de onda estão relacionados 

com a diferente penetração da radiação solar nas camadas da pele (Figura 1).  
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 Figura 1: Penetração relativa da radiação solar na pele humana de acordo com o 

comprimento de onda (European Union, 2012). 

 

  A radiação solar interage com a pele através de absorção, reflexão e mecanismos 

de espalhamento, os quais são determinados, em grande parte, pela natureza das 

múltiplas camadas da pele e das características físicas da radiação (Nielsen et al., 

2008; Lui et al., 2007). A penetração da luz solar na pele é divida em dois processos. 

O primeiro processo ocorre quando os fótons penetram nas células da pele induzindo 

alterações bioquímicas. Quando absorvida, a energia do fóton é transferida para um 

cromóforo e, portanto, a profundidade de penetração da radiação é afetada pela 

posição e pelo espectro de absorção dos cromóforos presentes na pele. O segundo 

processo que ocorre é o espalhamento, dependente do comprimento de onda do fóton e 
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que determina a profundidade da penetração da radiação na pele (Diffey e Kochevar, 

2007).  

  Um dos primeiros e principais processos de resposta à exposição à luz solar, seja 

ultravioleta ou visível é a rápida indução da melanogênese (Ramasubramaniam et al, 

2001; Pathak et al., 1962), um processo bioquímico que gera a síntese de melanina e 

consequente pigmentação da pele. Esse processo complexo ocorre nos melanócitos e 

se estende aos queratinócitos através da transferência dos melanossomas (Lin et al., 

2007), onde a melanina irá realizar sua atividade fotoprotetora (Wasmeier et al., 2008).   

  A radiação UV-A, especialmente, interage com as células da pele por 

fotossensibilização e gera espécies tripletes, oxigênio singlete e posteriormente, outras 

espécies radicalares (Berneburg et al., 1999). O UV-A é absorvido por cromóforos 

naturais da pele como a melanina e as flavinas. Além disso, UV-A penetra mais 

profundamente nas camadas da pele, atingindo a região dermo-epidérmica e a derme, 

onde se localizam os melanócitos e melanomas (Agar et al., 2004). 

1.2. Metabolismo do Triptofano 

  O triptofano (Trp) é um aminoácido essencial que possui um importante papel 

para a biossíntese de proteínas, e ainda é precursor de diversos compostos 

biologicamente ativos. Esses compostos são produzidos por três rotas catabólicas 

distintas. São elas, via das quinureninas (via KYN), via 

serotoninérgica/melatoninérgica (via SER) e via das triptaminas (via TRY), sendo a 

via das quinureninas (Via KYN) seu principal fluxo catabólico. 
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  Na via KYN, o Trp é oxidado a N-formil-quinurenina, f -KYN, por uma reação 

de deformilação através de arilformidases constitutivas (3.5.1.9), gerando o metabólito 

quinurenina (KYN). As enzimas triptofano 2,3 dioxigenase (TDO, 1.13.11.11), enzima 

hepática e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO, 1.13.11.52), enzima presente em 

diversos tecidos e células, são as responsáveis pela catálise do Trp à f-KYN (Jacob et 

al., 2005; Reynolds et al., 1999 ). Então a partir de KYN, diversos metabólitos podem 

ser gerados, como o ácido antranílico (AA) através da catálise da enzima 

quinureninase (3.7.1.3), ácido quinurênico (KA) através da enzima quinurenina oxo-

glutarato transaminase (2.6.1.7) e 3–hidroxi–quinurenina (HK) através da enzima 

quinurenina 3-monooxigenase (1.14.13.9) (Opitiz et al., 2007).  

  HK então é hidrolisado pela enzima quinurenina oxo-glutarato transaminase 

(2.6.1.7) gerando ácido xanturênico (XA) (Gobaille et al., 2008) ou então pode ser 

hidrolisado pela enzima quinureninase (3.7.1.3), gerando ácido 3-hidroxi-antranílico 

(HAA). HAA também pode ser sintetizado a partir da hidroxilação de AA pela enzima 

antranilato-3-monooxigenase (1.14.16.3). Então, HAA pela ação da enzima 3 

hidroxiantranilato 3,4-dioxigenase (1.13.11.6) pode ser convertido em 2-amino-3 

carboximuconato semialdeído (ACS), que é rearranjado não enzimaticamente a ácido 

quinolínico (QA), que inicia o metabolismo de nicotinamida (NAM). ACS pode 

também ser descarboxilado pela ACS decarboxilase (4.1.1.45) e gerar 2 

aminomuconato semialdeído que é rearranjado a ácido picolínico (PA) (Peters, 1991).  

  Nos últimos passos da via KYN, o QA é usado pela enzima nicotinato-

nucleotídeo difosforilase (2.4.2.19) para a síntese de nicotinato D ribonucleotídeo 

(NrN). NrN então, participa da síntese do ácido nicotínico (NA) e nicotinamida 

(NAM). Todos esses metabólitos: QA, NA e NAM podem ser utilizados para sintetizar 
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NAD+ (Moffett  et al., 2003; Keszthelyi  et al., 2009). A via KYN é apresentada na 

figura 2. 

 

Figura 2: Metabolismo do Trp pela via das quinureninas (via KYN).  

 Outra via de metabolização do Trp muito estudada é a via serotoninérgica (via 

SER). Em condições normais, apenas 2% do Trp que é ingerido é direcionado a via 

SER (Kema et al., 2000). Nesta via, o Trp é hidroxilado na quinta posição do anel 

indólico pela triptofano hidroxilase-1 (1.14.16.4) e forma 5-hidróxi-triptofano, com 

posterior descaboxilação pela dopa descarboxilase (ou aminoácidos aromáticos 
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descarboxilase, 4.1.1.28), gerando serotonina (SER) (Nordlind et al., 2008). Tanto 5-

hidróxi-triptofano como a SER podem sofrer ação da IDO e serem convertidos a 5-

hidroxi-quinurenina e 5-hidróxi quinuramina (5-OH-KYM), respectivamente, o que 

demonstra que as vias KYN e SER se intercomunicam. 

 A SER pode ser catalisada pelas enzimas monoamino oxidases, MAOA (1.4.3.4) 

e formar 5-hidroxi-indol-acetalaldeído (HIAA) (Tekes, 2008), que em células do 

sistema nervoso central encontra-se em equilíbrio com o ácido 5-hidroxi-indol-

tiazolidina carboxílico (produto da condensação do 5-hidroxi-indol-acetalaldeído com 

uma L-cisteína). Existem hipóteses de que o produto desse equilíbrio, ácido 5-hidroxi-

indol-acético (HIAA), seja formado por uma aldeído oxidase I (1.2.3.1) a partir do 

ácido 5-hidroxi-indol-tiazolidina carboxílico, porém outros grupos acreditam que essa 

formação se dê a partir do deslocamento do equilíbrio para 5-hidroxi-indol-

acetalaldeído, por ação de uma aldeído desidrogenase tipo II (1.2.1.3) (Squires et al., 

2006).  

 Algumas células são capazes de utilizar SER para a síntese de melatonina 

(MLT) através da rota intermediada por N-acetilserotonina. A SER sofre N-acetilação 

pela arilalquilamina-N-acetiltransferase (2.3.1.87) seguida de uma metilação por 

acetilserotonina-O-metiltransferase (2.1.1.4) e forma N-acetil-5-metóxi triptamina, a 

melatonina (Lerner et al., 1959; Sugden, 1989).  A melatonina tem capacidade de 

capturar radicais de oxigênio e gerar diferentes metabólitos. O principal metabólito da 

melatonina é o N1-acetil-N2-formil-5-metóxiquinuramina (AFMK), que é obtido por 

reações com radicais hidroxila e oxigênio singlete, e que também pode ser produzido 

por catálise enzimática por mieloperoxidase de neutrófilos. O AFMK obtido por 

oxidação da MLT pode ser deformilado por uma formidase e dar origem a N1-acetil-
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α5-metoxiquinuramina (AMK) (Hirata et al., 1974). Na figura 3 é apresentada a via 

SER. 

 

Figura 3: Metabolismo do Trp pela via serotoninérgica (via SER).  

 Além das vias KYN e SER, outros produtos resultantes do catabolismo 

endógeno do Trp podem ser observados na via das triptaminas (via TRY). Nesta via, 

inicialmente o Trp sofre uma descarboxilação catalisada pela enzima aminoácido 
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aromático descarboxilase (4.1.1.28), formando a triptamina (TRY). Em seguida, a 

TRY é dimetilada pela S-adenosil-metionina (SAM) por um ataque nucleofílico por 

uma reação catalisada pela enzima indoletilamina-N-metil-transferase (2.1.1.49), 

gerando assim dimetiltriptamina (DMT). No catabolismo da TRY pode ocorrer 

também a formação do ácido-3-indol acético (IAA) (Kim et al., 2009).  

  O nosso grupo demonstrou que a DMT também pode ser hidroxilada por 

mieloperoxidases (MPO) proveniente de neutrófilos ativados, gerando bufotenina ou 

psilocina (ambas hidroxiladas no anel benzênico do DMT, em diferentes posições, 

DMT-OH) e peroxidases foram responsáveis pela formação dos produtos de abertura 

de anel indólico, análogos da KYN, N,N dimetilformiquinurenina (DMFK) e N,N-

dimetilquinurenina (DMK) (Gomes et al., 2014). Na figura 4, abaixo é apresentada a 

via TRY.  

 

Figura 4: Metabolismo do Trp pela via TRY. 
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1.2.1. Luz, bem estar e metabolismo do triptofano  

  A luz é capaz de mudar o ciclo circadiano e os ritmos sazonais em humanos e 

animais. Nos anos 80 se iniciam as tentativas de terapia com luz, através da extensão 

das horas de luz/dia nos meses de inverno, para tratar de transtornos afetivos sazonais 

(Rosenthal et al., 1984). Sabe-se que em zonas temperadas, as pessoas se sentem mais 

felizes e com mais energia em dias claros e ensolarados e que há um declínio no 

humor e energia durante a temporada de inverno e dias escuros (Praschak-rieder et al., 

2008). Desde então, um notável número de estudos foi capaz de provar a relevância da 

terapia com luz no tratamento de transtornos de humor sazonais ou não.  

  Um estudo realizado com pacientes com depressão associada ao transtorno 

sazonal, após remissão clínica, livre de drogas, que foram submetidos a uma depleção 

de triptofano, mostrou que esta depleção leva a uma recaída depressiva transitória, e 

ainda, acredita-se que a síntese de serotonina está envolvida no mecanismo de ação da 

terapia de luz (Neumeister et al., 1997). 

  A serotonina tem um papel predominante na modulação do comportamento, 

emoções e ritmos circadianos (Purves, 2004). O mecanismo fisiológico mais 

importante para controlar as concentrações de serotonina é a recaptação da serotonina 

pelo neurônio pré-sináptico através do transportador de serotonina (5-HTT) (Rudnick  

et al., 1993; Ramamoorthy et al., 1993). A alta densidade de 5-HTT está associada 

com baixas concentrações de serotonina extracelular e vice-versa. Um estudo com 

indivíduos saudáveis mostrou que a ligação de 5-HTT no cérebro humano varia de 

acordo com a estação do ano. A ligação mais elevada de 5-HTT ocorreu durante o 

outono e o inverno, meses mais escuros, enquanto os menores valores de ligação 

foram encontrados no verão e na primavera (Praschak-Rieder et al., 2008). Esses 
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resultados podem explicar a ocorrência de episódios depressivos em pacientes com 

desordem de humor sazonal.  

  Já se sabe que a enzima hidroxi-triptofano-hidróxilase (TPH1), responsável pela 

transformação de triptofano em serotonina, é expressa em células normais e 

transformadas da pele (Slominski et al., 2002). Além disso, verificou-se que a radiação 

ultravioleta inibe a expressão do gene TPH em células de melanoma humano, 

sugerindo um potencial de regulação ambiental da via TPH (Ryoo et al., 2001).  

1.2.2. Fotomodulação de enzimas 

  Um estudo de 1970 foi o primeiro a descrever a fotoativação de uma enzima e 

mostrar que a luz pode aumentar a atividade da urocanase em Pseudomonas putida 

(Hug, 1970). A luz também regula outras enzimas, como a quimotripsina (Stephen et 

al., 2006), glicogênio sintase e glicogênio fosforilase (Díaz-Lobo et al., 2015). Além 

disso, já foi descrito que a luz UV induz diretamente a expressão e atividade de TDO 

em bactérias (Brady et al., 1973), efeito que ainda não havia sido estudado em células 

de mamíferos.  

  Os melanócitos são células fotossensíveis que respondem a doses variáveis de 

exposição aos raios UV. Um estudo mostrou que após a radiação com luz UV total em 

melanócitos, a conversão de serotonina em melatonina foi inibida, porém essa 

conversão voltou a ser realizada após 6 horas de incubação no escuro, indicando 

reativação de AANAT e HIOMT (Iyengar, 1998). 
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1.2.3 Metabolismo do Triptofano e atividades biológicas destes metabólitos nas 

células da pele   

  Diferentes metabólitos do Trp colaboram para a fisiologia da pele. A serotonina 

na pele exerce ação vasodilatadora, pró-inflamatória e ação pruritogênica (Seuwen and 

Pouyssegur, 1990). A serotonina ainda apresenta efeitos sobre a proliferação celular, 

por exemplo, estimula o crescimento de fibroblastos dérmicos de maneira dose 

dependente (Julius, 1991). A enzima TPH1, que catalisa o passo limitante para a 

síntese de serotonina, é expressa em todas as células normais da pele (melanócitos, 

queratinócitos e fibroblastos) e também em células tumorais, como em melanomas 

(Slominski et al., 2002; Slominski et al., 2003). 

  Em relação a melatonina, a pele humana expressa ambos os receptores de 

melatonina (MT1 e MT2), apesar do MT1 ser o receptor predominante. Os efeitos da 

melatonina na pele humana são pouco descritos, embora possam ter efeito anti-

proliferativos em melanomas e efeitos protetores contra a radiação UV, que causa 

danos nas células da pele (Nickel et al., 2000; Ryoo et al., 2001). A MLT pode 

controlar o crescimento tumoral da pele por sua ação anti-tumoral (Sainz et al., 2003) 

e anti-angiogênica (Lissoni et al., 2001) ou então por suas atividades 

imunomodulatórias, anti-proliferativas e antioxidantes (Bartsch et al., 2002). Existe 

também uma relação direta entre o dano celular causado por UV e a indução da 

expressão de receptores MT1 e MT2 em queratinócitos e melanócitos (Slominski et 

al., 1993). Além disso, o metabólito da melatonina N1-acetil-formil-5-

metoxiquinurenina (AFMK) suprime a síntese de espécies reativas de oxigênio 

induzida por UV em mitocôndria de maneira mais eficiente que a própria melatonina 

(Manda et al., 2007). 
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  Os efeitos dos metabólitos da via das TRY na pele ainda são poucos descritos. 

Conhece-se apenas que a captação e consumo de TRY por melanócitos está 

relacionada a fotomodulação do ciclo celular dessas células (Iyengar, 1998). Além 

disso, um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa mostrou a habilidade de 

linhagens celulares de melanoma humano sintetizarem TRY e DMT (Gomes et al., 

2014).  

  Metabólitos da via KYN tem sido alvo do estudo do metabolismo da pele. A 

citocina IFN-γ é o principal indutor de IDO (Mead, 2008), e nosso grupo de pesquisa 

demonstrou recentemente que diferentes células da pele são capazes de responder ao 

tratamento de IFN-γ quanto à síntese e atividade de IDO, induzindo a via KYN 

(Moreno et al., 2013). Também, o IFN-γ tem sido apontado como agente modulador 

da melanogênese (Natarajan et al., 2014), sugerindo que o controle exercido por IFN-γ 

talvez seja realizado por modulação do metabolismo de triptofano. Ainda sobre a via 

KYN, QA, um dos metabólitos finais dessa rota, é agonista do receptor NMDA (Stone 

et al., 1981), necessário para a manutenção da morfologia dos melanócitos (Hoogduijn 

et al., 2006). 

  Estudos recentes realizados com lesão da pele mostraram a participação da 

enzima IDO e principalmente do metabólito KYN como agentes anticicatrizantes e 

antifibróticos na recuperação de lesões, uma vez que KYN e seu metabólito KA são 

capazes de elevar a expressão de metaloproteinases de matriz 1 e 3 e inibir a síntese de 

colágeno tipo-1 e fibronectina em fibroblastos dérmicos (Poormasjedi-Meibod et al., 

2014).  
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  Em um estudo recente do nosso grupo, onde foi avaliado metabolismo do 

triptofano em células normais da pele e também em diferentes linhagens de melanoma 

humano, foi demonstrado que melanócitos respondem mais ao tratamento com IFN- γ 

em relação a via KYN do que os melanomas (Clara et al., 2015), o que nos despertou 

interesse em estudar mais amplamente essas células e também a relação dos 

melanócitos com as outras vias de metabolização do Trp.  

  Além da participação na fisiologia da pele, a marcação de IDO em linfonodos 

sentinela de pacientes com melanoma vem sendo considerada como marcador de mau 

prognóstico (Speeckaert et al., 2012). Não só a marcação de IDO em linfonodos, mas 

a diminuição sérica de Trp e o aumento de KYN (aumento da relação KYN/Trp) têm 

sido descritos como marcador prognóstico para pacientes com melanoma (Weinlich et 

al., 2007). 

1.2.4. Metabolismo do Trp no microambiente tumoral  

Um dos principais mecanismos de imunoescape e progressão tumoral está 

relacionado ao aumento da expressão da enzima IDO com aumento da produção de 

KYN (Kim et al., 2007; Munn et al., 2007). O aumento da expressão de IDO e 

aumento da razão KYN/Trp plasmáticos tem sido associada a um mau prognóstico e a 

metástases em muitos cânceres, como por exemplo, em melanomas (Weinlich et al., 

2007; Ino et al., 2008; Speeckaert et al., 2012). Como já mencionado, KYN também é 

produzida pela ação da enzima TDO e mais recentemente alguns estudos apontam para 

seu papel na progressão tumoral (Pilotte et al, 2012).  

A inibição das enzimas IDO e TDO tem sido considerada uma estratégia para a 

restauração da imunidade (Muller et al., 2006). De fato, mais de 20 estudos clínicos 



 

 

33 

 

com diferentes inibidores de IDO estão sendo realizados (em acesso ao website 

clinicaltrials.gov em 03.01.2015).  

Apesar da relação KYN/Trp ser a mais descrita, outras relações entre 

metabólitos têm sido apresentadas com relevância para avaliação do prognóstico 

tumoral, como por exemplo, em câncer cervical primário há um aumento das 

concentrações de QA e uma diminuição de KA, apontando a relação QA/KA como fator 

prognóstico para esse tipo de câncer (Fotopoulou et al., 2011). Não só a diferente 

produção entre esses metabólitos, mas o direcionamento da via parece estar alterado em 

processos tumorais. Neurônios humanos direcionam a via KYN para a síntese de PA, 

enquanto células de neuroblastoma humano a direcionam para a síntese de QA 

(Guillemin et al., 2007). 

Além disso, HK pode suprimir a proliferação de linfócitos T-CD4+ e induzir o 

desenvolvimento do fenótipo regulatório (Zaher et al., 2011). AA e HAA estão 

envolvidos com a etiologia do câncer de bexiga (Teulings et al., 1973) e ambos 

metabólitos podem auto-oxidar e gerar radicais intermediários mutagênicos que  

podem interagir com o mesmo receptor da KYN, o AhR (Chung et al., 2011). Além 

disso, o aumento de HAA induz apoptose em linfócitos T CD8+, e a proliferação de 

todos os tipos de linfócitos é bloqueada (Weber et al., 2006).  

KA, por sua vez, é capaz de induzir a adesão de monócitos a vasos e promover 

o desprendimento de L-selectina da membrana celular de neutrófilos, indicando seu 

potencial na ativação e recrutamento de leucócitos (Barth et al., 2009). Por outro lado, 

KA é capaz de diminuir a produção de fator de necrose tumoral (TNF-α) por células 

mononucleares (Tiszlavicz et al., 2011) e também é um potente ligante do AhR 

(Dinatale et al., 2010). Recentemente foram descritas suas atividades antimigrativa e 
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antiproliferativa em células CAKI-2, de tumor renal, e sua concentração em tecido de 

tumores renais humanos aparece decrescida por volta de quatro vezes os valores 

fisiológicos (Walczak, K., 2012).  

Os metabólitos finais da via KYN também possuem atividade pró-tumoral. PA 

é capaz de diminuir a proliferação de linfócitos e de células NK, alterando a produção 

de quimiocinas e o recrutamento de leucócitos (Frumento et al., 2002; Bosco et al., 

2003). Acredita-se também que a atividade de IDO aumente a síntese de QA, NA e 

NAM e mantenha os níveis de NAD+ altos, fator crucial para a proliferação celular 

incessante, o que ocorre com as células tumorais proliferativas (Chiarugi et al., 2012). 

Não só a via KYN, a via SER também tem sido apontada como forte atuante 

em processos tumorais e na resposta imunológica. O aumento da via SER está 

relacionado à progressão maligna em câncer de mama humano (Juhasz et al., 2012) e 

pacientes com síndrome carcinoide apresentam altas concentrações de SER e seu 

precursor 5-hidroxitriptofano (Shah et al., 2005).  

Já a MLT é uma molécula com atividade antitumoral conhecida. É sugerido 

que ela controla o crescimento tumoral por sua ação anti-angiogênica natural (Lissoni 

et al., 2001) ou então através de seus efeitos imunomodulatórios, anti-proliferativos e 

antioxidantes (Bartsch et al., 2002). MLT pode também induzir apoptose em células 

tumorais (Sainz et al., 2003). Apesar do mecanismo pelo qual a MLT exerça esses 

efeitos não ser totalmente esclarecido e os resultados originados da sua utilização 

farmacológica no tratamento de tumores não ser consistente, foi observada uma 

eficácia da MLT na estabilização de alguns tipos de carcinomas (Ravindra et al., 

2006). 
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O nosso grupo já demonstrou que AFMK e AMK mantêm as atividades 

biológicas reconhecidas para a MLT e SER sobre células do sistema imune, 

particularmente na inibição da produção de citocinas e da proliferação celular, muitas 

vezes em intensidades superiores à própria MLT sugerindo que a metabolização da 

MLT à AFMK em sítios inflamatórios teria um forte papel imunomodulatório (Silva et 

al., 2004).  

Apesar das funções descritas para o DMT no sistema nervoso (Riba et al., 

2001; Fontanilla et al., 2009) não existem estudos sobre essa via metabólica em 

doenças. A única descrição dessa rota metabólica no câncer foi realizada pelo nosso 

grupo de pesquisa que identificou a habilidade de linhagens tumorais de melanoma 

humano em sintetizar DMT (Gomes et al., 2014). E, sabendo que esse metabólito tem 

sido proposto como ligante do receptor S1R, e que esse receptor está sendo 

relacionado tanto com sobrevivência celular quanto com invasividade tumoral 

(Balasuriya et al., 2012), talvez essa via metabólica seja de importância do 

desenvolvimento de algumas neoplasias. 
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2. Justificativa 

  Vários dos compostos das diferentes vias catabólicas do Trp possuem efeitos na 

pele e possivelmente participem na interação da pele com a luz. Por exemplo, a terapia 

com luz tem efeito positivo sobre pacientes com depressão e acredita-se que a 

modulação desse efeito possa ser decorrente da síntese de SER na pele (Neumeister et 

al., 1997). O presente trabalho visa avaliar a habilidade da luz UV-A em modular 

amplamente o metabolismo de Trp em melanócitos. Sendo a nossa hipótese a de que a 

luz module algumas etapas das vias das quinureninas, via serotonérgica e via das 

triptaminas. É possível ainda que as alterações no metabolismo de Trp mediadas pela 

luz em tumores de pele possam auxiliar ou regredir a progressão da doença. Desta 

forma, também avaliamos o efeito da luz UV-A em melanomas. 
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3. Objetivos 

  Avaliar o efeito da radiação UV-A sobre o metabolismo do triptofano em 

melanócitos e melanomas.  

3.1. Objetivos Específicos 

1. Padronizar condições de radiação UV-A e tempo de exposição após a radiação que não 

levem a morte celular.  

2. Isolar RNAm e avaliar a expressão das enzimas envolvidas nas rotas metabólicas do 

triptofano em células irradiadas. 

3. Buscar dados públicos de microarray disponíveis no GEO DataSets do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) referentes a estudos com irradiação em células 

da pele e realizar análises das enzimas do metabolismo do Trp. 
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4. Material e Métodos 

4.1. Condições de Cultura Celular 

  As células primárias da pele (melanócitos) foram isoladas de prepúcio de 

doadores submetidos à cirurgia de postectomia, frente à concessão livre e esclarecida 

destes. O procedimento cirúrgico foi realizado no Hospital Universitário da 

Universidade de São Paulo (HU-USP) sob responsabilidade de L. Maximiano (Comitê 

de Ética em Pesquisa – CEP-HU-USP número 943/09). O isolamento das células da 

pele a partir de prepúcio foi realizado em colaboração com o Laboratório de Citologia 

Clínica coordenado pela Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler. Todos os doadores 

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), já utilizado pelo 

grupo de pesquisa da Profa. Silvya Stuchi. Esclarecemos que o presente projeto foi 

enviado ao Hospital Universitário para que seja alocado como adendo-participante das 

questões éticas do Comitê já aprovado para as pesquisas do grupo da Profa. Dra. 

Silvya Stuchi.  

  Os prepúcios foram lavados, esterilizados e as camadas da pele foram separadas 

por incubação com dispase (Roche). A epiderme foi desmembrada da derme para o 

isolamento de queratinócitos e melanócitos com uso de tripsina. A derme foi digerida 

com colagenase tipo I para isolamento dos fibroblastos. Por fim, as células foram 

cultivadas em meio de cultura específico para cada tipo celular. Os melanócitos 

primários foram cultivados em meio 254CF e suplementados com kit de crescimento 

para melanócitos SKU (ambos da Cascade Biologics). Além disso, a linhagem de 

melanoma humano SK-MEL 147 foi cultivada em meio de cultura DMEM 

(Dulbecco’s modified eagle medium, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB), penicilina (50 U/mL) e estreptomicina (50 μg/mL). Todas as células 
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foram mantidas em estufa a 37 °C contendo atmosfera de 5% de CO2. Todo o 

procedimento foi feito evitando-se ao máximo a interação das culturas com a luz. Os 

cuidados que foram tomados incluem transportar as placas em recipiente envolvido 

com papel alumínio e manusear as células no escuro (sem luz acesa no laboratório). 

4.2. Irradiação das Células 

Para as análises de expressão gênica as células (melanócitos e melanomas) 

foram mantidas em seus meios específicos e então foram plaqueadas em placa de 

100mm e após 24 horas, os meios de cultura específicos foram removidos, e as células 

foram lavadas com tampão fosfato estéril por duas vezes. Após as lavagens, uma fina 

camada de tampão fosfato foi colocada sobre as células (5 mL) que foram submetidas 

ao irradiador de luz UV-A. Após os tempos de radiação, o PBS foi removido e foi 

adicionada às células os seus respectivos meios de cultura, sendo posteriormente 

incubadas em estufa por 6, 12, 24 e 48 horas. 

Todos os experimentos foram realizados em colaboração com o Laboratório de 

Processos Fotoinduzidos e Interfaces (LPFI) do Prof. Dr. Mauricio S. Baptista no 

Instituto de Química-USP. O alvo foi padronizar uma condição de irradiação branda 

que não levou a qualquer lesão celular. 

Foram realizadas irradiações com diferentes doses de radiação UV-A, sendo que 

essas doses foram calculadas considerando a potencia das lâmpadas, a área do detector e 

o tempo de exposição, segundo a equação:  

 

Podemos observar na tabela abaixo, as condições de irradiação das células.  
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Potência 0,453 Mw 

J/cm2 Tempo (minutos) 

0,5 5 

1,5 15 

3 30 

6 60 

12 120 

18 180 

Tabela 1: Condições de irradiação utilizadas. 

 A intensidade de potência do espectro do irradiador foi de aproximadamente 3,0 

mW/cm² e a porcentagem de emissão dos espectros para as energias UV-B 313 nm 

(0,05%), UV-A 325 nm (0,05%), UV-A 366 nm (98%), visível 405 nm (1,7%) e 430 nm 

(0,2%). A imagem do irradiador e o espectro de emissão das lâmpadas estão ilustrados na 

figura 5.  

 

Figura 5: Imagem do irradiador UV-A e espectro de emissão das lâmpadas. (A) 

Posição das placas no momento da irradiação. As células controles são as envolvidas por 

papel alumínio. (B) Espectro de luz UV-A de todas as lâmpadas.  
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4.3. Ensaio de viabilidade celular por MTT (brometo de (3-4,5- dimetiltiazol – 2il – 

2,5 difeniltetrazólio) 

  A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT, baseado na redução do sal 

tetrazólio, pelo sistema enzimático mitocondrial, por meio da atividade das 

desidrogenases que clivam o anel tetrazólico e convertem o MTT em um produto 

insolúvel denominado formazan, que por sua vez reflete o funcionamento da atividade 

mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular. As células foram incubadas 

com uma solução de 5mg/ml de MTT durante 3 horas permitindo a formação do 

formazan (precipitado) sendo dissolvido em DMSO. A absorbância foi mensurada em 

570 nm.   

4.4. Isolamento de mRNA e expressão gênica 

  O RNA total das células foi extraído com o Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) de 

acordo com as instruções do fabricante. Até 1 μg do RNA total foi reversamente 

transcrito usando o kit High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems). Foram 

realizados estudos da expressão gênica por PCR em tempo real (qRT-PCR) em 

sistema TaqMan (Applied Biosystems). Para cada reação, a expressão de GADPH 

(Hs00266705_g1) foi usada como gene endógeno controle. O método de comparação 

relativa (2-ΔΔCT) foi usado para comparar os níveis de expressão de RNAm. Foram 

estudadas as seguintes moléculas:  

1. Enzimas do metabolismo de Trp: IDO1 (EC 1.13.11.52), TDO2 (EC 

1.13.11.11), KYNU (EC 3.7.1.3), AADAT (EC 2.6.1.7), KMO (EC 1.14.13.9), 

HAAO (EC 1.13.11.6), NAMPT (EC 2.4.2.19), TPH1 (EC 1.14.16.4), DDC (EC 

4.1.1.28), AANAT (EC 2.3.1.87), HIOMT (EC 2.1.1.4), ALDH1A2 (EC 

1.2.1.3), MPO (EC 1.11.2.2), INMT (EC 2.1.1.49) e MAOA (EC 1.4.3.4). 
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4.5. Análise de Microarray 

 Foram analisados conjuntos de dados de teste de expressão de 13 enzimas 

envolvidas nas rotas metabólicas do Trp em estudo de microarray disponíveis do banco 

GEO DataSets referente a análise de pele dorsal de ratos expostos a radiação UV 

(GSE4066). Os dados brutos publicos estão disponíveis no National Center for 

Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo. Os dados de 

expressão foram normalizados usando RMA (Robust Multiarray Averaging), que 

incluiu ajuste global de “background” e normalização quantil. 

4.6. Análise Estatística  

  Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de, no mínimo, três 

experimentos independentes realizados em triplicata. Os resultados foram submetidos 

à análise estatística para testes de variância utilizando-se o teste ANOVA e o teste de 

Tukey para comparações múltiplas de médias, ou então teste t para amostras 

independente. Valores de P iguais ou menores que 0,05 indicadores da concentração 

de significância de pelo menos 5% entre as diferenças encontradas, foram 

considerados estatisticamente significativos. 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
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5. Resultados e Discussão 

5.1. Viabilidade Celular 

  Como o nosso objetivo era encontrar uma condição de irradiação que não fosse 

citotóxica foi necessária a realização de curvas de viabilidade celular com a finalidade 

de escolher quais doses de radiação seriam utilizadas nesse estudo. Assim escolhemos 

as doses de 3 e 6 J/cm² para realizar os experimentos com a linhagem de melanoma 

humano SK-MEL 147, pois foram as maiores doses de irradiação que não levaram a 

perda de viabilidade, pois houve redução significativa da viabilidade de melanomas a 

partir da dose de 12 J/cm2 de radiação UV-A (figura 6A). Além disso, na figura 6B 

podemos observar a morfologia dessas células antes e depois da irradiação.  
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B 

 

Figura 6: Curva de irradiação de melanomas. (A) Viabilidade de melanomas não 

irradiados e irradiados com doses crescentes de irradiação (3, 6, 12 e 18 J/cm²).  As 

células foram analisadas após 24 horas da irradiação por meio do ensaio de MTT. (B) 

Imagens de microscopia óptica dos melanomas controles, imediatamente após a 

irradiação e 24 horas após as irradiações de 3 e 6 J/cm². *p< 0,05 em relação ao controle 

(não irradiado). 

  Os controles das condições 12 e 18 J/cm² perderam mais a viabilidade quando 

comparado aos irradiados das condições mais baixas. Uma possibilidade para este 

ocorrido poderia ser devido ao calor a que estas células foram submetidas uma vez que 

para os controles passarem pelas mesmas condições do irradiado, as células controles 

foram colocadas dentro do irradiador envolvidas com papel alumínio. Além disso, as 

condições irradiadas a 12 e 18 J/cm², perderam a viabilidade após 24 horas.  

  Para os melanócitos a dose de irradiação escolhida foi de 1,5 J/cm², pois houve 

redução significativa da viabilidade a partir da dose de 3 J/cm2 de radiação UV-A 

(figura 7). Além disso, na figura 7B podemos observar a morfologia dessas células antes 

e depois da irradiação.  
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Figura 7: Curva de irradiação de melanócitos. (A) Viabilidade de melanócitos não 

irradiados e irradiados com doses crescentes de irradiação (0.5, 1.5, 3, 6, 12 e 18 J/cm²).  

As células foram analisadas após 24 horas da irradiação por meio do ensaio de MTT. 

(B) Imagens de microscopia óptica dos melanócitos controles, imediatamente após a 

irradiação e 24 horas após a irradiação de 1.5 J/cm². **p< 0,01 em relação ao controle 

(não irradiado). 

Um estudo mostrou que doses de radiação UV-A a partir de 2 J/cm2 reduziram 

a viabilidade melanócitos após 24 horas da radiação (Larsson et al., 2005). O que 

corrobora com os nossos dados, uma vez que apenas as doses de 0.5 e 1.5 J/cm2, não 

reduziram a viabilidade dessas células.  Em relação aos melanomas, um trabalho 

mostrou que doses acima de 5 J/cm² foram capazes de diminuir a viabilidade celular 
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(Izykowska et al., 2009), o que difere dos nossos dados, já que 6 J/cm² não alterou a 

viabilidade da linhagem de melanoma SK-MEL 147, essa diferença pode estar 

relacionada ao espectro de radiação da lâmpada utilizada nos equipamentos. 

A luz UV, corresponde a 6% do espectro de luz solar (Ichihashi et al., 2009), 

porém 95% dos raios ultravioleta que efetivamente chegam a superfície da Terra são 

do tipo UV-A, isso porque a radiação UV-C é totalmente absorvida pelo oxigênio e 

pela camada de ozônio da atmosfera, já a radiação UV-B é parcialmente absorvida 

pelo camada de ozônio da atmosfera e a pequena porcentagem que chega à superfície 

da Terra é altamente danosa a nossa pele, causando queimaduras (Diffey, 2002). Por 

esse motivo, escolhemos a radiação UV-A para o nosso estudo, pois além de ser 

menos danosa, é capaz de atingir as camadas mais profundas da pele, como a camada 

basal da epiderme e a derme, onde se localizam os melanócitos e melanomas (Devi et 

al., 2015). 

A exposição de pessoas a radiação UV depende das variações ambientais locais 

e também de seus comportamentos, tais como, o uso de filtros solares, roupas escuras 

e também do tempo que permanecem ao ar livre (Morris et al., 1995). Um estudo feito 

no Reino Unido mostrou que a variação diária de exposição à luz UV-A durante os 

meses de verão, junho e julho, varia de 20 a 100 J/cm² (Diffey, 2002). Esses dados nos 

mostram que a dose de irradiação escolhida nesse estudo corresponde a uma condição 

totalmente branda, sem lesão no DNA ou indução de oncogênes em células da pele, 

como permanecer pouco tempo sob exposição aos raios UV. Um outro exemplo de 

que nossa condição é branda é um trabalho que irradiou melanócitos com uma dose de 

100 J/cm² para conseguir induzir danos oxidativos no DNA dessas células (Mouret et 

al., 2012). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oz%C3%B4nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Atmosfera
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As diferentes camadas da pele possuem um grande número de cromóforos que 

podem interagir e absorver a luz UV gerando efeitos biológicos positivos ou negativos 

(Juzeniene and Moan, 2012). É muito comum a radiação UV-A desencadear respostas 

não enzimáticas, como a ativação da cascata de sinalização de ceramida em 

queratinócitos após a irradiação, através da indução da expressão de ICAM-1 

(Grether-Beck at al., 2000) e a melanogênese, induzida através da oxidação da 

melanina pré-existente, por precursores melanogênicos ou então pelo movimento 

ascendente de melanossomas em direção à superfície da pele após a radiação UV 

(Miyamura et al., 2007; Coelho et al., 2009). O que nós podemos observar nos 

resultados a seguir é a radiação UV-A induzindo diretamente a expressão de enzimas 

envolvidas nas rotas catabólicas do Trp, efeito que até então, nunca tinha sido 

mostrado em células humanas. 

5.2. Expressão gênica 

5.2.1. Expressão gênica de melanomas após irradiação 

  A radiação UV-A foi capaz de modificar a expressão gênica de algumas das 

enzimas envolvidas na via KYN em melanomas (Figura 8). Os nossos resultados 

mostram que a radiação UV-A aumentou significativamente a expressão de IDO, 

TDO, KYNU e KMO em melanoma, mostrando que a radiação direciona a via para a 

produção de KYN, AA, HAA e HK. 
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Figura 8: Expressão gênica de melanomas das enzimas da via KYN por PCR em tempo real. (A) 

Expressão de IDO; (B) Expressão de TDO2; (C) Expressão de KYNU; (D) Expressão de KMO; (E) Expressão 

de AADAT; (F) Expressão de HAAO; (G) Expressão de NAMPT. Expressão das enzimas da via KYN por 

melanomas (linhagem SK-MEL 147) 12, 24 e 48 horas após a irradiação (3 e 6 J/cm²). O gene GAPDH foi 

utilizado como calibrador da reação. O método comparativo (2-ΔΔCT) foi utilizado para comparar os níveis de 

expressão de RNAm. (*) P < 0.05, (**) P < 0.01 e (***) P < 0.001 em relação ao controle; (#) P < 0.05, (##) P 

< 0.01 e (###) P < 0.001 em relação ao 3J/cm².  N.D: o gene foi dosado, porém não foi detectado. 

 

 

   A expressão de IDO tem sido identificada em diversos tipos de tumores (Lecea 

et al., 2016). Sabe-se que a expressão e atividade de IDO, seguida por depleção de Trp e 

aumento de KYN no microambiente tumoral, induz a inibição da proliferação de 

linfócitos T ativados e aumento de apoptose dessas células, conduzindo ao imuno 

escape tumoral (Suzuki et al., 2010). Além disso, a diminuição da concentração de Trp 
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no soro foi associada com mau prognóstico em pacientes com melanoma, e a expressão 

de IDO por células de melanoma metastático está ligada a uma sobrevivência mais 

curta, indicando que IDO poderia ser um biomarcador útil para o melanoma (Lecea et 

al., 2016; Speeckaert et al., 2004). Apesar da expressão de IDO ser comum em 

melanomas, essa expressão foi maior após a radiação, enfatizando que a radiação UV-A 

poderia contribuir com a progressão tumoral.   

  Além disso, existem alguns estudos que mostram o benefício da radiação UV no 

tratamento de algumas doenças de pele, como psoríase e vitiligo (Mudigonda et al., 

2012), ou ainda no lúpus vulgar, uma condição da pele causada por Mycobacterium 

tuberculosis (Møller et al., 2005). A radiação UV foi o único tratamento eficaz contra 

bacilos tuberculosos na pele antes da introdução da quimioterapia antituberculosa na 

década de 1950 (Lawrence, 2002). Porém, com base nos nossos resultados, que 

mostram aumento da expressão de IDO e TDO após a radiação UV-A, a fototerapia 

para o tratamento de melanomas pode não ser uma boa opção de tratamento. 

  A enzima KYNU, responsável pela conversão de KYN em AA e HAA teve um 

aumento significativo de 30 vezes após 48 horas de radiação com a dose de 3 J/cm² em 

melanomas. Esses dois metabólitos já foram descritos e relacionados a outros tipos de 

tumores, como no câncer de bexiga (Teulings et al., 1973) e além disso, ambos 

metabólitos podem auto-oxidar e gerar radicais intermediários mutagênicos que, como a 

KYN, podem interagir com o AhR (Chung e Gadupudi, 2011). Não só KYNU, mas a 

enzima KMO, responsável pela conversão de KYN em HK também teve um aumento 

significativo após a radiação UV-A nessas células, o que é muito interessante, uma vez 

que já foi mostrado aumento de HK após radiação UV-A em melanócitos oculares 

humanas (Ortwerth et al., 2009). 
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  Em relação a via SER em melanomas, após a radiação UV-A a expressão das 

enzimas TPH1 e ALDH1A2 foi diminuída, já a expressão de DDC teve um aumento 

após 24 horas da radiação a 6 J/cm² e as enzimas AANAT e HIOMT também tiveram a 

expressão aumentada após 48 horas da radiação (figura 9). 
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Figura 9: Expressão gênica de melanomas das enzimas da via SER por PCR em tempo real. (A) 

Expressão de TPH1; (B) Expressão de DDC; (C) Expressão de ALDH1A2; (D) Expressão de AANAT; (E) 

Expressão de HIOMT; (F) Expressão de MPO. Expressão das enzimas da via SER por melanomas (linhagem 

SK-MEL 147) 12, 24 e 48 horas após a irradiação (3 e 6 J/cm²). O gene GAPDH foi utilizado como calibrador 

da reação. O método comparativo (2-ΔΔCT) foi utilizado para comparar os níveis de expressão de RNAm. (*) 

P < 0.05, (**) P < 0.01 e (***) P < 0.001 em relação ao controle; (#) P < 0.05, (##) P < 0.01 e (###) P < 0.001 

em relação ao 3J/cm².  N.D: o gene foi dosado, porém não foi detectado. 

  

  A radiação UV-A inibiu a expressão das enzimas AANAT e HIOMT, porém 

essa inibição foi revertida após 48 horas da radiação, quando essas enzimas aumentaram 

sua expressão, o que indica a produção de melatonina. Além disso, houve uma 
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diminuição da expressão de ALDHA1A2 após a radiação, o que faz sentido, já que a 

radiação direciona a via para a síntese de MLT e não de HIAA.  

  Já foi descrito que as células da pele são capazes de sintetizar MLT e esta síntese 

pode ser induzida ou modificada por radiação UV (Kim et al., 2015). Além disso, os 

efeitos fotoprotetores da melatonina já foram descritos, sendo eles a redução do eritema, 

a proteção contra os danos oxidativos e a prevenção tanto do foto-envelhecimento como 

da fotocarcinogênese induzidos pelos raios UV (Papagiannidou et al., 2014). 

  Além disso, após 24 horas da radiação a 6 J/cm² houve aumento de expressão da 

enzima DDC. Esse resultado é muito interessante se relacionarmos com o bem estar 

proporcionando pela exposição à luz solar (Sivamani et al., 2009), já que essa enzima é 

responsável pela síntese de serotonina e esse metabólito é conhecido por proporcionar 

essa sensação.  

  Na via TRY em melanomas, a radiação UV-A aumentou a expressão da enzima 

INMT em todos os tempos após a irradiação (12, 24 e 48 horas), já a enzima MAOA, 

teve a expressão diminuída após a radiação de 6 J/cm² em todos os tempos (figura 10). 
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Figura 10: Expressão gênica de melanomas das enzimas da VIA TRY por PCR em tempo real. (A) 

Expressão de DDC; (B) Expressão de INMT; (C) Expressão de MAOA. Expressão das enzimas da via TRY por 

melanomas (linhagem SK-MEL 147) 12, 24 e 48 horas após a irradiação (3 e 6 J/cm²). O gene GAPDH foi 

utilizado como calibrador da reação. O método comparativo (2-ΔΔCT) foi utilizado para comparar os níveis de 

expressão de RNAm. (*) P < 0.05, (**) P < 0.01 e (***) P < 0.001 em relação ao controle; (#) P < 0.05 e (##) P 

< 0.01 em relação ao 3J/cm².   

  

Os nossos resultados mostram que a radiação UV-A direciona a via TRY para a 

expressão de INMT, responsável pela produção de DMT e o nosso grupo já mostrou 

que essa linhagem de melanoma é capaz de produzir DMT em condições normais 

(Gomes et al., 2014). O DMT é um potente alucinógeno e apesar da extensa pesquisa 

em relação aos seus efeitos neuroativos, o papel fisiológico desse metabólito 

permanece escasso (Szabo et al., 2016).  
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Muitas pessoas descrevem a exposição ao sol em doses não danosas como sendo 

muito agradável e não só isso, a exposição à luz solar tem sido associada à melhoria da 

energia e humor (Sivamani et al., 2009). Esse efeito pode estar relacionado ao 

aumento da expressão de INMT e consequente produção de DMT pelas células da 

pele, já que esse composto proporciona sensação de bem estar (Barbosa et al., 2016). 

Nós observamos que o aumento da expressão da maioria das enzimas ocorreu na 

menor condição de radiação (3 J/cm²) e na condição de 6 J/cm² essa expressão foi 

diminuída, ou seja, uma pequena dose de radiação foi o suficiente para induzir a 

expressão dessas enzimas. Talvez na condição de 6 J/cm² a expressão seja menor pois 

apesar da célula estar viável, como vimos no ensaio de MTT, algumas alterações já 

podem ter ocorrido nessa célula. Além disso, esse fenômeno acontece com maior 

intensidade após 48 horas da radiação, e pode ser devido a um processo de 

recuperação da célula também.  

5.2.2. Expressão gênica de melanócitos após irradiação 

  A expressão das enzimas da via KYN por melanócitos foi pouco modificada 

após a radiação UV-A. A enzima IDO teve a expressão diminuída após 48 horas e a 

expressão da enzima KMO teve um aumento após 12 horas da radiação (figura 11). 
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Figura 11: Expressão gênica de melanócitos enzimas da via KYN por PCR em tempo real. (A) Expressão 

de IDO; (B) Expressão de TDO2; (C) Expressão de KYNU; (D) Expressão de KMO e AADAT. Expressão das 



 

 

57 

 

enzimas da via KYN por melanócitos 6, 12, 24 e 48 horas após a irradiação (1.5 J/cm²). O gene GAPDH foi 

utilizado como calibrador da reação. O método comparativo (2-ΔΔCT) foi utilizado para comparar os níveis de 

expressão de RNAm. (*) P < 0.05. 

 

 

 Houve aumento da expressão de KMO, enzima responsável pela conversão de 

KYN em HK, após 12 horas da radiação UV-A por melanócitos. O único trabalho que 

relaciona HK com melanócitos foi realizado recentemente pelo nosso grupo, onde foi 

mostrado que após tratamento com IFN-γ, essas células aumentam a produção de HK 

(Clara et al., 2015). Porém já foi mostrado que HK está presente nas lentes oculares 

humanas e atua como um filtro físico eficiente contra os raios UV-A (Tsentalovich  et 

al., 2011) e além disso, esse metabólito tem sua concentração aumentada após radiação 

UV-A nessas lentes (Ortwerth et al., 2009). Então, o aumento da expressão de KMO 

após a radiação UV-A, pode estar envolvido com um mecanismo de proteção da célula. 

 As enzimas envolvidas na via SER também tiveram a expressão pouco 

modificada após a radiação UV-A em melanócitos. A enzima TPH1 teve a expressão 

aumentada após 12 horas da radiação (figura 12). 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsentalovich%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21873681
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Figura 12: Expressão gênica de melanócitos enzimas das via SER por PCR em tempo real. (A) Expressão 

de TPH1; (B) Expressão de AANAT; (C) Expressão de HIOMT; (D) Expressão de ALDH1A2. Expressão das 

enzimas da via SER por melanócitos 6, 12, 24 e 48 horas após a irradiação (1.5 J/cm²). O gene GAPDH foi 

utilizado como calibrador da reação. O método comparativo (2-ΔΔCT) foi utilizado para comparar os níveis de 

expressão de RNAm. (**) P < 0.01. 

 

  Uma das nossas hipóteses inicias era de que após a radiação UV-A tivesse um 

grande aumento da expressão de TPH1, responsável pela síntese de SER, pois acredita-
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se que o efeito positivo causado em pacientes com depressão após terapia com luz seja 

decorrente da síntese de SER na pele. O mesmo poderia ser válido para indivíduos 

sadios e a afinidade por luz. Porém, apesar de observarmos aumento da expressão da 

enzima TPH1 após 12 horas de irradiação de melanócitos, esse aumento foi modesto, o 

que nos leva a pensar que talvez outras células da pele tenham um papel mais relevante 

nesse contexto ou então que outras condições de radiação possam ser mais eficientes. 

 Em relação a via TRY, diferente do que vimos para os melanomas, a radiação 

UV-A diminuiu a expressão de INMT em melanócitos (figura 13). 

 

Figura 13: Expressão gênica de melanócitos da enzima INMT (VIA TRY) por PCR em tempo real. 

Expressão da enzima INMT por melanócitos 6, 12, 24 e 48 horas após a irradiação (1.5 J/cm²). O gene GAPDH 

foi utilizado como calibrador da reação. O método comparativo (2-ΔΔCT) foi utilizado para comparar os níveis 

de expressão de RNAm. (*) P < 0.05; (**) P < 0.01. 

   

Ao observar que as expressões das expressões das enzimas do metabolismo do 

Trp eram, quando muito, apenas minimamente alteradas em melanócitos, nós testamos 

um novo tempo após a radiação (6 horas), porém mesmo nesse tempo, não houve 

aumento de expressão. Isso nos mostra que a célula tumoral tem mais susceptibilidade 

à luz do que a célula normal.  

Alguns trabalhos já mostraram a interação da luz UV-A com melanomas. Sabe-

se que a radiação UV induz a formação de danos no DNA na formação do melanoma, 

porém essa radiação continua causando mutações durante a progressão tumoral (Zhang 
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et al., 2016). Além disso, a radiação UV possui capacidade imunossupressora e 

promove a progressão do melanoma (Halliday et al., 2011). 

Recentemente, tem sido mostrada a importância de pacientes com melanoma 

continuarem se protegendo da radiação solar, não só para se proteger de novos 

tumores, mas também, para se proteger da progressão tumoral (Kamenisch et al., 

2016). Porém, as contribuições da radiação UV na progressão do melanoma não são 

muito claras, embora a radiação UV-A pareça ter uma contribuição significativa 

(Runger, 2016).  Dessa maneira, os nossos dados contribuem para explicar o motivo 

da radiação UV-A promover a progressão dos melanomas, já que após a radiação 

houve aumento da expressão de IDO e TDO nessas células, enzimas que estão 

envolvidas nos mecanismos de progressão e imunoescape tumoral.   

Além disso, melanomas e melanócitos possuem respostas diferentes a radiação 

UV-A, por exemplo, a expressão de IDO é aumentada em melanomas após 48 horas, 

já em melanócitos essa expressão é diminuída, o mesmo podemos observar para a 

enzima INMT em todos os tempos.   

5.2.3. Análise de Microarray 

  A partir dos resultados obtidos, nós procuramos na base de dados GEO DataSet 

estudos que realizaram análises de células da pele após radiação UV, buscando 

alteração no padrão de expressão das enzimas envolvidas nas rotas catabólicas do Trp. 

Com esta finalidade encontramos um estudo identificado como GSE4066 que serviu 

de base para o trabalho: Erbb2 Regulates Inflammation and Proliferation in the Skin 

after Ultraviolet Irradiation. Nesse trabalho os autores utilizaram pele dorsal de ratos 
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não irradiados e irradiados com luz UV total (30% de UV-A, 70% de UV-B e 1% de 

UV-C) e o microarray foi feito após 6 horas da radiação.  

Obtivemos dados referentes a 13 enzimas de interesse. Dentre estas, observamos 

aumento na expressão de MPO, NAMPT, KMO, ALDH1A2, TDO e TPH1 quando a 

pele do dorso de animais radiados é comparada ao controle (figura 14). 

 

  Figura 14: Expressão das enzimas das vias do Trp. Expressão de MPO, NAMPT, 

KMO, ALDH1A2, TDO, TPH1, IDO, INMT, HAAO, AANAT, DDC, MAOA e 

KYNU na pele do dorso de animais expostos ou não a radiação UV. (a) Heatmap 

representando os valores individuais por cores; (b) média fold-change de 4 amostras, 

sendo que as linhas em vermelho representam os genes com diferença estatística 

quando comparados ao não irradiado (no UV). O nível de significância estabelecido 

foi de p < 0,05.  
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Com base nesses resultados, pudemos confirmar que as enzimas envolvidas nas 

rotas catabólicas do Trp são sensíveis a radiação UV e podem ter sua expressão 

alterada em células da pele dependendo da radiação.  

Como visto anteriormente nos nossos resultados, após a radiação UV-A houve 

aumento da expressão de KMO e TPH1 em melanócitos. O mesmo podemos observar 

nesse trabalho, porém além dessas enzimas, outras tiveram aumento de expressão após 

a radiação, como por exemplo a MPO, que teve um aumento de quase 2 vezes na pele 

total após a radiação. Esses dados podem confirmar a nossa ideia de que outras células 

da pele, como queratinócitos ou melanócitos, ou então outras condições de radiação, 

não apenas os melanócitos e radiação UV-A, tenham um papel mais relevante na 

produção dos metabólitos do Trp na pele, como a SER. 
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6. Conclusões 

  Esse trabalho contribuiu para mostrar a capacidade da radiação UV-A em ativar 

a expressão de enzimas envolvidas nas rotas catabólicas do Trp. A radiação UV-A 

aumenta a expressão de enzimas que favorecem o crescimento do tumor, como a IDO 

e TDO. Além disso, a radiação tem a capacidade de diminuir a expressão de algumas 

enzimas, como a ALDH1A2 em melanomas. 

  Por outro lado, a exposição à luz solar tem sido associada à melhoria da energia 

e humor elevado e podemos relacionar esse efeito com o aumento da expressão de 

INMT por melanomas, já que o composto DMT é conhecido por proporcionar 

sensação de bem estar. 

Além disso, a célula tumoral tem mais susceptibilidade à luz do que a célula 

normal, isso porque muitas enzimas tiveram a expressão aumentada em melanomas 

após a radiação, e em melanócitos foram diminuídas ou não tiveram mudanças, por 

exemplo a enzima INMT. Esse resultado vai de encontro a nossa hipótese inicial, pois 

esperávamos um aumento grande na expressão de INMT e TPH1 em melanócitos após 

a radiação, o que justificaria o comportamento de fotofilia. Então, talvez outras células 

da pele tenham um papel mais relevante nesse contexto ou então outras condições de 

radiação possam ser mais eficientes.  

  Até hoje, apenas um trabalho havia mostrado a ativação de uma enzima 

envolvida nas rotas do Trp por luz, que mostrou que a luz UV é capaz de ativar a 

expressão e atividade de TDO em bactérias (Brady et al., 1973). Dessa maneira, os 

nossos resultados são muito interessantes, pois muitos nunca haviam sido mostrados 

em humanos. Então, esse trabalho inaugura uma nova linha de estudo entre luz, pele e 
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metabolismo, porém para uma conclusão de fato, é fundamental a análise 

metabolômica. Esforços têm sido direcionados para que a identificação dos 

metabólitos envolvidos nas rotas catabólicas do Trp seja feita por LC-MS e assim 

complementaremos esses resultados.  
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Biology and the XVI Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012, Rio de Janeiro. 
  International Congress on Cell Biolog. , 2012.

14.  Weimann E; MURATA, G. M.; BORTOLON, J.R.; BRAGA, M. B. S.; Curi, R.; Hatanaka E. 
Topical macadamia oil and palmitoleic acid accelerate wound healing phases. In: VIII Simpósio de Lipideos e
Saúde, 2012, São Paulo.
  VIII Simpósio de LIpídeos e Saúde. , 2012.

Apresentação de trabalho e palestra

1.  BORGES, L. S.; PASSOS, M. E.; BRAGA, M. B. S.; CONEGLIAN, V.; MOMESSO, C. M.; PITHONCURI,
T. C.; GORJAO, R.; Hatanaka E. 
Efeito do treinamento com dança sobre o estado inflamatório de indivíduos diabéticos, 2015.
(Congresso,Apresentação de Trabalho)

2.  BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E. 
Atividade antimicrobiana dos ácidos oleico, linoleico, palmitoléico, EPA, DHA e linolênico em
feridas cutâneas, 2013. (Conferência ou palestra,Apresentação de Trabalho)

3.  BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E. 
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in
wounds, 2013. (Congresso,Apresentação de Trabalho)

4.  BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E. 
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in
wounds, 2012. (Simpósio,Apresentação de Trabalho)

5.  BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E. 
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0166687
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wounds, 2012. (Congresso,Apresentação de Trabalho)

6.  BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E. 
Topical antimicrobial activity of oleic and linoleic acids in wounds, 2012. (Congresso,Apresentação
de Trabalho)

Educação e Popularização de C&T

Curso de curta duração ministrado

1.  BRAGA, M. B. S.
XI Curso de Verão em Bioquímica e Biologia Molecular, 2016. (Extensão, Curso de curta duração
ministrado)

Produção técnica

Demais produções técnicas

1.  BRAGA, M. B. S.
XI Curso de Verão em Bioquímica e Biologia Molecular, 2016. (Extensão, Curso de curta duração
ministrado)

Eventos

Eventos

Participação em eventos

1.  II International symposium on pathophysiology and toxicology and VII Simpósio de pós
graduação em Análises Clínicas  SIMPAC, 2016. (Simpósio) 
.

2.  UoftUSP Workshop on Cancer, Inflammation and Immunity, 2016. (Outra) 
.

3.  XV Simpósio de biossegurança e segurança química e biológica em instituições dede ensino,
2016. (Simpósio)
.

4.  Apresentação de Poster / Painel no(a) Semana Nacional de Ciência e Tecnologia, 2015. (Congresso) 
Efeito do treinamento com dança sobre o estado inflamatório de indivíduos diabéticos.

5.  VI Simpósio de PósGraduação em Análises Clínicas  SIMPAC and I International Symposium on
Pathophysiology and Toxicology, 2015. (Simpósio) 
.

6.  IX Simpósio Lípideos e Saúde, 2014. (Simpósio)
.

7.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XLII Reunião Anual da SBBq, 2013. (Congresso) 
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds.

8.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XVII Encontro de Iniciação Científica, 2013. (Congresso) 
Atividade antimicrobiana dos ácidos oleico, linoleico, palmitoléico, EPA, DHA e linolênico em feridas
cutâneas.

9.  Apresentação de Poster / Painel no(a) 6th Congress of the International Society of
Nutrigenetics/Nutrigenomics (ISNN), 2012. (Congresso)
TOPICAL ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF OLEIC AND LINOLEIC ACIDS IN WOUNDS.

10.  Apresentação de Poster / Painel no(a) SBBC  10th International Congress on Cell Biology, 2012.
(Congresso)
TOPICAL ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF OLEIC AND LINOLEIC ACIDS IN WOUNDS.

11.  Apresentação de Poster / Painel no(a) VIIISimpósio de Lipideos e Saúde2012 , . (Simpósio) 
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds.

12.  VII Symposium on Lipids and Health, 2011. (Simpósio) 
.

Bancas

Bancas

Participação em banca de comissões julgadoras

Outra

1.  II International symposium on pathophysiology and toxicology and VII Simpósio de pós
graduação em análises clínicas  SIMPAC, 2016 
Universidade de São Paulo

Outras informações relevantes
1
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FBC5793
12/2 Tópicos em Análises Clínicas I 03/03/2015 16/06/2015 15 1 100 A N Concluída
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1/1
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