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RESUMO

BRANDAO, J. M. Criptato de lantanideo como nova sonda luminescente para
histoquimica com lectina em tecidos mamarios humanos transformados. 2012.
Dissertacado (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brasil.

Introducédo: Estudos histoquimicos tém mostrado que alteragbes quantitativas e
qualitativas sdo observadas em glicoconjugados da superficie celular durante o
processo neoplasico. A histoquimica com lectinas é uma ferramenta que pode
auxiliar no diagndstico do cancer ao analisar o conteudo sacaridico do tecido
envolvido. A dificuldade em encontrar um método preciso para o diagndstico do
cancer de mama tem conduzido pesquisas em busca deste objetivo. Criptatos de
europio sdo complexos com propriedades luminescentes que absorvem radiagao
ultravioleta e emitem no comprimento de onda na faixa do visivel. Biomoléculas
conjugadas aos criptatos podem funcionar como sondas luminescentes. Objetivos:
Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de novos macrociclos de
lantanideos conjugados a lectinas como sondas luminescentes para o diagndstico
e/ou prognéstico de tumores de mama empregando a histoquimica com lectinas.
Metodologia: As lectinas UEA-I (Ulex europeus agglutinin) e Con A (Concanavalina
A), ambas a 200 pg/mL e especificas para L-fucose e D-glicose/D-manose,
respectivamente, foram conjugadas ao criptato de Eu** (0,13 e 0,88 mg) por ligacéo
direta utilizando como solvente o tampao fosfato de sédio 10mM pH 7,2, contendo
NaCl 150mM (PBS). A caracterizacdo dos conjugados foi realizada por meio da
atividade hemaglutinante (AH), dicroismo circular e ensaios de luminescéncia. Vinte
e quarto biopsias de tecidos mamarios (fibroadenoma - FIB, tumor benigno, n=10);
carcinoma ductal invasivo (CDI, tumor maligno, n=10) e tecido normal (controle, n=4)
foram incubadas por 2 h com os conjugados na histoquimica com lectinas. Lectinas
conjugadas com FITC também foram utilizadas. Por fim, os tecidos foram analisados
em espectrofluorimetro e a intensidade de emissao usada para comparacao entre as
amostras. Resultados: As anadlises para caracterizar os conjugados mostraram que
o reconhecimento a carboidratos pelas lectinas e as propriedades luminescentes do
criptato de Eu®" foram mantidas apos a conjugagao. Quanto a marcagao em tecido,
nédo foi registrada emissdo em amostras controles. FIB e CDI exibiram marcagéo
apenas quando marcadas com Con A-cript(Eu®*) (emissdo média de 12x10° u.a em
FIB e 9,5x 10° u.a. em CDI). Todos os tecidos foram positivos quando tratados com
lectinas conjugadas ao FITC, sendo o tecido normal marcado com maior intensidade
pela UEA-I e o CDI, pela lectina Con A. Concluséo: A intensidade de luminescéncia
das sondas mostrou padroes diferentes, refletindo a expressdo de carboidratos nos
tecidos estudados. O conjugado Con A-crip(Eu®*") se destaca como sonda
luminescente potencial para a histoquimica com lectinas, uma vez que apresentou
marcagoes equivalentes aquelas resultantes do uso do FITC tornando-se util como
ferramenta auxiliar para o diagnéstico.

Palavras-chave: Criptato de eurodpio (lIl). Lectina. Cancer de mama.



ABSTRACT

BRANDAO, J. M. Lanthanide cryptate as a new luminescent probe for lectin
histochemistry in transformed human breast tissues. 2012. Dissertation (Master’s

degree). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Background: Histochemical studies have shown that quantitative and qualitative
changes are observed in cell surface glycoconjugates during neoplastic process.
Lectin histochemistry is a tool that can assist diagnosis of cancer by analyzing
saccharide content of the tissue involved. The difficulty in finding an accurate method
for diagnosis of breast cancer has conducted research in pursuit of this goal.
Europium cryptates are complexes with luminescent properties that absolve
ultraviolet radiation and emit at a wavelength in the visible range. Biomolecules
conjugated to cryptates can function as luminescent probes. Objectives: This study
aimed to evaluate the potential of new lanthanide macrocycles conjugated lectins as
luminescent probes for prognosis and/or diagnosis of breast tumours using lectin
histochemistry. Methodology: UEA-I (Ulex europeus agglutinin) and Con A
(Concanavalin A), both at 200 mg/mL and specific for L-fucose and D-glicose/D-
manose, respectively, were incubated with Eu®* cryptate (0.13 and 0.88 mg) by direct
bond in 10mM phosphate buffer solution, pH 7.2, containing 150mM NaCl (PBS).
The characterization of the conjugates was performed via hemagglutinating activity
assay (HAA), circular dichroism and luminescence assays. Twenty-four biopsies of
breast tissues (fibroadenoma - FIB, benign tumour, n=10), invasive ductal carcinoma
(IDC, malignant tumour, n=10) and normal tissue (control, n=4) were incubated for 2h
with conjugates using lectin histochemistry protocol. FITC-labeled lectins have also
been used. Finally, the tissues were analyzed by spectrofluorometer and the
emission intensity was used for comparison between samples. Results: The analysis
to characterize the conjugates showed that the recognition of carbohydrates by
lectins and the luminescent properties of the Eu®* cryptate were maintained after
conjugation. Control samples submitted to histochemistry reported no ion emission.
FIB and IDC exhibited emission only when labeled with Con A-cryp (Eu®*) (average
emission of 12x10° a.u. in FIB and 9.5 x 10° a.u. in IDC). All tissues were positive
when treated with lectin conjugated to FITC, being normal tissue stained with greater
intensity by UEA-I and IDC by Con A lectin Conclusion: The luminescence intensity
of the probes showed different patterns, reflecting the expression of carbohydrates in
the tissues studied. The conjugate Con A-cryp(Eu®*) stands out as luminescent probe
potential for lectin histochemistry, since made equivalent staining to those resulting
from the use of FITC, making it useful as an auxiliary tool for the diagnosis .

Keywords: Europium (lll) cryptate. Lectin. Breast cancer.
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1 INTRODUGAO

O céancer € um grupo de doencgas que surge a partir de células anormais com
potencial replicativo ilimitado. Na mama, esta neoplasia é a segunda mais frequente
no mundo e a mais comum entre as mulheres (INCA, 2011; WHO, 2008). Embora o
cancer de mama seja considerado um cancer com prognéstico relativamente bom,
quando diagnosticado precocemente, continua levando a 6bito um numero elevado
de mulheres no Brasil devido ao diagnéstico em estagios avancgados (INCA, 2011).

Para superar essa dificuldade e acompanhar a evolugdo da doencga, estudos
de biomarcadores no cancer vém sendo desenvolvidos (LEVENSON, 2007; MISEK;
KIM, 2011). Macromoléculas como os carboidratos sao inseridos nessa categoria
por se entender seu importante papel na codificacdo de informacdes bioldgicas, seja
em processos fisiologicos ou patolégicos. Variagbes no tipo ou no numero de
agucares em glicoconjugados das membranas celulares sdo importantes para
compreensao do desenvolvimento de varias doencas, inclusive o cancer
(GUIMARAES et al., 2008; MISLOVICOVA, et al., 2009). Estudos em diversos tipos
de céncer ja demonstraram o envolvimento estreito entre a glicosilagao alterada e o
processo carcinogénico (LIMA et al., 2010; MELO-JUNIOR et al., 2006; REGO,
2009; SOBRAL et al., 2010).

Uma técnica usada para avaliar esse nivel de alteracdo € a histoquimica com
lectinas. Essas ultimas s&o (glico) proteinas com capacidade de reconhecer
especificamente carboidratos e oligossacarideos, livres ou em glicoconjugados
(IRKRATSCH et al., 2009; SOBRAL et al., 2010). Com esse método observa-se o
padrdao de glicosilagcdo de glicoconjugados em diferentes estagios fisioldgicos e
patolégicos (LEATHEM; ATKINS, 1983; REGO, 2009). Para que a lectina seja
visualizada no local de marcagéo no tecido, elas sdo conjugadas a moléculas com
propriedades enzimaticas, fluorescentes ou quimioluminescentes, como por
exemplo, peroxidase, isotiocianato de fluoresceina (FITC), éster de acridina, entre
outros (CAMPOQOS et al., 2006; LIMA, et al., 2010; WANG et al., 2010).

Complexos com ions lantanideos sao excelentes dispositivos para aplicagao
em bioensaios devido as propriedades fotofisicas (MARTINS et al., 2010;
SOTOMAYOR et al, 2008). Entre estes destaca-se o criptato de eurdpio (llI),

supramolécula com propriedades luminescentes, que apresenta alta estabilidade
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cinética e fotoquimica. O mesmo absorve radiagao ultravioleta e emite na regido do
visivel (VILA NOVA, 2003). Portanto, diante dessas vantagens, o criptato de Eu (lll)
vem sendo testado, pelo nosso grupo, como marcador luminescente em
histoquimica com lectinas.

Este trabalho propdés uma investigacdo em tecidos tumorais mamarios
benignos e malignos utilizando histoquimica com lectinas conjugadas a criptatos de
lantanideos a fim de caracterizar tecidos mamarios humanos e assim disponibilizar
uma ferramenta auxiliar que possa contribuir para o diagnostico destas patologias.

Neste trabalho serdo abordados tépicos sobre o cancer de mama assim como
biomarcadores utilizados para o auxilio do seu diagndstico, sendo destacado o uso
de marcadores luminescentes como dispositivos que indicam a deteccdo da

marcacao. A divisdo dos topicos encontra-se disposta como relacionada abaixo:

e Estrutura do tecido mamario: E apresentada a histologia e morfologia
do tecido mamario humano, chamando atencio para as propriedades
da células-tronco mamairias.

e O cancer e o cancer de mama: Nesta secdo é abordada a diferenca
entre os tumores mamarios, benignos e malignos, assim como os
principais métodos de diagnostico dos tumores da mama.

e Biomarcadores: Sao inseridos nesta categoria os carboidratos, bem
como as sondas utilizadas para identifica-los, ou seja, as lectinas e
suas aplicacdes através de histoquimica com lectinas.

e Marcadores Luminescentes: Neste topico encontram-se informacdes
sobre as propriedades, caracteristicas e aplicagbes dos criptatos de

lantanideos.
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2 JUSTIFICATIVA

Doengcas da mama agrupam um numero consideravel de modificagcoes
celulares do tecido mamario humano feminino com uma incidéncia elevada nesta
populacdo. Muitas destas patologias sdo consideradas benignas, ndo acarretando
grandes mudangas no comportamento social das mulheres ou mesmo limitagdes
para as mesmas. No entanto, estudar biomarcadores especificos para alteracdes
benignas da mama é de grande relevancia uma vez que esta ferramenta pode
fornecer informagdes bioldgicas importantes na diferenciagdo entre estas patologias
e outras malignas. Assim a aplicacdo de lectinas conjugadas aos criptatos de
lantanideos permitira a investigacao de carboidratos como biomarcadores por meio
de métodos histoquimicos auxiliando na caracterizacao e diferenciacdo de tecidos
mamarios humanos (normais e transformados) e contribuindo clinico-

patologicamente com o progndstico e/ou diagndstico destas patologias.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar o potencial de novos macrociclos de lantanideos conjugados as
lectinas como sondas luminescentes para o diagnéstico e/ou prognéstico de tumores

de mama empregando Histoquimica com Lectinas.
3.2 ESPECIFICOS

v Conjugar o criptato de Eu®" as lectinas comerciais (UEA-I e Con A);

v Caracterizar o conjugado lectina-criptato de Eu** utilizando andlise de
luminescéncia, atividade hemaglutinante e dicroismo circular;

v' Avaliar o glicocédigo de gliconjugados da superficie celular de tecidos
mamarios humanos (Normal - controle, Fibroadenoma - FIB e Carcinoma
Ductal Invasivo - CDI) empregando histoquimica com lectinas conjugadas ao
criptato de Eu®";

v' Comparar o perfil sacaridico dos tecidos sob estudo através do uso dos

conjugados lectinas-Crip(Eu**) e lectinas-FITC.
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4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 Estrutura do tecido mamario
As glandulas mamarias, que tem como principal fungéo a secregao o leite,

estdo situadas na parede anterior do térax e sdo compostas por varias estruturas

conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Componentes estruturais da mama.

Acino Menor parte da glandula e responsavel pela
producéo do leite durante a lactagao.

Lébulo mamario Conjunto de acinos.

Lobo mamario Conjunto de I6bulos mamarios que se liga ao

mamilo através de um ducto

Ductos mamarios Conduzem a secregao (leite) até o mamilo.
Tecido glandular Conjunto de Iébulos e ductos.
Mamilo Protuberancia elastica onde desembocam os

ductos mamarios.

Aréola Estrutura central da mama onde se projeta o
mamilo.
Tecido adiposo Todo o restante da mama é preenchido por

tecido adiposo.

Fonte: SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO PARANA, 2011.

O tecido mamario € uma estrutura complexa que apresenta heterogeneidade
celular, controlada pela agdo hormonal e por varios fatores locais (COURTILLOT et
al., 2005).

A glandula mamaria € um 6rgao unico que sofre remodelacdo extensa e
diferenciagdo, mesmo em adultos. Alteragdes hormonais em cada ciclo menstrual
induzem ondas de proliferagdo no epitélio mamario, enquanto que a gravidez leva a
ramificacado distal externa e alveologénese (formagédo de novos alvéolos) (POLYAK,
2007).

A gléandula normal compreende um sistema de ramificagcdo ductal-lobular
revestida por uma camada interna de células epiteliais luminais e uma camada
externa de células mioepiteliais separada do estroma intersticial pela membrana
basal intacta (TOILLON et al., 2007).
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O tecido glandular da mama € do tipo tubulo-alveolar, constituido por 12-20
lobos, formados por Iébulos e estes por acinos. Cada lobo é drenado por um canal
excretor préprio, o canal lactifero. O tecido de suporte da mama inclui tecido adiposo
e tecido conectivo fibroso que ddo a mama sua forma e tamanho, revestindo a
glandula completamente (AMERICAN CANCER SOCIETY (b), 2011; BERNARDES,

2011). A figura 1 ilustra a estrutura de uma mama normal.

Figura 1 — Morfologia da mama normal.

ais

Fonte: AMERICAN CANCER SOCIETY (a), 2011.

Uma classe de células que pode esta envolvida com o desenvolvimento do
cancer de mama sao as células-tronco epiteliais mamarias. As células-tronco sao
definidas como células com capacidade de dar origem a varios tipos de células
diferenciadas e de auto-renovagao, caracteristicas estas semelhantes as
encontradas nas células malignas (POLYAK, 2007). Ja foi demonstrado que células
com propriedades semelhantes as células-tronco sao necessarias para o
desenvolvimento da glandula mamaria normal, sugerindo que essas dao origem as

células epiteliais luminais e mioepiteliais (POLYAK, 2007).
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4.2 O cancer e o cancer de mama

4.2.1 O cancer

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células, invadindo tecidos e 6rgaos (INCA,
2011). Modificagdes que levam ao cancer incluem alteragbes genéticas, em que ha
mudanga na sequéncia de DNA. Outra forma de alterar o programa das células é
através de modificagdes epigenéticas que envolvem alteracdo no padrdo de
expressao génica mediada por modificagdes no DNA e/ou histonas, sem haver
alteragdo direta da sequéncia de nucleotideo dos genes (MARTINKOVA et al.,
2009). Essas duas formas de alteragdo estdo presentes em cénceres humanos e
induzem mudangas na expressao de genes que serao herdados pelas geragbes
subsequentes (WHO, 2008).

As células normais completam o ciclo celular seguindo uma sequéncia
ordenada de fases que as permitem replicar sem dar origem a células anormais. No
ciclo celular existem pontos de controle nos quais sao verificados a qualidade do
DNA replicado, anormalidades na divisdo dos cromossomos, entre outras atividades.
Caso seja percebida anormalidade, a divisdo celular para, permitindo o reparo
adequado do material danificado (WARD, 2002). Nas células cancerigenas o DNA
danificado ndo é reparado desencadeando uma série de erros (AMERICAN
CANCER SOCIETY (a), 2011).

Como consequéncia, surgem os tumores que sdo tecidos complexos
formados por tipos celulares variados que interagem de maneira heterogénea uns
com os outros. Para entender a biologia do céncer algumas caracteristicas e
habilidades permitem as células cancerigenas sobreviver, proliferar e disseminar.
Essas propriedades, chamadas de hallmarks do céancer incluem sinalizagao
proliferativa sustentada, inabilidade em responder aos supressores de crescimento,
potencial replicativo ilimitado, indugdo da angiogénese, resisténcia a morte celular
(apoptose) e invasdo e metastase. Recentemente, inflamagao e fuga da destruigao
imunoldgica foram propostas como marcos adicionais envolvidos na patogénese de
alguns e, talvez, de todos os canceres (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 2 — Etapas de formacao do cancer em tecido epitelial, partindo de uma célula cancerigena até
a invasao.

I f
(a) Células normais; (b) aumento do numero de células (hiperplasia); (c) surgimento de célula
transformada; (d) células transformadas reproduzem-se de maneira desordenada e invadem tecidos
adjacentes; (e) células cancerigenas invadem a corrente sanguinea; (f) na corrente sanguinea podem
atingir outros 6rgaos (metastase).
Fonte: WHO-IARC, 2008.

A figura 2 ilustra o processo de progressao tumoral a partir de uma célula
cancerigena até a invasao. As células tumorais podem entrar na corrente sanguinea
de forma direta, atravessando os vasos sanguineos, ou indiretamente, atravessando
vaso linfatico e desembocando na corrente sanguinea (ALBERTS et al., 2002).

Durante a transformacédo maligna as células passam por varias mudancgas
conforme ja citado acima. Algumas das alteragdes observadas nessas células sdo o
tamanho e o formato dos nucleos das células que se tornam irregular, podendo
ocorrer até a falta das proteinas da matriz nuclear (figura 3). No nucleo de células
normais € possivel observar a lamina nuclear (purpura). Esta lamina se conecta ao
envelope nuclear bimembranar pela face citoplasmatica. A lamina se liga a
cromatina na sua face interna e, na maioria dos tipos celulares, a lamina associada
ao dominio da cromatina corresponde a heterocromatina (verde). A superficie dos
nucléolos também ¢é local de formacado de heterocromatina (amarelo). A matriz
nuclear, composta por proteinas da matriz nuclear (NMP), representadas por
circulos azuis, forma o esqueleto nuclear nao-cromatina que participa da
organizagao espacial da cromatina e outras moléculas. Além disso, 0 nucleo da
maioria das células normais tem forma regular e elipsoide. Ja no nucleo de células
tumorais sdo observados formato irregular e dobramentos, provocando agregados
de heterocromatina. Os nucléolos podem ser aumentados e as NMP’s especificas
podem estar ausentes. Embora todos esses eventos possam ocorrer, nem todas as

mudancas s&o observadas simultaneamente nos nucleos das células cancerigenas,
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bem como diferentes anormalidades se relacionam a tipos diferentes de cancer
(ZINK, FISCHER AND NICKERSON, 2004).

Figura 3 — Estrutura nuclear de células normais e cancerigenas.

Nature Reviews | Cancer

(a) nucleo de célula normal; (b) nucleo de célula tumoral.
Fonte: ZINK, FISCHER AND NICKERSON, 2004

4.2.2 Tumores mamarios: lesées benignas e o cancer de mama

Doengas na mama sao comuns em mulheres, tendo destaque os tumores que
sdo classificados em benignos e malignos de acordo com o potencial de
invasividade e de desenvolver metastase. Tumores benignos crescem como massas
expansivas coesas que permanecem localizadas no local de origem e nao tém
capacidade de infiltragdo, invasao ou de metastase para locais distantes como os
tumores malignos (MEISNER et al., 2008).

Os fibroadenomas, inseridos nessa categoria, sdo considerados um grupo de
I6bulos hiperplasicos da mama de desenvolvimento anormal (WAKEEL; UMPLEBY,
2003) ou como o resultado de processos hiperplasicos do tecido conectivo das
unidades lobulares (GALLEGOS et al., 2010). Representam uma leséo frequente da
mama (GURAY; SAHIN, 2006), uma vez que 80% dos tumores mamarios
detectados em exames clinicos evidenciam essa alteracdo (NAZARO; REGO;

OLIVEIRA, 2007). Ela ocorre em cerca de 25% das mulheres de forma assintomatica



28

e a faixa etaria de maior incidéncia é de 15 a 35 anos de idade (GURAY; SAHIN,
2006).

O fibroadenoma parece surgir no estroma intralobular especializado sendo
constituido por tecido fibroso e glandular. Cresce como um nodulo esférico e mével
com tamanhos variando de 1 cm até formas gigantes de 10-15 cm. O padréo
histolégico € um estroma fibroblastico, celular e delicado, parecido com o estroma
intralobular (COTRAN et al., 1996).

O céncer em contrapartida € um tumor maligno que pode atingir qualquer
parte do corpo, tendo como principal caracteristica sua rapida capacidade de criar
células anormais as quais crescem além se seus limites e podem invadir partes
adjacentes e espalhar por outros orgaos (MEISNER et al., 2008).

O cancer tornou-se, nas ultimas décadas, um evidente problema de saude
publica internacional afetando paises de todos os niveis econdmicos. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) tem a expectativa de 27 milhdes de casos incidentes de
cancer para o ano de 2030. No Brasil, as estimativas para 2012 e 2013 apontam a
ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de neoplasias. Dentre estes,
o cancer de mama, que ja € o segundo tipo mais freqiente no mundo, é o mais
comum entre as mulheres (WHO, 2008; INCA, 2011). A cada ano, 23% dos casos
novos de cancer em mulheres sdo de mama, chegando a quase 53 mil em 2012 e
2013 (ver tabela 2).

Tabela 2. Numero de casos novos estimados para populagao brasileira em 2012 e 2013 dos tipos de
cancer mais incidentes, com excegao de pele ndo melanoma.

Localizagao primaria  casosnoves  percentual Localizagao primaria casos noves  percentual
Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52,680 27.9%
Traqueia, Bringuio e Pulmao 17.210 8.8% Colo do Utero 17.540 8.3%
Golon e Reto 14.180 7.3% Cdlon & Reto 15.960 8.4%
Estdmago 12.670 6.5% Glandula Tireoide 10,590 5.6%
Cavidade Oral 9.990 51% Traqueia, Bronquio & Pumao 10110 5,3%
Esdfago 7.770 4.0% Estdmago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3.2% Ovario 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3% Corpo do Utero 4520 2.4%
Linfoma nao Hodgkin 5.190 2,7% Linfoma nao Hodgkin 4.450 2.4%
Sistema Nervoso Gentral 4 820 25% Sistema Mervoso Gentral 4 450 24%

Fonte: INCA, 2011

No Nordeste, esta neoplasia é responsavel por 8.970 casos novos de
canceres em mulheres, sendo considerada a principal causa de morte entre as
mulheres com cancer. Dentre os estados do Nordeste destaca-se Pernambuco, o

estado com maior incidéncia (2.190 casos novos) (INCA, 2011).
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Existem varios tipos de fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
mama. Alguns desses nao podem ser alterados como idade ou raga; outros, sao
relacionados a escolha pessoal como a pratica de fumar, beber ou habitos
alimentares. O risco também é aumentado para pessoas que tem histéria pessoal ou
familiar de cancer e mutagcdes nos genes de susceptibilidade ao cancer de mama,
BRCA1 e BRCA2, embora essas mutagdes sejam responsaveis somente por 5-10%
de todos os cénceres de mama. Alguns fatores podem influenciar mais que outros e
o risco de cada pessoa pode ser alterado ao longo do tempo, de acordo com a idade
e o estilo de vida. (AMARICAN CANCER SOCIETY (a), 2011).

O desenvolvimento do cancer de mama envolve estagios patoldgicos
iniciando com hiperplasia epitelial atipica, progredindo para carcinomas in situ,
seguindo para carcinomas invasivos e, culminando em doenca metastatica. O
carcinoma ductal invasivo (CDI) é o tipo mais comum de cancer mamario,
responsavel por 70 — 85% de todos os canceres de mama (CHEN et al., 2011).
Neste as células mioepitelias e a membrana basal estdo ausentes e as células
tumorais estdo dispersas no estroma (TOILLON et al., 2007).

O CDI consiste em células de revestimento ductal malignas dispostas em
corddes, ninhos celulares solidos, tubulos, glandulas, massas anastomosantes e
uma mistura destas caracteristicas. Nestas lesbées fica evidente a invasdo do
estroma de tecido conjuntivo pelas células malignas (COTRAN et al., 1996).

Tumores benignos apresentam aspectos distintos dos tumores malignos
(canceres, propriamente ditos). A figura 4 ilustra a diferenca entre um tumor
glandular benigno (um adenoma) e um tumor glandular maligno (um
adenocarcinoma). E possivel perceber que as células tumorais benignas s&o
circundadas pela membrana basal, diferentemente das células cancerigenas que
sao distribuidas sem delimitagao.

O estudo de tumores benignos como o fibroadenoma tem sido retomado
apos a publicagédo do trabalho de Dupont e colaboradores (1994) ao demonstrarem
um aumento no risco relativo de 3,1 para o desenvolvimento do cancer de mama
onde havia previamente um fibroadenoma com alteragdes intralesionais. Em 2009,
Hodges e colaboradores ao procurarem por evidéncias sobre a transformagao de
fibroadenomas da mama em tumores fildides malignos encontraram que, em ambos

0s casos, ocorre uma perda alélica nos genes D22S5264 e TP53, sugerindo que
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esses genes supressores tumorais possam ter papel importante na progressao do

fibroadenoma até o tumor fildide.

Figura 4 — llustragao diferencia tumores benignos de malignos.

Tubulos da Tubulos da Capsula do tecido Tubulos da . .
glandula glandula conectivo fibroso glandula Tubulos da glandula
normal neoplasica de tumor benigno normal cancerosa, Invasiva

Adenoma (benigno) Adenocarcinoma (maligno)

A esquerda, tumor benigno (adenoma); a direita, tumor maligno (adenocarcinoma).
Fonte: ALBERTS et al., 2002

4.2.3 Diagnostico de tumores mamarios

Para avaliar lesbes da mama é realizado o teste triplo, que inclui citologia
aspirativa por agulhamento fino, a biépsia de fragmento (core biopsy) e técnicas de
radio e imagem como ultrassonografia e mamografia. O primeiro teste € muito util
para orientar o médico quanto a decisdo a ser tomada com relacdo aos
procedimentos seguintes. Entretanto, o diagnostico muitas vezes ndo dimensiona a
propor¢do real do problema, pelo fato do patologista apenas coletar amostras
circundantes da area lesionada (RAO et al., 2010). Por este motivo, a bidépsia de
excisao é essencial para afastar a possibilidade de malignidade a ser tratada com
intervencgao cirurgica (KUMAR, 2010).

O ultrassom ¢é utilizado para diagnosticar fibroadenomas e adequag¢des no
equipamento possibilitam a visualizagdo de varias alteragbes morfoldgicas, desde
hiperplasia ductal atipica até um carcinoma em um fibroadenoma. No entanto, esta
ultima alteragdo nao é facil de ser detectada uma vez que sinais caracteristicos nao
podem ser evidenciados até que ocorra a violagdo na falsa capsula (RAO et al.,
2010).
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Outro método diagndstico para essas neoplasias € a mamografia que
apresenta sensibilidade entre 85-95%. Entretanto, devido a especificidade dessa
técnica ser pequena, procedimentos diagndsticos adicionais geralmente s&o
necessarios (CALADO, ABREU E LIMA, 2004).

4.3 Biomarcadores

Em 2001, o termo biomarcadores foi definido pelo grupo de trabalho do
Instituto Nacional de Saude como “uma caracteristica que é objetivamente medida e
avaliada como um indicador do processo bioldgico normal, patogénico ou resposta
biolégica a uma intervengao terapéutica” (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2001 apud ASADULLAH; KRAMER, 2011).

Em outras palavras, sdo moléculas quantificaveis, incluindo DNA, RNA,
proteinas e metabdlitos, que sao encontrados em fluidos corporais ou tecidos, em
niveis anormais que sinalize uma condigédo patolégica como o cancer (WHO, 2008).
Uma molécula secretada por uma neoplasia ou uma resposta especifica do corpo
diante da presencga do cancer, sdo exemplos de biomarcadores (WHO, 2008).

Existem varias categorias de biomarcadores, dando destaque aqueles que
indicam o estado e a severidade da doencga e, aqueles de estratificagdo que auxiliam
na selecdo de pacientes com maior possibilidade de se beneficiar do tratamento
(ASADULLAH; KRAMER, 2011).

Os biomarcadores ja sao bem estabelecidos em oncologia, e é provavel que
mudem a situagdo clinica dramaticamente nos préximos anos (ASADULLAH;
KRAMER, 2011). Mudancgas na expressao de genes e de proteinas ou modificagao
destes podem ser usados para detectar canceres, determinar progndstico e
monitorar o progresso da doencga e resposta terapéutica (WHO, 2008).

No cancer, biomarcadores sao responsaveis por inferir caracteristicas do
tumor que o distingue do tecido normal correspondente, podendo definir riscos e
estagios do desenvolvimento tumoral além de estratificar pacientes para o melhor
tratamento assim como ajudar na vigilancia da recorréncia da doengca (LEVENSON,
2007).
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4.3.1 Carboidratos

Os primeiros indicios da presenca de agucar na superficie das células e a
visdo destes acucares como potenciais marcadores foram observados por Watkin e
Morgan (1952 apud SHARON; LIS, 2004).

Glicanos sao conjuntos covalentes de acgucares (oligossacarideos e
polissacarideos) que existem nas formas livre ou em complexos covalentes com
proteinas ou lipidios, formando os glicoconjugados (FUSTER; ESKO, 2005).

A superficie das células € composta por muitas por¢coes de carboidratos,
principalmente oligossacarideos associados a lipidios e proteinas de membrana ou
peptidoglicanos. Esse ambiente extracelular € conhecido como matrix extracelular
(MEC) ou glicocalix (MAURYA et al, 2010). Essa localizagéo permite o desempenho
de funcdes como sinalizacdo, adesao e reconhecimento, atuando em reacdes
imunolodgicas, e funcionando como receptores e transdutores em processos
regulatorios como crescimento celular e apoptose (FUSTER; ESKO, 2005;
GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011; MAURYA et al., 2010).

Pelo fato de carboidratos possuirem a habilidade de codificar informacgdes
biologicas, esse potencial os tornam moléculas de reconhecimento em diversos
processos fisiologicos e patoldgicos. Alteragdes no numero e/ou tipos e/ou local de
agucares em glicoconjugados das membranas celulares sdo cruciais no
desenvolvimento e evolugdo de varias doencas, incluindo o diabetes,
imunodeficiéncia, neurodegeneracéo, doengas hereditarias e cancer (GUIMARAES
et al., 2008; MISLOVICOVA et al., 2009). Varios glicanos ja foram identificados como
mediadores-chaves de eventos fisiopatoldgicos durante as diferentes etapas da
progressao tumoral (FUSTER; ESKO, 2005; POTAPENKO et al., 2010).

4.3.2 Lectinas

O primeiro relato sobre lectinas ocorreu em 1888 quando Peter Hermann
Stillmark publicou sua tese de doutorado a respeito da toxicidade de extratos de
Ricinus communis (mamona). Ele observou que extrato de sementes da mamona
era capaz de aglutinar eritrécitos, devido a presengca de uma proteina, a ricina
(MORENO, 2008). Pouco tempo depois, Hellin demonstrou a presenca de outra

hemaglutinina em extratos de Abrus precatorius (Jequiriti), a qual foi chamada de
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abrina (SHARON; LIS, 2004). Entretanto, estudos sobre estas proteinas so6
comegaram a ganhar mais espago anos mais tarde, abrindo uma vasta area de
aplicagao para as lectinas.

Por definicdo, lectina € o nome dado a todas as proteinas, de origem nao
imunoldgica, que possuem a capacidade de aglutinar células e reconhecer
especificamente carboidratos em oligossacarideos e glicoconjugados (ISKRATSCH
et al., 2009; SOBRAL et al.,2010). Essas macromoléculas tém percorrido um longo
caminho desde sua primeira detecgdo em plantas, como hemaglutininas, até seu
status atual, como molécula de reconhecimento ubiqua com uma diversidade de
funcdes e aplicagdes (GEMEINER et al., 2009).

Em 1936, Sumner e Howell revelaram que a lectina Concanavalina A (Con A),
presente em extratos de sementes de Canavalia ensiformis, era capaz de aglutinar
moléculas de glicogénio e, que na presenga de sacarose a aglutinagao era inibida. A
partir desses fatos foi possivel compreender como ocorria a interacao entre lectinas
e carboidratos.

A maioria das lectinas € multimérica, consistindo em subunidades associadas
de forma ndo covalente, com subunidades homodlogas, idénticas, ou heterdlogas,
diferentes. E essa estrutura que possibilita as lectinas a aglutinacdo de células ou
formagdo de agregados com glicoconjugados de maneira t&do similar quanto ao
complexo antigeno-anticorpo (LEI; CHANG, 2009).

As lectinas se ligam aos carboidratos através de pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas altamente especificas e reversiveis (WU et al.,, 2009).
Estudos estruturais realizados em lectinas de animais sugeriram que a atividade de
ligacdo a carboidratos da maioria das lectinas foi gerada por residuos de
aminoacidos designados como “dominio de reconhecimento a carboidrato” (CRD). O
CRD reconhece o terminal ndo reduzido de residuos de carboidratos em
glicoproteinas e (glicolipidios da membrana celular (GHAZARIAN; IDONI,
OPPENHEIMER, 2011).

Alguns residuos de aminoacidos presentes no sitio de ligagao ao carboidrato
sdo altamente conservados e responsaveis por fornecer a base para a interagao
lectinas-carboidratos. Ja a especificidade da ligagdo ocorre como consequéncia da
variabilidade de aminoacidos nas outras regides do sitio de ligagdo ao carboidrato
(AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005).
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A principio acreditava-se que lectinas eram somente provenientes de plantas,
mas ao longo dos estudos descobriu-se que estao presentes também em animais e
microrganismos desempenhando fungdes cruciais. Nos diferentes organismos, as
lectinas podem cumprir varias fungdes, como por exemplo, em microrganismos,
virus, bactérias e parasitas, essas proteinas tem papel na infecgado. Foi demonstrado
em 1950 que a hemaglutinina do virus influenza é responsavel pela aderéncia do
virus as ceélulas hospedeiras como um preé-requisito para a infecgdo (SHARON; LIS,
2004). Ja nas plantas, atuam na defesa e em simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio. Nos animais, as lectinas tém papel na imunidade inata, atuam na
regulacédo do ciclo celular, na modulacdo das interagdes célula-célula e célula-
substrato, etc (SHARON; LIS, 2004).

Devido ao fato das ligacdes lectina-carboidrato serem especificas, as lectinas
tem sido usadas para compreensdo de varios processos biolégicos (WU et al.,
2009). Controle da migracao de linfocitos para 6rgaos linféides especificos ou para
locais de inflamacgao, controle da biossintese de glicoproteinas e de seu trajeto no
interior das células, participacdo da sinalizacao celular e coordenacao de interacdes
celulares do sistema imune, sdo exemplos de alguns eventos bioldégicos com o
envolvimento de lectinas (SHARON, 2008).

Por serem moléculas versateis, as lectinas tém sido utilizadas para: a)
identificacdo e separacéo de células; b) detecgao, isolamento e estudos estruturais
de glicoproteinas; c) sondas histoquimicas e citoquimicas; d) mapeamento de vias
neuronais; e) estimulacdo mitogénica de linfécitos, dentre outras (SHARON; LIS,
2004).

Tabela 3 — Especificidade de lectinas na ligagao aos carboidratos.

Lectina Abreviacao Residuo de Acgucar Especifico

Dolichos biflorus agglutinin DBA a-D-N- acetil-galactosamina

Peanut agglutinin PNA D-Galactose (B1> 3)-D-N-acetil-

galactosamina

Canavalia ensiformis Con A a-D-manose > a-D-glicose

agglutinin

Wheat germ agglutinin WGA (D-N-acetil-glicosamina)n > Acido
neuraminico

Ulex europaeus agglutinin | UEA-I a -L-fucose

Fonte: AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005; DOMENEGHINI et al., 2005.
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Alguns exemplos de lectinas sdo apresentados da tabela 3. Dentre as lectinas
citadas, destacam-se a concanavalina A, que possui estrutura e propriedades bem
conhecidas, e a Ulex europaeus |, que reconhece L-fucose, o unico carboidrato que
possui L-configuragcdo no homem.

O interesse pelas lectinas é crescente e chama a atencao pelo fato de serem
consideradas ferramentas vantajosas para histo- e citoquimica, sendo aplicadas na
analise das alteragdes de glicoconjugados de superficie celular durante processos
fisiologicos e patoldgicos, desde a diferenciagéo celular ao cancer (BLOMME, et al.,
2009; GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011; SHARON; LIS, 2004).

4.3.2.1 Ulex europaeus | (UEA-I)

A UEA-I é uma metaloglicoproteina hemodimérica, tendo cada subunidade
aproximandamente 27 KDa (AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000).

A primeira lectina de Ulex europaeus, identificada como carqueja, ficou
conhecida por aglutinar eritrécitos tipo O. Essas células (eritrocitos tipo O),
desprovidas de atividade A ou B, foram originalmente designadas como tendo
atividade zero (O). Na verdade, o terminal da unidade trissacaridica na superficie de
células do tipo O provou ser o precursor dos determinantes dos grupos sanguineos
A e B (AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000). Este terminal da unidade
trissacaridica € o determinante H tipo 2, sendo a a-fucose definida como unico
determinante do grupo sanguineo e reconhecida pela lectina UEA-I (AUDETTE;
VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000; MISLOVICOVA et al., 2009).

Embora lectinas de leguminosas apresentem sequéncias e estruturas
similares, suas ligagdes especificas a carboidratos diferem grandemente. Para a
lectina UEA-I o sitio de ligacdo a carboidrato é considerado como sendo uma
depressao formada pelos residuos de aminoacidos Glu44, Thr86, Asp87, Gly104-
Gly105, 1le130, Val134, Asn135, Trp137, Tyr220 e Arg223 (AUDETTE;
VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000).

Em lectinas leguminosas ions metalicos positivamente carregados sé&o
componentes estruturais dessas proteinas. Eles estdo adjacentes ao sitio de ligagéo
sendo muito freqlente a ocorréncia dos ions calcio e manganés. A presenca desses

ions € considerada como uma ajuda para bloquear a estrutura terciaria da lectina e,
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assim, manter a conformacado mais favoravel (estavel) para ligagdo ao carboidrato.
Na lectina UEA-I tanto o ion calcio quanto o manganés estdo presentes em cada
subunidade (AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000).

A figura 5 exibe a estrutura da lectina Ulex europaeus | mostrando os sitios

de ligacao a carboidratos.

Figura 5 — Estrutura da lectina UEA-I.

Em cinza claro, o ion manganés; em cinza escuro, o ion calcio.
Fonte: AUDETTE et al.(2002 apud PDB, 2011).

4.3.2.2 Concanavalina A (Con A)

Proteina ligadora de carboidrato e extraida do feijao, Canavalia ensiformis € o
membro mais bem estudado dentro da familia de lectinas leguminosas (PDB, 2011,
SHARON, 2008). Caracteriza-se por ser uma proteina tetramérica, com 237
animoacidos, constituida por monOmeros quase idénticos. Sua estrutura
tridimensional foi determinada nos anos 70, sendo uma das primeiras lectinas a ter
essa estrutura conhecida (LIGHT —-WAHL; WINGER; SMITH, 1993).

A composicdo de um monémero de Con A é dominado por um extenso
arranjo de B-folha, que associa-se como um dimero de dimeros formando um
tetramero de 100 kDa (DEACON et al., 1997).

Assim como a lectina UEA-I, a Con A também é uma metaloproteina ja que
possui ions metalicos na sua composigdo, calcio e manganés, os quais sao

necessarios para a ligagado com o sacarideo (DEACON et al., 1997).
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A figura 6 ilustra a estrutura da Concanavalina A livre, sendo observados os

ions calcio de manganés.

Figura 6. Estrutura da Con A sem ligante.

Em cinza claro, o ion manganés e em cinza escuro, o ion calcio.
Fonte: HARDMAN; AINSWORTH (1972, apud PDB, 2011).

Apresenta especificidade para os agucares D-glicose e D-manose, sendo o
glicano ancorado a proteina por meio de varias pontes de hidrogénio e interagdes de
van der Waals (SHARON, 2007). As interacdes estdo centradas no nucleo
trimanosideo, encontrado em todos os glicanos N-ligados. A coloragdo em
histoquimica utiliza as especificidades destas interacdbes como ferramenta basica
para o uso da Con A (NAISMITH; FIELD, 1996).

4.3.3 Histoquimica com lectinas

A técnica de histoquimica convencional utiliza como ferramenta de avaliacéo
a morfologia das células e dos tecidos, auxiliada por corantes. Os corantes mais
utilizados nos procedimentos histologicos sdo a hematoxilina e a eosina (TIMM,
2005). No entanto, diagndsticos morfologicos sdo subjetivos, uma vez que aspectos
morfolégicos de um tumor podem mascarar o seu verdadeiro comportamento
biolégico (TEPPO, 2003).

Estudos histoquimicos tém mostrado que alteracbes quantitativas e

qualitativas sdo observadas em glicoconjugados de superficie celular durante
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processos oncogénicos (CAMPOS et al., 2006; LIMA et al., 2010; SOBRAL et al.,
2010).

Ja se sabe que a dglicosilagdo alterada constitui uma via universal para
transformacdo e progressao tumoral (PINTO et al., 2010). A glicosilagdo € um
processo no qual residuos de carboidratos sao adicionados a glicoproteinas ou
glicolipideos da membrana celular, a qual tem importancia para o desempenho
normal da fungdes fisioldgicas e sua alteragdo leva a estados patoldgicos, como
cancer. Além disso, a (glicosilagdo aberrante esta relacionada com a maior
habilidade de células tumorais invadirem tecidos vizinhos, metastizar e fugir do
mecanismo de reparo (YUAN et al., 2008).

Dentro deste contexto, a técnica de Histoquimica com Lectinas vem sendo
utilizada em adicdo a imunohistoquimica como ferramenta auxiliar para diferenciar
tecidos normais e transformados. Através de secg¢des de parafina, lectinas sao
tradicionalmente estudadas via coloracdo direta ou indireta. Essa técnica é
composta por diversas etapas. A desparafinizagdo € realizada inicialmente para
remogao da parafina na qual o tecido € embebido. A segunda etapa corresponde ao
tratamento enzimatico, que possibilita o reconhecimento por lectinas de carboidratos
inacessiveis. E, por fim, a etapa de incubagcdo com as lectinas que torna possivel o
reconhecimento a carboidratos especificos. O grupo de pesquisa Biomarcadores no
Cancer utiliza lectinas através da histoquimica como ferramentas auxiliares no
diagndstico e progndstico de neoplasias benignas e malignas humanas através da
caracterizacao do perfil sacaridico de glicoconjugados celulares. Um grande numero
de lectinas tem sido empregadas como ferramenta histoquimica no diagnostico
histopatolégico em tecidos humanos da cavidade oral (SOBRAL et al., 2010), do
cérebro (BELTRAO et al., 2003), da mama (BELTRAO et al., 2001, 1998; CAMPOS
et al., 2006; CAZET et al., 2010, SANTOS et al., 2006), de prostata (LIMA et al.,
2010), dentre outros.

Em 2003, Beltrdo et al. avaliaram o uso da lectina de Parkia pendula como
marcador histoquimico para meningioma meningotelial. Esta lectina mostrou-se
como ferramenta muito Util para caracterizar o tumor assim como para diagndstico
clinico e histopatolégico. No estudo de Sobral e colaboradores (2010), a
histoquimica com lectinas foi utilizada para distinguir a biologia celular e o grau de
histolégico em carcinoma mucoepiderméide da glandula parétida. Outro estudo

recente utilizou lectinas presentes em sementes de Cratylia mollis como sondas



39

histoquimicas no estudo de tecidos prostaticos humanos: normal, com hiperplasia e
com carcinoma prostatico (LIMA et al., 2010).

Desta forma, a pratica do uso de histoquimica com lectinas é avaliada como
um instrumento importante e quando aplicada na investigagao de estudos de tecidos

transformados pode auxiliar no diagndstico de diversas patologias.

4.4 Marcadores Luminescentes

O termo luminescéncia foi introduzido em 1988 pelo fisico alemao Eilhardt
Wiedemann para os fendmenos de emissao de luz que nao sofressem aumento de
temperatura (KUPLICH, 2007), podendo ser obtida por processos mecanicos,
quimicos, elétricos ou pela agao direta da luz (WEISZFLOG, 2007).

A luminescéncia molecular € a emissdao de radiagdo eletromagnética
(geralmente na regiao do visivel), proveniente de moléculas que foram excitadas,
quando estas retornam ao estado fundamental. Esse fendmeno € denominado
fotoluminescéncia quando a absorgao de fotons é responsavel pela excitacdo da
molécula, ou seja, pela elevacdo dos elétrons de valéncia de um orbital menos
energético para um orbital de maior energia (KUPLICH, 2007).

A luminescéncia pode ser induzida de varias formas: a fotoluminescéncia é
obtida a partir da absorgdo de radiagdo eletromagnética (geralmente UV); a
eletroluminescéncia, a partir de uma voltagem elétrica; luminescéncia de raios X, a
partir de raios X; quimioluminescéncia, a partir de energia de uma reagao quimica,
etc (VILA NOVA, 2003).

A figura 7 ilustra um dos mecanismos de luminescéncia existentes. O ativador
(A) absorve radiacéo e o elétron passa para o nivel excitado (A*), ao retornar ao
estado fundamental por processos radioativos ® podera apresentar luminescéncia,
como também podera ceder calor ao sistema caso o retorno ocorra por processos
nao radioativos (NR) (MARTINS; ISOLANI, 2005).



40

Figura 7. Mecanismo de Luminescéncia.

A%

A

A Y_Y

(A) Ativador; (A*) elétron excitado; (R) processo radioativo (NR) processo nao radioativo.
Fonte: MARTINS; ISOLANI, 2005

Marcadores luminescentes sdo ferramentas comuns usadas em ensaios
bioldgicos tanto em sistemas in vivo como in vitro, tendo grande aplicabilidade em
imunologia para o diagndstico clinico (SANTOS et al., 2006).

Diversas caracteristicas apresentadas por marcadores fluorescentes resultam
em diferentes propriedades como fotoestabilidade, intensidade de luz, solubilidade e
resisténcia a mudancga de pH (MAHMOUDI et al., 2011).

Dentre os marcadores fluorescentes o FITC é um marcador tradicional e
versatil que emite no comprimento de onda do verde. Contudo, ao utilizar este
marcador encontram-se limitacbes como a baixa fotoestabilidade e intensidade de
luz (MAHMOUDI et al., 2011).

Na verdade, a fotodegradacédo é um fator limitante que ocorre com a maioria
dos compostos luminescentes. A fotodegradacgao € a destruigdo fotoquimica de um
fluoréforo devido a geragédo de espécies de oxigénio reativas como um subproduto
da excitagao fluorescente. Assim como a autofluorescéncia biolégica em células e
tecidos de mamiferos pode ser um problema na deteccdo de sondas fluorescentes.
Nessas estruturas estdo presentes coenzimas flavinas e nucleotideos piridina
reduzidos que apresentam comprimento de excitacdo e emissdo em 450 nm — 515
nm e 340 nm — 460 nm, respectivamente (ROBINSON; STURGIS; KUMAR, 2009).

Estudos com diferentes tipos de marcadores luminescentes como quantum
dots, éster de acridina e criptato de eurdpio (Ill) ja foram desenvolvidos para
aplicacdo na forma de bioconjugados na tentativa de contornar estas dificuldades
(CAMPOS et al., 2006; SANTOS et al., 2006; VILA NOVA, 2003) . Utilizando essas

moléculas para este fim obtém-se um método seguro e de baixo custo, além de
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adquirir alta especificidade e sensibilidade nos resultados (MARTINS; ISOLANI,
2005).

4.4.1 Criptatos de Lantanideos

Os lantanideos encontram-se no 6° periodo entre os blocos s e d na tabela
periodica e também sdo conhecidos como elementos terras raras (ANTUNES;
WARDELF; PIMENTEL, 2008). Segundo recomendac¢des da |IUPAC, usam-se os
termos lantanideos para designar a série de elementos da tabela periddica desde o
lantanio (La) até o lutécio (Lu), e o termo terras raras, quando aos lantanideos sao
incluidos o escandio (Sc) e o itrio (Y) (MARTINS; ISOLANI, 2005).

Complexos de ions lantanideos tém recebido atengdo devido as suas
propriedades fotofisicas e seu uso como candidatos para uma variedade de
aplicagées (MARTINS et al., 2010; SOTOMAYOR et al. 2008). Algumas de suas
propriedades luminescentes podem ser citadas como seu tempo de vida longo,
bandas de emissio estreitas além da possibilidade de formar complexos com varias
classes de ligantes. Dentre os ions lantanideos trivalentes, o eurdpio (Eu) e o térbio
(Tb) séo os dois mais estudados em solugao (MARTINS; ISOLANI, 2005).

Embora os ions lantanideos apresentem caracteristicas desejaveis, a
luminescéncia por excitacdo direta do ion é pouco eficiente, ja que eles nao
possuem uma alta absorgédo molecular. Assim, € necessario utilizar um ligante cujo
papel é absorver a luz e transferir a energia para o ion lantanideo. Com isso, o ion é
capaz de apresentar luminescéncia de forma eficiente. Esse processo conhecido
como efeito antena pode ser visualizado na figura 8 (MARTINS; ISOLANI, 2005).

Figura 8. Efeito antena para sensibilizagao de lantanideos.

Ln(lil)

TE
Antenna

excitacao excitacdo

(L) Luminescéncia; (TE) transferéncia de energia.
Fonte: MOORE; SAMUEL; RAYMOND, 2009.
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O mesmo efeito pode ser representado através do diagrama de mecanismo

de transferéncia de energia (Figura 9).

Figura 9. Mecanismo de transferéncia de energia de um sensibilizador para um centro

ativador.
S’ Alﬂ
' TE TR
—Y A,
eXc.
em.| (luminescéncia)
S vy A

(S) sensibilizador no estado fundamental; (S*) sensibilizador no estado excitado; (TE)
transferéncia de energia; (NR) processo nao radioativo; (A1* e A2*) estados excitados do ativador A;
(A) ativador no estado fundamental.

Fonte: MARTINS; ISOLANI, 2005

Algumas caracteristicas fazem desses complexos excelentes reveladores tais
como alta estabilidade cinética e termodindmica, eficiéncia na transferéncia de
energia do quelato para o ion Ln, tempo de vida longo, alta sensibilidade de
deteccéo e facilidade para se ligarem a biomoléculas, como as proteinas (MARTINS
et al., 2010; MARTINS; ISOLANI, 2005; SA et al., 2000). Varios grupos tem se
dedicado ao design de novos e eficientes complexos de lantanideos com ligantes
organicos tais como: acidos carboxilicos aromaticos, 3-dicetonas, criptandos, dentre
outros (YAN; XU, 2005).

Os criptandos sao macrociclos com uma cavidade tridimensional sendo
capazes de encapsular metais (BANDEIRA et al.,2009). Complexos de ions
lantanideos, como os criptatos de Eu®", apresentam varias vantagens quando
comparados aos compostos luminescentes ja comercializados, como o FITC.
Apresentam boa solubilidade em agua, elevada estabilidade cinética e fotoquimica,
demonstrando grande potencial para aplicagédo em sistemas bioldgicos (VILA NOVA,

2003). A figura 10 apresenta a estrutura de um criptato de lantanideo.
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Figura 10 — Estrutura do criptato de lantanideo.

Fonte: VILA NOVA, 2003.

Criptatos de lantanideos (Eu®* e Tb>*) conjugados a lectinas ja foram
utilizados como ferramenta auxiliar em histoquimica para marcacdo de tumor de
mama diagnosticado com carcinoma ductal invasivo (VILA NOVA, 2003; MENEZES,
2007). Desta forma, medidas de intensidade luminescente permitem a determinagéo
quantitativa seletiva e sensivel de uma variedade de tumores, revelando, de acordo
com as alteragdes do perfil de carboidratos a possibilidade de uma lesdo benigna

evoluir para um quadro maligno.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Selecao de Casos

Neste trabalho foram selecionadas 24 bidpsias de tecidos mamarios humanos
sendo 10 com fibroadenoma (FIB), um tipo de tumor benigno, 10 com carcinoma
ductal invasivo (CDI), um tumor maligno, e 4 oriundas de mastoplastia redutora
bilateral, utilizada como controle normal. As bidpsias utilizadas constavam no
arquivo do Setor de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas — UFPE e do
arquivo do Setor de Patologia do LIKA-UFPE, doadas pelo Hospital do Cancer de
Pernambuco e pelo LACEN (Laboratério Central de Saude Publica). Esses casos
obtiveram seus diagndsticos mediante o uso da técnica de coloragdo hematoxilina e
eosina (H.E.) por patologistas das respectivas instituicdes. As bidpsias foram
utilizadas sob aprovagcao do Comité de Bioética do Centro de Ciéncias da Saude da
UFPE (SISNEP FR - 272931, CEP/CCS/UFPE N° 195/09).

5.2 Conjugacio das Lectinas aos Criptatos de Eu**

Por meio do banco de dados Pubmed foi feito um levantamento da sequéncia
primaria de aminoacidos de cada lectina, UEA-l e Con A, a fim de conhecer os
grupamentos terminais de suas cadeias laterais.

A lectina UEA-I, cuja identidade no PDB (Protein Data Bank) & 1FX5,
caracteriza-se por ser uma metaloglicoproteina que se liga ao grupo sanguineo
humano determinante H do tipo 2, sendo especifica para o agucar L-fucose
(AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000; SOBRAL et al., 2010). Distigue-
se como uma proteina dimérica de peso molecular de 68.000 daltons composta de
484 residuos de aminoacidos. Destes, 84 residuos apresentam cadeias laterais
terminadas em grupamentos aminas ou amidas e 48 residuos apresentam cadeias
laterais terminadas em grupamentos carboxilicos. A figura 11 ilustra a sequéncia
primaria de aminoacidos de um mondémero da UEA-I, na qual os aminoacidos que
apresentam cadeias laterais terminadas em grupamentos aminas ou amidas est&o
corados em azul e os que apresentam cadeias laterais terminadas em grupamentos

carboxilicos estiao corados em vermelho.
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Figura 11 — Sequéncia primaria de aminoacidos de um mondémero da lectina UEA- I.

10 20 30
SBBE LSFKFKNFSQNGKRBLSFQGNASVYI ETG

40 50 60
VLQLNKVGNNLPBETGGI ARYI API HI WNGC
70 80 90
NTGELASFI TSFSFFMEBETSANPKAATBGLT
100 110 120
FFLAPPBSPLRRAGGYFGLFNBTKTCEHESS SYDQ
130 140 150
TVAVEFBT!I GSPYVNFWBPGFPHI GI BVNCYV
160 170 180
KSI NAEBERWNKRYGLNNVANVE! ! YEBEASSKT
190 200 210
LTASLTYPSBQTSI svTsI VBLKE! LPEWYV
220 230 240
SVGFSGSTYI GRQATHEVLNWYFTSTFINT
242
N S

Fonte: Adaptado do PDB (www.rcsb.org).

A Con A (PDB: 1JBC) € uma lectina especifica para os agucares a-D-manose
e a-D-glicose (SOBRAL et al., 2010). Caracteriza-se por ser uma proteina
tetramérica de peso molecular de 102.332 daltons, composta 948 residuos de
aminoacidos. Destes, 148 residuos apresentam cadeias laterais terminadas em
grupamentos aminas ou amidas e 100 residuos apresentam cadeias laterais
terminadas em grupamentos carboxilicos. A figura 12 ilustra a sequéncia primaria de
aminoacidos de um mondmero da lectina Con A, na qual os aminoacidos que
apresentam cadeias laterais terminadas em grupamentos aminas ou amidas estao
corados em azul e os que apresentam cadeias laterais terminadas em grupamentos

carboxilicos estio corados em vermelho.




Figura 12 — Sequéncia de aminoacidos de um mondémero da lectina Con A.
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10 20 30
ABT I VAVELBTYPNTRB!I GBPSYPHI G B K
40 50 60
SVR SKKTAKWNMQ@QNGKVYGTA l 1 YNS D K R
70 80 90
LSAVVSYPNABSATVSYBVE BNV LP W V R
100 110 120
VGLSASTGLYKETNTI L SWS TSKLK NST
130 140 150
HETNALHFMFNQFSKBQKEBL L QGHE A TGT
160 170 180
BGNLELTRVS S SNGSPQGSSVGRALTFYAPVH
190 200 210
| WESSAVVASFEATFTFLI KsSPBsHPARBG

220
BSsI PSGST

230

A FFI S NI GRLLGLEFP

Fonte: Adaptado do PDB (www.rcsb.org).

Os criptatos de Eu®" utilizados neste trabalho foram sintetizados no
Laboratério de Terras Raras (BSTR) do Departamento de Quimica Fundamental —
UFPE.

Com base no numero de residuos de aminoacidos de cada lectina foi
calculada a quantidade de criptato a ser utilizada para a conjugacgéo nas proporgoes

de 1:1 e 1:2 (residuos de aminoacido: criptato) conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Quantidade de criptato de Eu® usada para conjugacao com as lectinas
UEA-I| e Con A nas proporgdes de 1:1 e 1:2.

Lectina Proporgéio N° de mol Massa (mg)
UEA-I 1:1 1,41 x 107" mols 0,16
UEA-I 1:2 2,82 x 10" mols 0,32
Con A 1:1 7,8 x 107" mols 0,44
Con A 1:2 15,6 x 107 mols 0,88

Como os criptatos utilizados estavam funcionalizados com o etilenodiamina, a
conjugagao foi realizada somente através da ligacdo direta aos grupamentos
carboxilicos da sequéncia de aminoacidos (48 residuos para a lectina UEA-I e 100

residuos para a lectina Con A). Portanto, se os residuos de aminoacidos estivessem
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estericamente desempedidos, a conjugagao ocorreria na proporcado de 1 mol da
lectina UEA-I para 48 mols de criptato de Eu**, assim como 1 mol da lectina Con A
para 100 mols de criptato de Eu®*.

Com base na Tabela 4, uma solucdo de criptato de Eu** foi incubada com
uma solugao da lectina (200 pg/mL), em tampao fosfato (PBS) 100 mM pH 7,2, por
2h a 25°C. Apds a conjugacgao, a solucao de lectina-criptato foi submetida a dialise
(Dialysis Tubing Cellulose — AldrichSigma Ltda) contra PBS, a 4° C por 16 horas, sob

agitacao.
5.3 Caracterizagdo dos conjugados lectinas-criptato de Eu®*

Foram realizados ensaios de atividade hemaglutinante e de dicroismo circular
para verificar a preservacgao da atividade biolégica da lectina e da sua estrutura apds
a conjugacao com o criptato. Assim como, ensaios de luminescéncia também foram

feitos a fim de conferir a emissdo do ion Eu** apds a conjugagéo com as lectinas.
5.3.1 Atividade Hemaglutinante

A atividade biolégica das lectinas (reconhecimento a carboidratos) foi
analisada com ensaios de hemaglutinagdo em placas de microtitulagdo. Em cada
poco da placa foram adicionados 50 uL da solugédo de NaCl 0,15 M. A partir do
segundo pog¢o foram adicionados 50 uL da amostra (lectinas nativas ou lectinas
conjugadas ao criptato) realizando uma diluicéo seriada. Por fim, foram adicionados
50 uL de eritrécitos de coelho ou eritrocitos humanos tratados com glutaraldeido, de
acordo com Beltrdo et al. (1998). A determinagéo do titulo da AH foi realizada apos
45 minutos, a 25°C.

5.3.2 Dicroismo Circular (CD)

A técnica de Dicroismo circular (CD) é baseada no desvio da luz
circularmente polarizada que incide sobre compostos assimétricos. Através desta
técnica pode-se estudar a estrutura secundaria das proteinas avaliando-se o

carbono alfa dos aminoacidos.
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As medidas de dicroismo circular foram obtidas a partr de um
espectropolarimetro (Jasco J-815 CD Spectrometer), no Laboratério Multiusuario de
Nanotecnologia do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).
Foram analisadas amostras de criptatos, lectinas ndo conjugadas e conjugadas ao
criptato de Eu®*. Todas as amostras foram solubilizadas em tamp&o PBS 0,01 M, pH
7,2. Diferentes concentracbes de amostras foram testadas (0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL;
0,4 mg/mL; 0,01 mg/mL).

5.3.3 Ensaios de Luminescéncia

As medidas de luminescéncia estatica e dinamica sdo baseadas na emissao
da radiagao eletromagnética. A luminescéncia com medida resolvida no tempo tem
como finalidade acrescentar informacbes aquelas obtidas pelas medidas
estacionarias. Com esta técnica pode-se obter o tempo que a molécula permanece
no estado excitado, ou seja, o seu tempo de vida. Com isto & possivel verificar se
uma amostra contém varios fluoréforos distintos, ou mesmo, indicar a presenca de
um unico fluoréforo (NAKAEMA; SANCHES, 1999).

Os espectros de luminescéncia das amostras foram registrados em um
espectrofluorimetro SPEX-FLUOROG 2 com monocromadores duplos SPEX 1680,
no Laboratoério dos Elementos do Bloco-f, Instituto de Quimica, USP-SP. As medidas
foram realizadas a temperatura ambiente (~25°C = 298 K) utilizando-se uma cubeta
de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico. Como fonte de luz foi utilizada uma
lampada de xendnio de 450 W, quando utilizada de modo continuo, e outra de 150
W, no modo pulsado. Desta forma o fluorimetro operou tanto como um fluorimetro
em estado estacionario como resolvido no tempo para a medicdo e analise de
espectros de excitacdo e emissao de fluorescéncia. Todos os dados espectrais
foram coletados em um angulo de 22,5° (frontal face). Todas as medidas foram
registradas com fendas (entre 1,0 e 3,0 mm) nos monocromadores de excitagéo e
emissao, bem como filtros na regiao do ultravioleta (370 e 399 nm) para eliminar a
emissao de 22 ordem da lampada. O espectro de excitacdo das proteinas foi obtido
entre 200 e 400nm e a emissao foi monitorada entre 400 e 700nm. Os espectros de
excitacdo e emissao dos criptatos e dos conjugados lectinas-criptatos de Eu®" foram

obtidos seguindo os mesmos parametros utilizados para as proteinas.
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5.4 Histoquimica em tecidos mamarios humanos usando os conjugados

lectinas-criptato de Eu**

Foram utilizados cortes de 4um de espessura de tecidos mamarios humanos
(normais, FIB e CDI) e fixados em laminas de vidro. Os tecidos foram
desparafinizados em xilol, hidratados em alcool etilico e tratados com solugcédo de
tripsina 0,1%, por 2 min a 37°C. Apds esta etapa, os tecidos foram incubados com
0s conjugados lectinas-criptato de Eu®" por 2h a 4°C, seguindo para coloragéo
somente com hematoxilina ou hematoxilina e eosina. Tecidos sem corantes também
foram experimentados. Ao final, foram testados como meio de montagem das
laminas dois materiais: 0 PBS e a glicerina. A histoquimica sem a lectina também foi

realizada sendo a incubagéo da amostra apenas com o criptato de Eu®".
5.4.1 Analise Espectroscopica

A marcacéo dos tecidos foi avaliada através da excitacdo por radiacdo UV e
emissdo na regido do visivel por meio do espectrofluorimetro, o0 mesmo utilizado
para caracterizacdo dos conjugados em solugdo. Todas as medidas foram
registradas numa area de 3,0 mm x 8,00 mm, sendo cada amostra de tecido
analisada em trés areas diferentes. Filtros (370 e 399nm) foram usados quando
necessario. A emissdo foi monitorada entre 400 e 700 nm e a intensidade da
emissdao foi empregada como critério de comparagcdo de marcagcdo entre as

amostras.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

A conjugacdo das lectinas aos criptatos de Eu®" foi realizada através dos
grupamentos carboxilicos, uma vez que o crip(Eu®*) esta funcionalizado com
etilenodiamina. Os conjugados obtidos foram submetidos a dialise e, posteriormente,
foi feita a caracterizacdo destes a fim de verificar a preservagao da estrutura e da
funcao bioldgica. Por fim, as sondas luminescentes estabelecidas foram usadas para
marcagao de tecidos mamarios humanos através da histoquimica com lectinas.

6.1 Caracterizagdo dos Conjugados Lectinas-Crip(Eu**)

6.1.1 Atividade Hemaglutinante (A.H.)

Através deste teste foi avaliada a preservagdo da atividade biolégica das
lectinas ap6s sua ligacdo aos criptatos de Eu** Como descrito na metodologia, esse
ensaio foi realizado com eritrécito glutarizado de coelho para Con A que apresentou
atividade bioldgica tanto na sua forma pura quanto conjugada aos criptatos de Eu
(Figura 13). A atividade hemaglutinante da UEA-I foi realizada utilizando eritrocitos
humanos dos tipos A, AB e O. O tipo sanguineo humano O foi o escolhido para
comparar a atividade biolégica da lectina UEA-I, uma vez que essa tipagem

apresentou maior AH para a referida lectina (Figura 14).

F|ura 13— Teste da atmdade hemalutmante da Iectlna Con A com erltromtos de coelho.

Teste positivo tanto para a lectina pura (A) quanto para a lectina conjugada (B).
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Figura 14 — Atividade hemaglutinante da lectina UEA-I com eritrocitos de coelho e eritrécitos
humanos.

(A) Teste negativo realizado com eritrécitos de coelho. Testes positivos realizados com eritrocitos
humanos: (B) lectina pura; (C) lectina conjugada ao crip(Eu3+).

A ocorréncia da maior atividade hemaglutinante pelos eritrocitos humanos
tipo O se deve ao fato destes tipos celulares serem conhecidos por ndo possuirem
atividade A ou B, portanto expondo a a-fucose, a qual é reconhecida pela UEA-I
(AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000).

6.1.2 Dicroismo circular (CD)

O dicroismo circular (CD) fornece informagdes acerca das alteragbes nas
estruturas das proteinas, as quais sdo imprescindiveis para a funcdo dessas
biomoléculas. O CD é o resultado da absorg¢ao diferencial da luz circularmente
polarizada que incide sobre compostos assimétricos (quirais) (KELLY; JESS; PRICE,
2005). Assim, a luz ao incidir sobre a amostra sofrera uma modificacdo na sua
diregao (para direita ou para esquerda) o que resultara em um sinal do CD. Um sinal
de CD pode ser observado devido a: o cromoforo € intrinsecamente quiaral devido a
sua estrutura, ou € covalentemente ligado a um centro quiral na molécula ou é
localizado em um ambiente assimétrico em virtude da estrutura tridimensional
assumida pela molécula (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

Em proteinas, os croméforos de interesse incluem a ligagdo peptidica, a
cadeia lateral dos aminoacidos aromaticos e as ligagdes dissulfeto (KELLY; JESS;
PRICE, 2005).

Para realizacdo do CD varias concentragcbes foram testadas, no entanto, a
que obteve melhor resultado foi de 0,1mg/mL por apresentar um espectro com
menor ruido. A figura 15 apresenta o comparativo entre o espectro do dicroismo
circular da UEA-I pura e conjugada aos criptatos de Eu®". Pode-se observar que o

maximo positivo e o minimo negativo foram praticamente mantidos, significando que
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a estrutura secundaria da lectina ndo foi desestabilizada pela conjugacédo. Esse

resultado corrobora o fato da manutengao da AH apés a conjugagao.

Figura 15 — Espectro do dicroismo circular comparando a amostra da lectina UEA-I pura e do
conjugado, UEA-I-Crip(Eu3+), na concentragdo de 0,1 mg/mL.
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Figura 16 — Espectro do dicroismo circular apresentando a absorgao das amostras da lectina Con A e
do conjugado Con A-Crip(Eu3+), na concentragao de 0,1 mg/mL..
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O espectro de dicroismo circular da Con A pode ser visto na figura 16.
Foram observadas alteracbes quando os espectros da lectina pura e
conjugada sao comparados. Esse resultado pode justificar a diminuigdo consideravel

da atividade hemaglutinante da lectina Con A apds a conjugacao. No entanto, estes
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resultados ndao impedem o uso desta lectina para sua aplicagao final, uma vez que

ela apresenta atividade bioldgica.
6.1.3 Ensaios de Luminescéncia

Analises espectroscépicas foram realizadas em duas situagdes distintas.
Primeiro, os conjugados Con A-crip(Eu**) e UEA-I-crip(Eu*) foram analisados em
solugdo. No segundo momento, os conjugados foram usados em ensaios
histoquimicos, conforme descrito em sec¢ao adiante.

Os ensaios de luminescéncia das solugdes foram realizados conforme

descrito na tabela 5.

Tabela 5 — Descrigdo das solugdes analisadas nos ensaios de luminescéncia.

Amostra Concentragao
Criptatos de Eu®* 4,028mg/mL
PBS 0,1M
UEA-| 200ug/mL
Con A 200ug/mL
UEA-I-Crip(Eu®") 200pg/mL
Con A-Crip(Eu®") 200pg/mL

As conjugagbes nas propor¢des 1:1 e 1:2 foram testadas como mostra a
figura 17. Devido a menor intensidade da emissao apresentada no conjugado com
propor¢cao 1:1 e da possibilidade em se utilizar o conjugado com proporg¢ao 1:2, os
conjugados analisados foram preparados conforme a segunda opcao.

Nos espectros de luminescéncia das lectinas puras o comprimento de onda
de excitacado foi 293,8 nm e 379,2nm para UEA-I e de 377 para Con A. Ao passo
que 0 maximo de emissao ocorreu em 405,6nm e 438,2nm para a UEA-|l e 473,4nm

para a Con A (ver Tabela 6).
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Figura 17 — Espectro de emissao do conjugado UEA-I-Crip(Eu3+) em diferentes propor¢des.
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Lectina-criptato 1:1 (vermelho); lectina-criptato 1:2 (preto).

Tabela 6 — Resultados das medidas de excitagao e emissao das amostras testadas.

A em. (nm) A em. (nm) A em. (nm) A em.maximo  INntensidade

Amostra A exc. (nm) D, 'F4 Dy 'F, Dy 'F, (nm) Max. (u.a.)
UEA-I 293,8 - - - 405,6 259.780
379,2 - - - 438,2 45.726

UEA-I-crip 307,4 595,2 616,4 708,6 616,4 3.367.277

320,0 595,2 616,4 798,2 616,4 3.411.765
Con A 377 - - - 473,4 289.569

Con A-crip 321 595,2 616,4 708,4 616,4 23.885.720

Em ambos, a intensidade ultrapassou 250.000 u.a. (unidade arbitraria), com
excecgao da amostra da UEA-I quando excitada em 379,2nm. Seguindo os mesmos
parametros, amostras das lectinas conjugadas aos criptatos de Eu®" apresentaram o
espectro caracteristico do ion. Nestes espectros foi evidenciada a presenca das
transicdes °Do — 'Fy (J = 0,1,2,3,4) do ion Eu** encapsulado no criptato, com o
maximo de emissdo em 616,4 nm referente a transicdo °Dy — 'F» hipersensivel. Em
todas as analises dos conjugados pOde-se obter alta intensidade de emissao,
superando 20.000.000 u.a. (Con A-Crip(Eu®")). A tabela 3 apresenta os valores



55

obtidos durante as andlises das amostras. Transi¢des fracas como, °Dy — 'Fo e
°Dy — "F3 foram omitidas da tabela devido & baixa intensidade.

Medidas de emissdo resolvidas no tempo também foram realizadas para
eliminar qualquer interferéncia da emissao da lectina que pudesse resultar em falso
positivo. Na Figura 18 estdo representados espectros de emissédo resolvida no
tempo do conjugado UEA-I-Crip(Eu®*) com atraso (delay) de 0 e 1 msec
(milissegundo). A emiss&o obtida com delay em 0 msec foi registrada no momento
em que a fonte de luz incidiu sobre a amostra. Ja a emissdo com delay de 1 msec foi
gerada com atraso, ou seja, a fonte de luz incidiu sobre a amostra e apds passado 1

milissegundo, a emissao foi registrada.

Figura 18 — Espectros de emissao resolvida no tempo do conjugado UEA-I-Crip(Eu’*) com diferentes
atrasos (delays).
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Na Figura 19, o mesmo teste foi feito com o conjugado Con A-Crip(Eu*").
Ambas as conjugagdes apresentaram o espectro caracteristico do ion Eu®. A
analise dos conjugados resolvida no tempo teve a finalidade de suprimir a emissao
das lectinas. Portanto, pode-se notar que ao analisar os conjugados com atraso de 1
msec houve auséncia da emisséo caracteristica das lectinas, cuja banda encontra-

se na regiao entre 410 e 570 nm.
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Figura 19 — Espectros de emissao resolvida no tempo do conjugado Con A-Crip(Eu3+) com diferentes
atrasos (delays).
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Logo, devido a preservagdo da funcédo biolégica de reconhecimento a
carboidratos pelo conjugado lectina-crip(Eu®") e apds medidas espectroscopicas
resolvidas no tempo terem suprimido a emiss&o das lectinas, é possivel empregar os
conjugados como sondas luminescentes em ensaios histoquimicos viabilizando

assim uma analise quantitativa.
6.2 Histoquimica com Lectinas-Crip(Eu**)

A histoquimica € um método utilizado para o diagndstico de patologias que
consiste na coleta e fixacdo do tecido, cortes de bloco em parafina e montagem da
lamina histologica (TIMM, 2005). Ao final das diversas etapas para montagem da
ldamina é utilizado um produto em cima do tecido que o conserva sendo ainda
coberto por uma laminula.

Um produto muito utilizado para este fim é o entelan®. No entanto, sabe-se
que seu uso suprime a luminescéncia do fon Eu®*". A fim de encontrar um possivel
substituto do entelan®, foram testados como meios de montagem o PBS, a glicerina
e a aplicagdo de entelan® nas bordas das laminas. Laminas contendo entelan®
cobrindo toda a lamina também foram preparadas para comparacgao.

As laminas nas quais foi usado o PBS e que foi aplicado entelan® nas bordas

apresentaram um aspecto ressecado, com coloragdo enegrecida das estruturas. As
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laminas nas quais foi usada a glicerina , assim como, nas que continham o entelan®
por toda sua extensdo, mantiveram o aspecto normal do tecido, sendo possivel a
observagdo da morfologia celular. No entanto, foi observada maior nitidez em
tecidos cobertos com o entelan®. Esse resultado pode ter ocorrido devido ao
excesso de glicerina utilizado ao final do processo, uma vez que, por possuir
natureza viscosa, a quantidade de glicerina extravasada acabava por comprometer a
imagem, sendo necessario um cuidado maior na aplicagdo desta substéncia e
analise imediata.

Os espectros de emissdo dos conjugados lectinas-Crip(Eu®*) quando
comparados com o criptato de Eu** puro, corroboram para a nao interferéncia dos
materiais empregados (PBS/glicerina) na montagem das Iaminas. Assim o material
escolhido foi o PBS, embora resulte no ressecamento do tecido, permite uma analise

por um periodo mais duradouro.

6.2.1 Analise Espectroscopica de Tecidos Mamarios Humanos Submetidos a

Histoquimica com Lectinas Conjugadas ao Criptato de Eu**

Tecidos marcados com os conjugados lectinas-criptatos e corados com
hematoxilina e eosina (H.E.) ndo apresentaram a emissao do ion Eu*. Além disso,
observou-se uma banda em aproximadamente 547 nm, sugerindo a emissao dos
corantes H.E., uma vez que a fluoresceina faz parte da sua composicéo (GILL,
2010). O isotiocianato de fluoresceina (FITC), um dos primeiros reveladores
fluorescentes utilizados, apresenta emisséo de fluorescéncia verde quando excitado
por comprimento de onda na regido de 490 nm (MENDONGCA; DOLCI, 2005). O
criptato de Eu®* também apresenta sua luminescéncia na regido do visivel,
vermelho, quando excitado no comprimento de onda na regido de 320 nm, sendo
considerado um emissor forte (BRUNET; JUANES; RODRIGUEZ-UBIS, 2007).

A andlise da luminescéncia do criptato de Eu®" em microscopio de
fluorescéncia foi impossibilitada devido a falta de filtros especificos para o complexo.
O comprimento de onda de excitagdo do crip(Eu**) é em 320nm sendo a emiss&o
somente em 616nm. Os filtros disponibilizados no mercado sao para compostos com
comprimento de excitagdo e emissdo proximos, sendo os filtros com multibandas

importantes componentes de marcacao inespecifica.
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Na analise dos tecidos sem H.E., marcados com os conjugados Con A-
Crip(Eu®") e UEA-I-Crip(Eu®"), figuras 20 e 21, respectivamente, observou-se a
emissao na regido entre 540 nm e 640 nm. Neste espectro evidenciamos a presenca
das transicées °Dy— 'Fy (J = 0,1,2,3,4) do ion Eu** encapsulado no criptato.

Figura 20 — Luminescéncia do conjugado Con A-Crip(Eu3+) em tecidos mamarios humanos com
diagndstico de fibroadenoma, sem coloragao H.E.
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Figura 21 — Luminescéncia do conjugado UEA-I-Crip(Eu3+) em tecidos mamarios humanos
diagnosticados com fibroadenoma, sem coloracédo H.E.
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Apos estabelecimento das condigdes 6timas para o protocolo de histoquimica
com lectinas conjugadas ao criptato de Eu®* foi realizada a calibragdo do
equipamento para analise espectroscopica dos tecidos mamarios humanos sem
corantes e sem conjugados. Desta forma, seria possivel verificar se o tecido
apresenta autofluorescéncia. Conforme descrito na metodologia os parametros
foram mantidos para todas as analises, além disso a escala de intensidade foi
fixada, no minimo, em 1,4 x 10’ u.a. Para comparar a marcagao entre as amostras
foi quantificada a intensidade da luminescéncia no comprimento de onda de maxima
emissdo do ion Eu* (616 nm).

Conforme se observa na figura 22, nenhum dos tecidos analisados (normal,

FIB e Con A) apresentou luminescéncia propria no comprimento de onda analisado.

Figura 22 — Espectros de luminescéncia de tecidos mamarios humanos normal, com diagndstico de
CDI e FIB, ambos sem corante ou lectinas.
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Os conjugados Con A-crip(Eu®*") e UEA-I-crip(Eu®") apresentaram diferentes
resultados nos tecidos testados (Figura 23). Em tecidos normais, tratados com
ambos os conjugados, ndo foram observadas as transicdes do fon Eu®** (Figura 23).

Amostras de fibroadenoma tratadas com Con A-crip(Eu®*") mostraram
luminescéncia na regido entre 580 nm e 707 nm (Figura 24). Portanto, foi detectada
nessas amostras a presencga das transicdées do ion, com maximo de emissao em
616 nm (°Dy = ’F»). Tecidos de FIB que receberam o conjugado UEA-I-crip(Eu**)

nao mostraram luminescéncia.
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Figura 23. Intensidade maxima de luminescéncia encontrada em amostras dos tecidos analisados
marcados pelos conjugados.
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A esquerda, intensidade maxima encontrada em tecidos marcados com UEA-Crip(Eu3+) e Con A-
Crip(Eu®). A direta, espectros mostrando auséncia de luminescéncia em tecidos controle tratados
com 0s mesmos conjugados.

Figura 24 - Espectro de emissdo da amostra de fibgoadenoma marcada com o conjugado Con A-
Crip(Eu™).
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Seccgdes histologicas com carcinoma ductal invasivo exibiram emisséo do ion
Eu®*" somente para o conjugado Con A-crip(Eu®*). A intensidade da emissdo nessas
amostras foi reduzida quando comparada com as obtidas por amostras de FIB
(Figura 25). No entanto, devido ao reduzido numero de amostras analisadas nao foi
possivel realizar estudo estatistico para precisar o valor da significancia dessa

diferenca.



Figura 25 — Comparacgao entre as diferentes marcagées realizadas com o conjugado Con A-

Crip(Eu®") nos diversos diagndsticos.
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A cor das linhas designa o tecido ao qual foi empregado o conjugado: linha preta — tecido controle
(normal); linhas vermelha e verde — diferentes amostras de FIB e; linhas azul escuro e azul claro —

diferentes amostras de CDI.

A figura 26 mostra auséncia da marcacao pelo conjugado UEA-I-crip(Eu**) em

tecidos de FIB e CDI.

Figura 26 — Espectro apresenta auséncia de emissao do ion Eu*" em tecidos com diagnéstico de FIB

e CDI marcados com UEA-I-crip(Eu3+)
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amostras com as mesmas lectinas conjugadas ao isotiocianato de fluoresceina



(FITC), composto Iluminescente frequentemente utilizado para marcagbes
fluorescentes. Esse composto possui comprimento de excitagdo em 490nm e
emissao em 521nm (MENDONCA; DOLCI, 2005).

Os resultados dessas medidas mostraram que houve marcacido nos
diferentes tipos de amostras com ambos os conjugados. O conjugado UEA-I-FITC
marcou com maior intensidade tecido normal, seguido de CDI e FIB,

respectivamente (ver figura 27).

Figura 27 — Comparagéao entre diferentes tecidos marcados com os conjugados UEA-I-FITC e Con A-

FITC.
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A esquerda, tecidos tratados com UEA-I-FITC; & direita, com Con A-FITC.

Ja o conjugado Con A-FITC marcou com maior intensidade CDI, seguido de
FIB e tecido normal, nessa ordem (figura 27).

Analisando a marcacado da lectina Con A percebe-se que houve marcagao
acentuada em tecidos transformados, quando comparados com o controle, utilizando
tanto os conjugados com FITC quanto com criptato. Diante desses resultados,
sugere-se que nos tecidos diagnosticados com fibroadenoma e carcinoma ductal
invasivo existe a disponibilidade ou o acesso aos carboidratos identificados pela
lectina Con A, D-glicose e D-manose.

Nessa pesquisa, a lectina UEA-I somente marcou tecidos quando conjugados
ao FITC, sendo mais acentuada a marcagao em tecido normal. UEA-I conjugada ao

crip(Eu®*), ndo foi capaz de identificar o agticar L-fucose nos tecidos estudados.
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Carboidratos tais como a glicose e a manose, que sao identificados em
maiores quantidades em tecidos transformados, sédo relatados na literatura como
sendo resultado da alteragdo na glicosilacdo (CAZET et al., 2010).

A glicosilagdo € um processo essencial para o desempenho das fungdes
normais da célula. Durante o processo oncogénico, assim como em muitos tipos de
doencgas, ocorrem mudancas no padrao de glicosilacdo de carboidratos da superficie
celular, os quais aumentam em consequéncia da atividade alterada de
glicosiltransferases e glicosidases (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

Em 1998, Beltrdo e colaboradores estudaram lesbes mamarias em mulheres
(fibroadenoma, alteragao fibrocistica e CDI) usando as lectinas Con A e a isoforma 1
de Cramol (especificas para residuos de manose e glicose). Eles relataram que
células de fibroadenoma mostraram um padrao de marcagao maior que o observado
em células normais. Outro estudo correlacionou a abundancia de manose em soro
com a progressdao do cancer. Foi encontrado que a intensidade de manose é
elevada em soro de pacientes e de ratos com cancer de mama, da mesma forma
que a intensidade desse agucar é diminuida apos a remogao do tumor (LEOZ et al.,
2011).

Entretanto, ja € bem documentado o aumento da fucosilagdo em cancer de
mama, o que ndo foi observado neste estudo usando o criptato de eurdpio (Ill) como
composto luminescente. Investigacdo de Patel e colaboradores (1990) mostrou a
incorporagdo aumentada de fucose em glicoproteinas de soro de pacientes com
cancer de mama. Também Yuan e colegas (2008) estudando varias linhagens
celulares de cancer de mama em humanos mostraram que todas as linhagens
estudadas apresentaram virtualmente L-fucose na superficie das células. O fato
deste estudo ndo ter identificado L-fucose nos tecidos abordados pode ser
relacionado a dificuldade de acesso aos carboidratos, requerendo estudos adicionais

para melhor compreensao.
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7 CONCLUSOES

Nesta pesquisa foi realizada a conjugacgéao entre as lectinas, UEA-l e Con A, e
o revelador luminescente de marcagao, o criptato de Eu**. Os conjugados obtidos,
ou sondas luminescentes, foram caracterizados e analisados através da atividade
hemaglutinante, do dicroismo circular e de ensaios de luminescéncia. A partir do que
se concluiu que:
— 0 CD e AH indicaram que a estrutura secundaria e a fungéo biolégica da UEA-I e
da Con A foram mantidas apd6s a conjugacao;
— a luminescéncia do criptato de Eu** ndo sofreu alteragdo com a conjugagao;
— para a conjugacao, a proporgdo de 1 mol de lectina para 2 mols de criptato foi a
escolhida para o estudo devido a maior intensidade de luminescéncia, sem que
houvesse interferéncia na fungao das lectinas;
— na histoquimica com lectinas (HqL) utilizando o criptato de Eu** como revelador
luminescente da marcagao, observou-se uma diferenga de marcagao entre os
tecidos avaliados e as lectinas utilizadas, refletindo uma variagdo no conteudo
sacaridico especifico para a UEA-I e a Con A - presenca de residuos de D-glicose e
D-manose em tecidos transformados (fibroadenoma e carcinoma ductal invasivo).;
— utilizando o FITC para comparar as marcagdes obteve-se que todos os tecidos
analisados tiveram marcagao positiva, sendo identificados glicose/ manose (via Con
A) em maior quantidade em biépsias de CDI e L-fucose (via UEA-I) em tecidos
normais;
— usar o criptato de Eu®* como revelador da marcagdo em HgL torma esta
metodologia mais rapida e segura devido a eliminagdo de etapas como incubagao
com metanol e revelagdo com diaminobenzidina (DAB), este ultimo conhecido por
seus efeitos neurotoxicos;
— o0 conjugado Con A-crip(Eu®") se destaca como sonda luminescente potencial para
a histoquimica com lectinas, uma vez que apresentou marcacdes equivalentes
aquelas resultantes do uso do FITC (disponivel comercialmente), e ter a vantagem

de ser fotoestavel.
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APENDICE A. Espectro de excitacdo da lectina UEA-l em solucdo monitorada

em 490nm.
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APENDICE B. Espectros de emissdo da lectina UEA-l, em solugcdo, com

excitacao em 293,8 nm e 379,2 nm.
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APENDICE C. Espectros de excitacdao e emissdo da lectina Con A em solugio.

Intensidade (u.a.)
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APENDICE D. Espectros de excitagdo e emissdo do conjugado UEA-I-crip(Eu**)

em solugao

Excitacdo do conjugado UEA-I-crip(Eu3+) monitorando em 616 nm.
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APENDICE E. Espectros de excitagdo e emissdo do conjugado Con A-

crip(Eu®*) em solugdo

Excitagcao do conjugado Con A-crip(Eu3+) monitorando em 616 nm.
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APENDICE F. Artigos resultantes deste trabalho.

Artigo aceito para publicagao pela Revista Saude.com

AVALIACAO DE LECTINAS CONJUGADAS A CRIPTATOS DE
EUROPIO (lll) EM TECIDOS MAMARIOS HUMANOS EMPREGADAS
EM HISTOQUIMICA

EVALUATION OF LECTINS CONJUGATED TO CRYPTATES OF
EUROPIUM (lil) IN HUMAN BREAST TISSUES IN HISTOCHEMISTRY.

Avaliacdo de lectinas conjugadas a criptatos de europio (iii) em

tecidos mamarios humanos em histoquimica.
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Resumo

Lectinas sdo (glico)proteinas que reconhecem acgucares de modo especifico e
reversivel. Essas moléculas tém sido utilizadas como sondas auxiliares no
diagndstico de diversas doengas, inclusive neoplasias, conjugadas a diferentes
marcadores, dentre eles, os criptatos de lantanideos. Na histoquimica tradicional
utilizam-se corantes para visualizagdo da morfologia dos tecidos, porém esse
método €& subjetivo. Neste artigo foi proposta uma otimizacdo da técnica
histoquimica com lectinas utilizando as lectinas (Con A, UEA-I, PNA e WGA)
conjugadas ao criptato de eurdpio (lll) como sondas histoquimicas luminescentes
auxiliares. Foram utilizadas bidpsias de fibroadenoma, um tumor benigno muito
incidente em mulheres jovens. Os resultados obtidos indicaram que a glicerina pode
ser utilizada como material de fixagdo para laminulas sem interferir na emissao do
ion eurdpio (lll), além disso, apresentou melhor preservagéo do tecido em analise.
Dentre os quatro conjugados utilizados, apenas os conjugados Con A-criptato e
UEA-I-criptato apresentaram marcagcdao nos tecidos com fibroadenoma sem
corantes, sugerindo que isso ocorra devido a expressado de carboidratos presentes

nos tecidos usados para o experimento.

Palavras-chave: lectinas, criptato de europio (lIl), histoquimica, hematoxilina, eosina,

fibroadenoma.
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Abstract

Lectins are glycoproteins that bind sugars specifically and reversibly. These
molecules have been used as probes to aid in the diagnosis of several diseases,
including neoplasia. They are usually combined with different substances with
luminescent properties, among them the lanthanide cryptates. In traditional
histochemical stains are used to visualize the morphology of tissues, but this method
is subjective. This paper proposed an optimization technique lectin histochemistry
using lectins (Con A, UEA-I, PNA and WGA) conjugated with europium (lll) cryptate
in order obtain luminescent histochemical probes to allow the pathologist assistants
safer diagnosis of pathologies. Histochemistry was used in biopsies of fibroadenoma,
a benign tumor very incident in young women. The results indicate that glycerine can
be used as material of attachment to coverslips without interfering with the emission
of Eu® * ions, furthermore showed better preservation of tissue analyzed. The
conjugates Con A-Eu** cryptate and UEA-I-Eu®* cryptate recognized
glucose/mannose and L-fucose residues in fibroadenoma suggesting that this is due

to the carbohydrates expression in tissues used for the experiment.

Keywords: lectins, cryptate of europium (lll), histochemistry, haematoxylin, eosin,

fibroadenoma.
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Introducao

Lectina denomina um grupo de (glico)proteinas com habilidade de se ligar
reversivel e especificamente a estruturas mono ou oligossacaridicas, encontrada em
diferentes plantas, invertebrados e animais'. As lectinas podem ser empregadas
como instrumento de estudos de glicoconjugados na superficie celular onde os
carboidratos tem papel importante durante o crescimento e a diferenciacao celular,

interacdo entre células e com o meio ao redor, além de processos patoldgicos.?

Estudos demonstram que carboidratos da superficie celular podem funcionar
como carreadores de informacéao biolégicag, uma vez que o padréo de glicosilagéo
de proteinas celulares € influenciado por varias alteragdes fisioldgicas ou vice-versa.
Um exemplo dessas evidéncias é a glicosilagcdo anormal detectada no diagnéstico
do cancer.* Devido ao fato da interagdo lectina-carboidrato ocorrer no citoplasma
e/ou na superficie das células, ou mesmo em fluidos fisiolégicosz, o uso de lectinas
para identificacdo de modificacbes nos padrées de expressao de carboidratos de
glicoproteinas de superficie celular pode contribuir no diagndstico e progndéstico de
processos neoplasicos.> Um grande numero de lectinas tem sido empregado como
ferramenta histoquimica no diagndstico histopatolégico em tecidos humanos da

cavidade oral®, do cérebro’, da mama®®'%"" de prostata’®, dentre outros.

Essas lectinas na maioria das vezes sao utilizadas conjugadas a moléculas
com propriedades enzimaticas, luminescentes ou quimioluminescentes como, por
exemplo, peroxidase, isotiocianato de fluoresceina, ésteres de acridinas, entre

outros 6,10,12,13.

Os criptatos de lantanideos sdo complexos com propriedades luminescentes
que absorvem radiacdo no ultravioleta e emitem no visivel. Devido a essa
capacidade vém sendo usados como sondas espectroscopicas no estudo de
biomoléculas e de suas fungdes'. Criptatos de europio (Ill) — criptato de Eu®*" —
conjugados a lectinas ja foram utilizados como marcadores moleculares para

aplicagdo em ensaios histoquimicos .

A técnica de histoquimica convencional utiliza como ferramenta de avaliagao
a morfologia das células e dos tecidos, auxiliada por corantes. Os corantes mais

utilizados nos procedimentos histoldgicos sdo a hematoxilina e a eosina (HE)". No



82

entanto, diagndsticos morfolégicos sao subjetivos, uma vez que aspectos
morfolégicos de um tumor podem mascarar o seu verdadeiro comportamento

bioldgico®.

Doengas benignas da mama representam um grupo heterogéneo de lesdes
que incluem desenvolvimento anormal, lesdes inflamatérias, proliferagéo epitelial e

neoplasma, sendo o fibroadenoma a lesdo mais comum da mama'”.

Este trabalho objetivou otimizar o protocolo de histoquimica com lectinas, ja
descrito por Beltrdo e colaboradores (2001), para utilizagdo de um novo marcador, o
criptato de Eu®*, conjugado a diferentes lectinas, a fim de fornecer uma nova

ferramenta auxiliar no diagnéstico de patologias.

Materiais e Métodos
Materiais

As lectinas Canavalia ensiformis (Con A), Ulex europaeus | agglutinin (UEA-I),
Triticum vulgaris agglutinin (WGA) e Arachis hypogea agglutinin (PNA), especificas
para D-glicose/D-manose, L-fucose, N-acetilglicosamina e D-galactose'®"?,
respectivamente, foram adquiridas comercialmente (Sigma, USA). Os criptatos de
europio foram sintetizados no Laboratério de Terras Raras (BSTR) do Departamento
de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Biopsias
(n=15) de fibroadenoma, fixadas em formalina e embebidas em parafina, foram
obtidas do Setor de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas — UFPE e
utilizadas sob aprovagcao do Comité de Bioética do Centro de Ciéncias da Saude da

UFPE (SISNEP FR — 272931, CEP/CCS/UFPE N° 195/09).
Conjugacao lectinas-criptatos

A conjugacdo das lectinas com os criptatos de Eu®* foi realizada utilizando-se
0s grupamentos carboxilicos dos residuos de aminoacidos disponiveis na estrutura
das lectinas e o grupamento etilenodiamina disponivel na estrutura dos criptatos de
Eu®". Cada solucéo de lectina (200ug/mL) foi incubada com uma solugdo de criptato
de Eu** (0,13 — 0,88mg) em tamp3ao fosfato de sédio 10mM (PBS), contendo 0,15M
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de NaCl, pH 7,2, por 2h a 25°C. Posteriormente a solucdo de conjugados foi

submetida a dialise por 16h, sob agitacao, a 4°C.
Atividade Hemaglutinante (AH)

A atividade biolégica das lectinas (reconhecimento a carboidratos) foi
analisada com ensaios de hemaglutinagdo em placas de microtitulagdo. Em cada
poco da placa foi adicionado 50uL da solu¢do de NaCl 0,15 M. A partir do segundo
poco foi adicionado 50uL da amostra (lectina e/ou lectinas conjugadas ao criptato)
realizando uma diluicdo seriada. Por fim, foi adicionado 50 uL de eritrocitos de
coelho e/ou eritrocitos humanos glutarizados em todos os pogos da placa. Apos 45

minutos a 25°C foi realizada a determinagéo do titulo da AH%.
Histoquimica com Lectinas (HqL) e com Hematoxilina e Eosina (H.E.)

Cortes de 4um de fibroadenoma foram desparafinizados em xilol e hidratados
em alcool etilico (100-70%), sendo tratados com uma solugéo de tripsina 0,1% (p/v)
a 37°C por 2 minutos e depois incubados com os conjugados lectinas-criptatos (Con
A, UEA-I, PNA e WGA -200 yg/mL) por 2 horas a 4°C. Todas as solugdes foram
preparadas em PBS e apds cada etapa do protocolo os cortes foram lavados por
imersédo em PBS (2 x 5 minutos cada). PBS e glicerina foram avaliados como
material para preservagao dos tecidos e influéncia na visualizagao do tecido apds a
HqL.

Analise Espectroscopica

As andlises de marcagao dos tecidos foram realizadas num prototipo
fluorimétrico desenvolvido no Laboratério de Laser e Aplicagdes, no Instituto de
Fisica da Universidade de Sdo Paulo em Sao Carlos-SP, composto por uma fonte de
excitacao e um sistema de filtros 6pticos capazes de selecionar a energia requerida
para a excitagcdo. O sistema de deteccdo é composto por uma fotomultiplicadora
acoplada a um sistema de contagem de fotons e outro sistema de filtros
intercambiaveis, cuja selecdo depende do ion lantanideo utilizado na conjugagéo a

lectina. As mesmas amostras de tecidos utilizadas na HqL foram utilizadas para H.E.
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Resultados e Discussao

A eficiéncia do método de conjugacao das lectinas ao criptato de eurdpio(lll)
foi confirmada, uma vez que as linhas espectrais caracteristicas do fon Eu®*
aparecem nos espectros de todos os conjugados avaliados. A atividade
hemaglutinante para todos os conjugados foi mantida indicando que o método de
conjugacao nao impediu a capacidade de reconhecimento de carboidratos

especificos pelas lectinas utilizadas.

N&o houve interferéncia na emissao do ion Eu®*" quanto ao uso do PBS e da
glicerina como material fixador da laminula. No entanto, observou-se que o tecido &

mais bem preservado quando a glicerina € o material de escolha.

Em todos os tecidos marcados com os conjugados lectina-criptato avaliados e
corados com hematoxilina e eosina (H.E.), a emissdo do ion eurdpio (lll) ndo foi
observada. Além disso, observou-se uma banda em aproximadamente 547 nm,
sugerindo a emissdo dos corantes H.E. Essa auséncia da fluorescéncia do ion Eu*
pode ser devido a influéncia da fluorescéncia dos componentes dos corantes,
principalmente, a eosina, uma vez que a fluoresceina faz parte da sua composicéo?®'.
O isotiocianato de fluoresceina (FITC), um dos primeiros reveladores fluorescentes
utilizados, apresenta emissdo de fluorescéncia verde clara quando excitado por
comprimento de onda na regido de 490nm?’. O ion Eu*" também apresenta sua
luminescéncia na regido do visivel, vermelho, sendo considerado um emissor forte®.
Sugere-se que a proximidade na faixa de emissdo do corante fluoresceina e do

criptato de Eu®** (580nm-640nm)'? justifique a supressado deste ultimo.

Na analise dos tecidos sem H.E., marcados com os conjugados Con A-
criptato de Eu®*" e UEA-I-criptato de Eu®*, (figura 1 e 2, respectivamente), observou-
se a emisséo na regiao entre 580 nm e 640 nm, evidenciando a presencga do ion
Eu®", com o maximo de excitagdo em torno de 612 nm, caracteristico do criptato de
Eu®" utilizado na conjugacdo. O mesmo ndo ocorreu quando os tecidos foram

marcados com os conjugados PNA-criptato de Eu®*" e WGA-criptato de Eu®*.
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Fig. 1. a) Espectro de emissao do conjugado Con A-criptato de Eu®*". b) Espectro de emiss&o

do criptato de Eu®" n&o conjugado.
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Fig. 2. Emiss&o do conjugado Con A-criptato de eurdpio (lll) em tecidos de
fiboroadenoma sem coloracao H.E.

O processo de glicosilagdo leva a arranjos de oligossacarideos ligados a
glicoproteinas ou glicolipideos o qual tem importancia em fungdes fisiologicas e sua
alteracdo leva a processos patolégicosz“. Os resultados mostraram que tecidos
mamarios diagnosticados com fibroadenoma apresentaram uma maior expressao
dos glicosideos manose, glicose e fucose e uma ausente e/ou nao acessivel

expressao de galactose e N-acetil-glicosamina (GIcNAc).

Neste processo de glicosilagao glicanos N-ligados sdo importantes por serem

utilizados em ancoras para a sintese sequencial de estruturas precursoras as quais,
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quando na forma finalizada, s&o transferidas para uma proteina na face externa das
membranas celulares. O processo de glicosilagdo tem a participagdo de uma familia
de enzimas, denominadas glicosiltransferases, responsaveis pela construgcdo da
estrutura sacaridica de glicoconjugados®®. Potapenko e colaboradores (2010)
indicaram que niveis elevados de transcrigdo encontrados nesses genes (perfil
genotipico) em carcinoma de mama, quando comparados ao tecido normal, resultam
no surgimento ou exacerbagdo desses acgucares (perfil fenotipico) na superficie de
células neoplasicas®. Nossos resultados indicam que no fibroadenoma, para
glicose, manose e L-fucose, seu perfil fenotipico sacaridico, em glicoconjugados de

superficie celular, estdo modificados.

De acordo com Yuan e colaboradores (2008), a a-L-fucose, um componente
monossacaridico de glicosilagdo, tem sido encontrada com expressédo aumentada
durante a tumorigénese e a progressao de neoplasias, tais como em carcinoma
ovariano, carcinoma de tiredide, adenocarcinoma coloretal, dentre outros. Também
foi observado um aumento de a-L-fucose em glicoproteinas do soro de pacientes
com cancer de mama?*. Algumas moléculas de adesdo da superficie celular
contendo a-L-fucose apresentam sua expresséo elevada em células cancerigenas.
CD44, uma familia de moléculas deste tipo, pode sofrer diversas modificacbes pos-
translacionais como adigao de glicosaminoglicanos e glicosilagdo, o que resulta em
células tumorais ricas em a-L-fucose nas suas superficies. Outra molécula rica em
o-L-fucose é CD15, a qual desempenha papel importante na adesdao da célula
tumoral ao endotélio vascular e apresenta um aumento na sua expressao em células
cancerigenas da mama®*. Portanto, varias alteracdes ocorrem em células
transformadas e algumas dessas favorecem o aumento ou o surgimento de
carboidratos, como a-L-fucose, em tumores de mama. Nosso estudo indica que
variagbes no conteudo e/ou disponibilidade/acessibilidade de L-fucose sé&o

observadas no fibroadenoma, uma transformacéo benigna da mama.

O acido sialico tem papel fundamental na finalizagdo da sintese de glicanos
por bloquear a adicdo de outros acucares. Sabe-se que tecidos de cancer de mama
conttm mais acido sidlico e maior atividade da sialiltransferases quando
comparados com tecidos normais?®®. Na histoquimica com lectinas uma forma de

acessar os carboidratos truncados pela sializacdo €& a utilizacdo da enzima
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neuraminidase, que remove os acidos neuraminicos (ou sialicos). Estudo utilizando
a enzima neuraminidase mostrou que a lectina PNA reconheceu residuos de N-

acetil-galactosamina (GalNAc) somente apds o tratamento com esta enzima?®’.

A auséncia de marcagao pela PNA sugere que este carboidrato tem uma
baixa expressdo ou acessibilidade quando na metodologia utilizada o tratamento
enzimatico é feito com ftripsina. Resultados diferentes podem ser observados se a

enzima for neuroaminidase. Estudos estido sendo realizados com este intuito.

Trabalhos ja relataram aumento da expressao de GIcNAc e tumores de
tecidos mamarios humanos obtiveram marcacéo pela lectina WGA?, diferentemente

dos resultados encontrados neste trabalho.

Nossos resultados indicam que a marcagéo do tecido com o conjugado Con
A-criptato de Eu** e UEA-I-criptato de Eu®*" ocorra com maior intensidade que os
tecidos marcados com os conjugados PNA-criptato de Eu** e WGA-criptato de Eu®*.
Este fato pode auxiliar no diagnéstico precoce uma vez que modificagbes no padrao
de glicosilagdo de glicoproteinas da superficie antecedem alteragdes na morfologia

da célula, utilizada como parametro para o diagnéstico.

Os complexos de lantanideos do tipo criptatos de eurdpio (lll), vem sendo
empregados em fluoroimunoensaios, como marcadores luminescentes de ensaios
homogéneos, método TRACE, ligados a acidos nucléicos®®. Na histoquimica é
comum encontrarmos marcadores de lectinas conjugadas a FITC. Neste trabalho
propomos a utilizacdo de um novo marcador luminescente, onde teremos um
criptato de Eu®** conjugado a diferentes lectinas. Esse tipo de marcagédo tem a
vantagem de ser quantitativa, visto que a emissdo do Eu** pode ser medida e
comparada entre os varios diagnosticos, o que pode desta forma, ser utilizada como
uma ferramenta auxiliar ao médico patologista no diagnostico de patologias

mamarias.
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Conclusoes

Os resultados iniciais mostraram que o uso da histoquimica com lectinas
conjugadas a criptato de eurdpio (lll) pode ser utilizado como método auxiliar no

diagnostico de patologias.
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Abstract

Differentiation between benign and malignant breast tumors, as well as the detection
of lesions at early stages, are of great importance to choose an appropriate treatment
and to reduce the number of deaths. Carbohydrates are considered important cancer
biomarkers to be capable of mediating pathophysiological events during tumor
progression. Changes in glycosylation of cell surface glycoproteins can be detected
by lectin histochemistry. The latter bind specifically to carbohydrates and are usually
conjugated to molecules that enable visualization of the lectin-carbohydrate binding.
Europium (lll) cryptate conjugated to lectins is an alternative to luminescent
stainings, especially because its photo stability. This study aimed to conjugate
Europium (lll) cryptates to lectins UEA-l (Ulex europeus agglutinin), Con A
(Concanavalin A), PNA (Peanut agglutinin) and WGA (Wheat germ agglutinin),
characterize the conjugates and use them in lectin histochemistry as luminescent
probes for human mammary tissues such as fibroadenoma (benign tumor), invasive
ductal carcinoma (malignant tumor) and normal tissue. Histological sections
incubated with the conjugates were analyzed in a spectrofluorometer. Stained tissues
presented luminescence intensity with different patterns, reflecting changes in the
expression of carbohydrates in their cell surface glycoconjugates, mainly
glycoproteins, when compared to normal tissues. Results suggest the use of lectins-
europium (Ill) cryptate conjugates as luminescent probes to identify and quantify cell
biochemistry changes regarding carbohydrates in the diagnosis of human mammary

tissues.

Keywords: lectin, europium (lIl) cryptate, histochemistry, breast, tumor
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Background

Breast cancer is the second kind of cancer with the highest incidence in the
world and the one more frequent among women. Each year, about 22% of new
cancer cases in women are breast, reaching 49.240 in 2010, with an estimated risk
of 49 cases per 100 000 women. In Brazil, the Southeast region is the one with the
highest incidence, with an estimated risk of 65 new cases per 100 000 women."

Although breast cancer is considered a cancer with relatively good prognosis
when diagnosed and treated properly, it still results in a high number of deaths
among women in Brazil. This condition is probably due to the diagnosis in advanced
stages.”

The recommended strategy for controlling breast cancer in Brazil, is the
mammographic screening.! After the identification of breast lesions it is performed
the triple test, which includes fine needle aspiration cytology, core biopsy and radio
and images techniques. However, each diagnostic method has its limitations and
need for additional diagnostic procedures.?*

As an alternative to overcome these difficulties, methods of diagnosis based
on cancer cell biomarkers, such as carbohydrates have been investigated. These
macromolecules have great importance in normal and diseased tissues by
participating in regulatory processes such as cell growth and apoptosis, as well as
intracellular signaling.* ° Alterations in glycosylation pattern of glycoconjugates in cell
membranes are crucial in the development and progression of many diseases,
including diabetes, immunodeficiency, neurodegeneration, hereditary diseases and
cancer.®”  Given this fact, lectins are presented as diagnostic probes since they
are molecules able to recognize specifically free carbohydrates and/or
oligosaccharides or bound in glycoconjugates.® *'° Generally, they are used labeled
with molecules with enzymatic, luminescent or chemiluminescent properties, e.g.
peroxidase, fluorescein isothiocyanate (FITC), acridine esters, among others.""'?

In this context, complexes of lanthanide ions have received attention due to
their photophysical properties. As alternative luminescent label, the europium (lII)
cryptates present themselves as excellent display because they have good water

solubility and high kinetic and photochemical stability."> "
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In this scenario this paper proposed the conjugation of the lectins
Concanavalin A (Con A from Canavalia ensiformis), Ulex europeus agglutinin (UEA-
[), wheat germ agglutinin (WGA from Triticum vulgaris) and peanut agglutinin (PNA
from Arachis hypogea) to europium (lll) cryptate in order to obtain a luminescent
probe to be used as an auxiliary tool in lectin histochemistry and thus contribute to
the diagnosis of human breast tumors such as fibroadenoma and invasive ductal

carcinoma, benign and malignant tumors, respectively.
Materials and Methods

Materials

Lectins Con A (Concanavalina A, Canavalia ensiformis), UEA-lI (Ulex
europaeus 1), WGA (Triticum vulgaris agglutinin) and PNA (Arachis hypogea
agglutinin) specific for D-glucose/D-manose, L-fucose, N-acetyl-glucosamine
(GlcNAc) and D-galactose/N-acetyl-galactosamine (GalNAc)'® ', respectively, were
purchased from Sigma Co. (USA). Europium (Eu) (lll) cryptate was synthesized at
the Laboratory of Rare Earth (BSTR), Department of Fundamental Chemistry,
Federal University of Pernambuco (UFPE). Biopsies (n = 24) of human breast tissues
fixed in formalin and embedded in paraffin were obtained from the Archives of the
Department of Pathologic Anatomy, Hospital das Clinicas (UFPE) and Cancer
Hospital, both from Pernambuco: 10 biopsies were diagnosed as invasive ductal
carcinoma (IDC), a malignant tumor; 10 as fibroadenoma (FIB), a benign tumor; and
4 were from bilateral reducing mastoplasty, normal control. This work was conducted
under approval of the Bioethics Committee of the Health Sciences Center, UFPE
(SISNEP FR - 272931, CEP / CCS / UFPE No. 195/09).

Preparation of the luminescent probes

Eu (lll) cryptate was conjugated with lectins through of the ethylenediamine
grouping, available in structure of the cryptate, and of the carboxylic groups of amino
acid residues of the lectins. Thus, lectins (200 um mL™") were incubated with Eu (lIl)
cryptate (0.13 to 0.88 mg) for 2 h at 25°C in 10 mM phosphate buffer (PBS)
containing 0.15 M NaCl . Then, the conjugates were dialysed for 16 h at 4 ° C, under

agitation.
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Characterization of the luminescent probes

Pure lectins and cryptates and lectins-cryptate conjugates were assayed to
evaluate the biological activity of lectins and the luminescence of europium (lll) ion.
The hemagglutinating activity was performed in microtiter plate using a solution of
0.15 M NaCl and rabbit or human erythrocytes treated with glutaraldehyde, according
to Beltrdo et al. (1998)'®. Circular dichroism measurements were developed in a
Spectropolarimeter (Jasco J-815 CD Spectrometer). Luminescence assays were
recorded at 25°C using a quartz cuvette with 1 cm optical path in a SPEX
spectrofluorometer FLUOROG-2 with SPEX 1680 double monochromators. As light
sources were from xenon lamps of 450 w (for analysis at steady state) and 150 W

(for time-resolved analysis).

Lectin histochemistry for human breast tissues

Human breast tissue sections (4um) were deparaffinized in xylene and
hydrated in ethanol. Tissues were treated with 0.1% trypsin solution for 2 min at 37°C
and then incubated with the solution of the conjugates (125uL) for 2 h at 4°C. After
that tissues were stained with hematoxylin or not, and finally, tissue cover slides were
assembled using PBS or glycerin. Histochemistry with cryptates non-conjugated to

lectins were also performed as binding/luminescent controls.

Spectroscopic measurements

The staining of the tissues was evaluated by UV excitation and emission in the
visible region through the spectrofluorometer, the same used for the characterization
of the conjugates in solution. All measurements were registered in an area of 3.0 mm
x 8.0 mm, each tissue sample analyzed in three different areas. Filters (370 and 399
nm) were used when necessary. The emission was monitored between 400 and 720
nm and the emission intensity was used as a criterion of comparison between

samples.
Results and Discussion
The conjugation of lectins and cryptate has been done previously to identify

cell surface sugars in human breast tissues.’ In this case, the ion terbium (lIl) was

used as label. In this study, Eu (lll) cryptate was functionalized with ethylenediamine,
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therefore, the conjugation with the lectins occurred between the amino groups of the
cryptate and the carboxylic group of terminal residues of the amino acid side chains.
Tests were performed with the conjugates formed to verify the feasibility for use as
luminescent probes in histochemistry. The hemagglutinating activity (HA), used to
assay the preservation of biological activity after conjugation of lectins, showed
positive results for all conjugates (Table 1). For UEA-I, the HA test was carried out

with human erythrocytes and for the other lectins, with rabbit erythrocytes.

Table 1 — Hemagglutinating activity (HA) test conducted between conjugated and unconjugated

lectins.
Lectin HA Conjugated HA
Con A 2" Con A-Eu(lll)Cryp 2°
UEA-I 2° UEA-I-Eu(lll)Cryp 2®
PNA 2° PNA-Eu(lll) Cryp 2"
WGA 2 WGA-Eu(lll) Cryp 2°

The circular dichroism (CD) test, carried out with UEA-I, PNA and WGA
conjugates, showed that the secondary structure of these lectins was not destabilized
by conjugation with cryptate, results were compared with non-conjugated lectins.
However, the CD result for the conjugate Con A-Eu(lll)Cryp showed changes when
compared to non-conjugated Con A. This result can justify the considerable decrease
in hemagglutinating activity obtained from this conjugate.

Luminescence analysis of conjugated and non-conjugated lectins are shown in
Table 2. UEA-I, Con A, PNA and WGA showed excitation wavelengths in the range
of 365-380 nm. Maximum emission occurred between 337-340 nm for most lectins,
except Con A that showed emission at a wavelength of 473 nm. Lectins reached
emission intensities between 37,000 and 45,000 a.u., with the exception of Con A
and UEA-I (> 250,000 a.u.), the latter when excited at 293.8 nm. Samples containing
the conjugates showed the characteristic spectrum of the europium (Ill) ion. In these
spectra it was possible to visualize the presence of transitions °Do—'F,(J = 0, 1, 2, 3,
4) from the Eu (lll) ion encapsulated in cryptate, with maximum emission at 616.4

nm, related to the hypersensitive transition.
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Table 2 — Results of measurements of excitation and emission of samples tested in solution.

Sample A excx (nm) Max. A *** Max. A emiss. A emiss. A emiss.
emiss. (NM) Intensity (nm) (nm) (nm)
(a.u.) °D, 'F, °D, 'F, °D, 'F,
UEA-I 293,8 405,6 259.780 - - -
379,2 438,2 45.726 - - -
UEA-I-cryp 307,4 616,4 3.367.277 595,2 616,4 708,6
320,0 616,4 3.411.765 595,2 616,4 798,2
Con A 377 473,4 289.569 - - -
Con A-cryp 321 616,4 23.885.720 595,2 616,4 708,4
PNA 367 437,2 37.399 - - -
PNA-cryp 320 616,2 3.461.444 595,2 616,2 708,4
WGA 366 440 35.988 - - -
WGA-cryp 319,4 616,6 2.425.866 595,6 616,6 708,6

* exc — excitation; ** emiss — emission; *** Max. — maximum.
Time-resolved measurements were also carried out to suppress the emission
of lectins that could result in false positive. Figure 1 shows the suppression of

emission in conjugated lectin UEA-I-Eu(lll)Cryp.
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Figure 1 — Time resolved emission spectra of the conjugate UEA-I-Eu(lll)Crip
with different delays.

The same result was obtained with the other conjugates (data not shown).
Thus, analysis of conjugates with 1 msec delay was sufficient to cause the absence
of characteristic emission of lectins, whose band was in the region between 410 and
570 nm.
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By using Eu (lll) cryptate as revealer the staining it was obtained a brief
methodology and safer due to elimination of steps such as incubation with methanol
and revelation with diaminobenzidine (DAB), the latter known for its neurotoxic
effects. As to whether or not the dye hematoxylin, the results were indifferent. Once
Entellan®, used routinely in the process of mounting the slides, suppresses the
luminescence of europium(lll) ion, by absorbing at a wavelength close to the
cryptate, Glycerin and PBS were used as alternatives, since they do not interfere in
the emission ion.

Figure 2 presents the analysis results of tissues treated with different
conjugates which showed distinct results. It was taken into account the intensity at

the wavelength of maximum emission of the Eu(lll) ion in each sample (616nm).
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Figure 2 — Emission measurements of different tissues treated with the
conjugates (Con A-Eu(lIl)Cryp, in red; UEA-I-Eu(lll)Cryp, in green; PNA-Eu(lIl)Cryp,
in dark blue; and WGA-Eu(lll)Cryp, in light blue).

In normal tissues were not observed transitions of the Eu (lIl) ion for all
treatments. Fibroadenoma tissues treated with Con A-Eu (lll)Cryp, showed
luminescence in the region between 580 nm and 707 nm. In these spectra evidenced
the presence of Eu (lll) ion transitions, with maximum emission at 616 nm (transition
°Dy—'F,). Tissues of FIB that received other conjugates showed no luminescence.
Histological sections with IDC exhibited luminescence for the majority of luminescent
probes: Con A-Eu(lll)Cryp, PNA-Eu (Ill)Cryp and WGA-Eu (lII)Cryp. However, the

two latter showed reduced intensity.
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These results suggest the availability or access to D-glucose and/or D-
mannose in glycoconjugates on the cell surface of human breast tissues diagnosed
with fibroadenomas and, additionally, N-acetyl-glucosamine, D-galactose and N-
acetyl-galactosamine in tissues with IDC. These carbohydrates, which are identified
in greater quantities in transformed tissues are reported as result of overexpression
or higher enzymatic activity of glycosyltransferaes and glycosides in glycosylation
mechanisms."®

Glycosylation, the addition of carbohydrates to glycoproteins or glycolipids, is
an essential process for the performance of normal functions of the cell. During the
oncogenic process, as well as many types of diseases there are changes in the
pattern of glycosylation of cell surface carbohydrates.*

These changes can be detected in lectin histochemistry related to benign or
malign cell transformation or physiologic processes. In 1998, Beltrdo et al. studying
human breast lesions (fibroadenoma, fibrocystic disease and IDC) using Con A and
isoform 1 from Cramoll (specific for mannose and glucose residues) reported that
cells of fibroadenoma showed a staining pattern more intense than observed in
normal cells.'® Another study correlated the abundance of mannose in serum with the
progression of cancer where it was found that the intensity of mannose is elevated in
serum of both patients and in mice with breast cancer and decreased after tumor
removal.?’

Besides increasing fucosylation in breast cancer is well described, that was
not observed in our study. Patel et al. (1990) showed increased incorporation of
fucose residues in glycoproteins from serum of patients with breast cancer?® while
Yuan et al. (2008), studying cell lines of human breast cancers, showed that all
studied lineages showed virtually L-fucose on the cell surface in a normal or
increased pattern.?® In our study the non-observed L-fucose residues in the studied
tissues, differently of in vitro studies, may be related to difficulties of access to this
carbohydrate (inner locatization in glycocode of cell surface glycoconjugates),

requiring a previous enzymatic treatment of tissues.
Conclusion

In this research, we studied the glycosylation pattern in normal tissues and

tissues with FIB and IDC using lectins with different specificities to carbohydrates.
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This research showed that the proposed luminescent probes, lectins-Eu(lll)Cryp are
effective devices to identify the glycan identity by its emission, allowing to
differentiate the staining by intensity values. Therefore, this instrument can be used
in histochemical tests for the diagnosis of breast tumors, allowing to expand into
other tissues and/or pathologies as well as to increase the number of carbohydrates
to be evaluated. Front the evidences here presented the difference in glycosylation
pattern between normal and transformed tissues can aid in the diagnosis of these

diseases since these sugars act as biomarkers.
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