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RESUMO

BRANDAO, J. M. Sondas luminescentes aplicadas na identificacdo de
carboidratos e glicoproteinas em tecidos mamarios. 2017. Tese (Doutorado).

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Introducdo: A imunohistoquimica (IHQ) é a técnica mais empregada para
subtipagem molecular do cancer de mama. Embora suas andlises sejam de
grande utilidade, o método estd sujeito a subjetividade e dependéncia de
variaveis pré-analiticas. Assim, recursos mais precisos e concretos permitiriam
maior aperfeicoamento a esses ensaios. Estudos histoquimicos tém mostrado
gue alteracbes quantitativas e qualitativas sdo observadas em glicoconjugados
da superficie celular durante o processo neoplasico. Biomoléculas conjugadas a
marcadores luminescentes podem funcionar como sondas luminescentes
possibilitando elevar a sensibilidade das analises. Objetivos: Este trabalho teve
como objetivo conjugar marcadores luminescentes a lectinas e/ou anticorpos e
propor como potenciais sondas luminescentes em histoquimica com lectinas e
imunohistoquimica de tumores mamarios. Metodologia: Conjugados de lectinas
(Con A e UEA-I) com criptato de Eu** (Crip(Eu®")), foram sintetizados,
caracterizados através da atividade hemaglutinante (AH), dicroismo circular (CD)
e espectrofluorimetria; e avaliados como sondas luminescentes em histoquimica
com lectinas (HgL) para tecidos mamarios humanos normal e transformado
(fiboroadenoma, FIB e carcinoma ductal invasivo, CDI). Anticorpos anti-uPAR,
anti-GP88 e anti-MUC1 foram conjugados ao éster de acridina (EA) e
empregadas em imunohistoquimica para tecidos mamarios com CDI e normal.
Resultados: O conjugado UEA-I-Crip(Eu®*") preservou AH e manutencdo da
estrutura da lectina determinada por DC. Con A-Crip(Eu®") apresentou reducéo
da AH e alteragcdo nao significativa em DC. ApoOs conjugagdo com as lectinas, o
Crip(Eu®") manteve sua capacidade de luminescéncia. A HgL com as sondas
lectina-Crip(Eu*") revelou diferencas de marcacdo entre os tecidos normal e
transformados avaliados e equivalentes aquelas resultantes do uso de
conjugados lectina-FITC (disponiveis comercialmente). A conjugagdo dos
anticorpos (anti-uPAR, anti-MUC | e anti-GP88) com EA permitiu o
reconhecimento de seus respectivos alvos possibilitando sua utilizacdo na IHQ
luminescente na qual anti-MUC1-EA demonstrou variacdo do perfil de expresséo
de MUC1 em tecido mamério normal e CDI expressa em URL (unidades
relativas de luz). Concluséo: as sondas luminescentes, conjugados lectina-
Crip(Eu®") se apresentam como potenciais ferramentas na HqL agregando a
vantagem de serem fotoestavel. Na IHQ luminescente as sondas anticorpos-EA
permitem a quantificacdo da marcacdo podendo ser aliada a analise Gtica para
diminuicao da subjetividade no diagnéstico inerente a metodologias qualitativas.
Palavras-chave: Sondas (quimi)luminescentes. Mama Humana. CDI. FIB.



ABSTRACT

BRANDAO, J. M. Luminescent probes applied in the identification of
carbohydrates and glycoproteins in breast tissues 2017. Thesis (PhD).

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Background: Immunohistochemistry (IHC) is the most commonly used
technique for molecular subtyping of breast cancer. Although their analyzes are
very useful, the method is subject to subjectivity and dependence of pre-
analytical variables. Thus, more precise and specific resources would allow
further improvement to these trials. Histochemical studies have shown that
gquantitative and qualitative changes are observed in cell surface glycoconjugates
during neoplastic process. Biomolecules conjugated to luminescent markers can
function as luminescent probes decreasing the subjectivity of tissue analysis and
allowing its quantification. Objectives: This study aimed to conjugate,
characterize, evaluate and aplly lectins and/or antibodies to luminescent markers
as potential luminescent probes in lectin histochemistry (LHC) and
immunohistochemistry of human mammary tissues. Methodology: Lectin (Ulex
europeus agglutinin I, UEA-1 and Canavalia ensiformis, Concanavalin A, Con A)
and Eu® criptate conjugates were synthesized, characterized via
haemaglutinating activity (HA), circular dicroism (CD) and spectrofluorimetry; and
evaluated as Iluminescent probes in LHC to normal and transformed
(fibroadenoma, FIB and invasive ductal carcinoma, IDC) human mammary
tissues. Antibodies (anti-uPAR, anti-GP88 and anti-MUC |) were conjugated to
Acridinum ester (AE) and used in IHC to normal and IDC human breast tissues.
Results: UEA-I-Crip(Eu®") conjugate preserved its HA and the lectin structure
determined via CD while Con A-Crip(Eu**) presented a decrease in the HA and
small change in lectin structure. Both conjugates kept their luminescence. LHC
with these probes showed different emissions among breast tissues evaluated
(normal and with FIB and IDC) and they were equivalent to the results using the
same lectins conjugated to FITC (commercially available).

Antibodies (anti-uPAR, anti-MUC | and anti-GP88) conjugated to AE allowed the
recognition of their respective targets enabling their use in the luminescent IHC in
which anti-MUC1-EA demonstred variation in MUC1 expression profile between
normal and IDC breast tissues, expressed in relative light units (RLU).
Conclusions: Lectins-Crip(Eu®*) probes showed to be potential tools in LHC with
the advantage of photostability. Luminescent IHC with antibodies-AE probes
allowed to quantify the different staining being an allied to the optical analysis
since decreases the subjectivity in the diagnostic and prognostic using qualitative
methods.

Keywords: (Chemi)luminescent Probes. Human Breast. IDC. FIB
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1 INTRODUCAO

O céancer tornou-se, nas Ultimas décadas, um evidente problema de saude
publica internacional afetando paises de todos os niveis econdmicos. Na mama,
esta neoplasia é a segunda mais frequente no mundo e a mais comum entre as
mulheres (WHO, 2014). Embora o cancer de mama seja considerado um cancer
com progndéstico relativamente bom, quando diagnosticado precocemente,
continua levando a 6bito um ndamero elevado de mulheres no Brasil devido ao
diagnoéstico em estagios avancados (INCA, 2015).

Para superar essa dificuldade e acompanhar a evolucdo da doenca,
estudos de biomarcadores no cancer vém sendo desenvolvidos (MISEK; KIM,
2011; PULTZ, et al., 2014). Macromoléculas como os carboidratos sédo inseridos
nessa categoria por se entender seu importante papel na codificacdo de
informacdes biologicas, seja em processos fisiolégicos ou patoldgicos. Variacdes
no tipo ou no numero de acucares em glicoconjugados das membranas celulares
sdo importantes para compreensdo do desenvolvimento de varias doencgas,
inclusive o cancer (MISLOVICOVA, et al., 2009; ANDRADE, et al., 2013).
Estudos em diversos tipos de cancer ja demonstraram o envolvimento estreito
entre a glicosilacéo alterada e o processo carcinogénico (SILVA, et al., 2014; JI,
et al., 2017; SOLIMAN; YURIEV; RAMSLAND, 2017).

Uma ferramenta que pode contribuir na identificagdo desses
biomarcadores sdo as lectinas, proteinas com capacidade de reconhecer
especificamente carboidratos e oligossacarideos, livres ou em glicoconjugados
(ISKRATSCH et al., 2009; SOBRAL et al., 2010). A avaliacdo do padrdo de
glicosilacéo de glicoconjugados em diferentes estagios fisioldgicos e patologicos
tem sido verificada através desse mecanismo (REGO, 2009).

Marcadores luminescentes sdo dispositivos usados com frequéncia na
identificacdo de biomoléculas em analises bioldgicas. Dentre estes, destaca-se 0
criptato de europio (Ill), que tem meia vida de fluorescéncia longa, permitindo a
medicdo em escalas de tempo, de forma que a autofluorescéncia ndo seja um
problema, além de possuir comprimentos de onda de emissao bem definidos
(KNEPP; SAKMAR; HUBER, 2013). Outro marcador luminescente usado em
imunoensaios é o éster de acridina, que é facilmente quantificado, substituindo o
luminol (REGO et al., 2013).
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Este trabalho propdés uma investigacdo em tecidos tumorais mamarios
benignos e malignos utilizando métodos de diagnéstico padrdo e auxiliar com
sondas luminescentes a fim de identificar carboidratos e glicoproteinas em
tecidos mamarios humanos e assim apresentar uma ferramenta auxiliar que

possa contribuir para o diagnoéstico destas patologias.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Conjugar marcadores luminescentes a lectinas e/ou anticorpos e propor
como potenciais sondas luminescentes em histoquimica com lectinas e

imunohistoquimica de tumores mamarios.
2.2  ESPECIFICOS

v Conjugar o criptato de Eu**, Crip(Eu®"), as lectinas Ulex europeus
agglutinin I (UEA-1) e de Canavalia ensiformis (Concanavalina A, Con A);

v Caracterizar o conjugado lectina-crip(Eu®") através de anélise de
luminescéncia (espectrofotometria), atividade hemaglutinante e dicroismo
circular;

v Utilizar os conjugados Iectina—crip(Eu3+) como sondas sacaridicas
em histoquimica com lectinas (HgqL) em tecidos mamarios humanos normal e
transformados (fiboroadenoma, FIB e carcinoma ductal invasivo, CDI) e comparar
com as sondas comerciais lectinas-FITC;

v Conjugar os anticorpos anti-uPAR, anti-GP88 e anti-MUC1 ao éster
de acridina (EA);

v Aplicar os conjugados anticorpos-EA em tecidos mamarios
humanos normal e transformado (carcinoma ductal invasivo, CDI) empregando

Imunohistoquimica (IHQ).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cancer

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, invadindo tecidos e érgaos
(INCA, 2015). 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 séo verificados a
qualidade do DNA replicado, anormalidades na divisdo dos cromossomos, entre
outras atividades. Caso seja percebida anormalidade, a divisdo celular
interrompe, permitindo o reparo adequado do material danificado (SHEER;
BARTEK, 2016). Nas células cancerigenas o DNA danificado ndo é reparado
desencadeando uma série de erros (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Como consequéncia, surgem 0s tumores que sdo tecidos complexos
formados por tipos celulares variados que interagem de maneira heterogénea
uns com os outros. Com a proposta de explicar o comportamento das células
cancerigenas Hanahan e Weinberg, em 2000, publicaram um artigo sobre a
biologia do cancer contemplando caracteristicas e habilidades que permitem as
células cancerigenas sobreviver, proliferar e disseminar. Essas propriedades
ficaram conhecidas como hallmarks do cancer e incluem: sinalizacdo
proliferativa sustentada, inabilidade em responder aos supressores de
crescimento, potencial replicativo ilimitado, inducdo da angiogénese, resisténcia
a morte celular (apoptose) e invasdao e metastase. Em 2011, os mesmos
pesquisadores propuseram a inclusdo de inflamacdo e fuga da destruicdo
imunolégica como hallmarks adicionais envolvidas na patogénese de alguns e,
talvez, de todos os canceres (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Recentemente, no
decurso de progressos em pesquisas com cancer, novas observacdes tém
modificado o processo multi-etapas que culminam na tumorigénese, sendo
proposta a glicosilacdo coma uma representante desses marcos (VAJARIA,
PATEL, 2016).
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Figura 1 — Etapas de formacéo do cancer em tecido epitelial, partindo de uma

célula cancerigena até a invasao.

(a) Células normais; (b) aumento do namero 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 6rgédos (metastase). Fonte: WHO (2008).

A figura 1 ilustra o processo de progressao tumoral a partir de uma
célula cancerigena até a invasdo. As células tumorais podem entrar na
corrente sanguinea de forma direta, atravessando 0s vasos sanguineos, ou
indiretamente, atravessando vaso linfatico e desembocando na corrente
sanguinea (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O céancer tornou-se, nas ultimas décadas, um evidente problema de
salde publica internacional afetando paises de todos os niveis econémicos. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem a expectativa de 20 milhdes de
casos novos de cancer para o ano de 2030 e a projecdo de aumento para o
namero de 6bitos por esta causa é de 13 milhdes (WHO, 2014). No Brasil, as
estimativas para 2017 apontam a ocorréncia de aproximadamente 600.000

casos novos de neoplasias (INCA, 2015).

3.1.1. Cancer de mama e fibroadenoma: os tumores mais comuns da mama

O cancer de mama, considerado o segundo tipo mais frequente no mundo
€ 0 mais comum entre as mulheres, tem sua incidéncia aumentada ao longo dos
anos. A cada ano, 25% dos casos novos de cancer em mulheres no mundo sdo
de mama, sendo esperados no Brasil aproximadamente 58 mil casos novos em
2017 (WHO, 2014; INCA, 2015).
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No Nordeste, esta neoplasia € responsavel por 11.220 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,
0 segundo estado com maior incidéncia (2.550 casos novos) (INCA, 2015).

Existem vérios fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
mama, podendo alguns 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.
Alguns desses fatores ndo podem ser alterados como idade ou raga; outros, s&o
relacionados a escolha pessoal como o habito de fumar, consumir bebidas
alcoodlicas ou habitos alimentares (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). O
risco também € aumentado para pessoas que tem histéria pessoal ou familiar de
cancer e mutacdes nos genes de susceptibilidade ao cancer de mama, BRCAl e
BRCA2, embora essas mutacfes sejam responsaveis somente por 5-10% de
todos os canceres de mama (MAIA, et al., 2016).

Um nodulo palpavel na mama ou um achado no rastreamento
mamogréfico, embora seja fator de impacto emocional para a maioria das
pacientes, ndo é sindnimo de cancer. Doencas na mama S0 comuns em
mulheres, tendo destaque os tumores que séo classificados em benignos e
malignos de acordo com o potencial de invasividade e de desenvolver metastase
(NAZARIO, REGO; OLIVERIA, 2007). Tumores benignos tém o crescimento de
suas células de forma organizada, lenta, expansiva e bem nitida, permanecendo
no seu local de origem com células semelhantes as de origem e seus nucleos
nao estao alterados. (MEISNER et al., 2008; VIZECHI, et al, 2016).

Os fibroadenomas, inseridos nessa categoria, representam uma lesao
frequente da mama, uma vez que 80% dos tumores mamarios detectados em
exames clinicos evidenciam essa alteragdo (NAZARO; REGO; OLIVEIRA,
2007). Ocorre em cerca de 30% das mulheres de forma assintomatica e a faixa
etaria de maior incidéncia é de 15 a 35 anos de idade (GURAY; SAHIN, 2006).
Sao considerados como resultado de proliferacdo dos componentes
mesenquimal e epitelial da mama. O componente varia de acordo com o estado
evolutivo, assim, na fase proliferativa, observa-se estroma rico em fibroblastos,
com dilatacGes cisticas e proliferacdes epiteliais benignas intraductais. Ja no
estagio avancado, o estroma é fibroso, com calcificacdo e epitélio ductal é

atrofico. Clinicamente, sao tumores de tamanhos variados, indolores, bem
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delimitados, de consisténcia dura, elastica e movel (MACIAS; QUINTANA;
RAMOS, 2014).

Em contrapartida, o desenvolvimento do cancer de mama pode envolver
estagios patologicos iniciando com hiperplasia epitelial atipica, progredindo para
carcinomas in situ, seguindo para carcinomas invasivos e, culminando em
doencga metastética. O carcinoma ductal invasivo (CDI) € o tipo mais comum de
cancer mamario, responsavel por 80% de todos os canceres de mama. Neste as
células mioepitelias e a membrana basal estdo ausentes e as células tumorais
estdo dispersas no estroma. O CDI consiste em células de revestimento ductal
malignas dispostas em corddes, ninhos celulares sélidos, tabulos, glandulas,
massas anastomosantes e uma mistura destas caracteristicas. Nestas lesGes
fica evidente a invasdo do estroma de tecido conjuntivo pelas células malignas
(TOILLON et al., 2007, CHEN et al., 2011).

Alguns sinais clinicos podem ser percebidos pelas mulheres como: nédulo
fixo e indolor, pele avermelhada e retraida, alteracdo no mamilo, nédulos na
axila ou no pescoco, saida de liquido anormal da mama (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016).

3.1.2 Diagnostico de tumores mamarios

Para avaliar lesbes da mama é realizado o teste triplo, que inclui
citologia aspirativa por agulhamento fino, a bidpsia 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
nao dimensiona a proporgao real do problema, pelo fato do patologista apenas
coletar amostras circundantes da area lesionada (RAO et al., 2010). Por este
motivo, a biopsia de excisdo € essencial para afastar a possibilidade de
malignidade a ser tratada com intervencgéo cirurgica (KUMAR, 2010).

O ultrassom é utilizado para diagnosticar fiboroadenomas e adequacdes
no equipamento possibilitam a visualizacdo de varias alteracées morfoldgicas,
desde hiperplasia ductal atipica até um carcinoma em um fibroadenoma. No

entanto, esta Ultima alteracdo ndo € facil de ser detectada uma vez que sinais
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caracteristicos ndo podem ser evidenciados até que ocorra a violagdo na falsa
capsula (RAO et al., 2010).

A mamografia € o método mais conhecido e utilizado nos seguimentos
de saude para o rastreamento e diagnostico de cancer de mama, com
sensibilidade variando entre 85-95% (NASCIMENTO; PITTA; REGO, 2015). Por
recomendacdo do Ministério da Saude brasileiro, como medida preventiva e de
diagnéstico, o rastreamento da mama deve ser realizado para mulheres entre 50
e 69 anos através da mamografia bienal (TESSER; D"AVILA, 2016). Contudo, s6
a mamografia ndo € suficiente para determinar se o tumor é benigno ou maligno,
sendo necesséria a biopsia (NASCIMENTO; PITTA; REGO, 2015).

O exame histopatolégico permite a avaliagdo da arquitetura tecidual
através de analise microscopica da biépsia, no qual confere se ha perda da
organizacdo tecidual e verifica a relacdo entre os tecidos adjacentes, sendo
possivel indicar o potencial invasivo das células tumorais (BRAZ et al., 2016).
Para visualizacdo dos diferentes componentes do tecido sob microscépio, as
secc¢des sao coradas com um ou mais corantes, que revelam os componentes
celulares. Recentemente, diferentes métodos de aquisicdo de dados espectrais
tém sido usados para auxiliar o processo de diagnoéstico com informacdes
complementares como a composi¢cado bioquimica de células e constituintes de
tecidos (GURCAN et al., 2009).

3.2 Glicobiologia

3.2.1 Biomarcadores e o papel dos carboidratos

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 biolégico normal, patogénico
ou resposta biolégica a uma intervencéo terapéutica” (ASADULLAH; KRAMER,
2011).

Em outras palavras, a presenca de DNA, RNA, proteinas e metabdlitos,
encontrados em fluidos corporais ou tecidos, em niveis anormais sinaliza uma

condicao patolégica como o cancer. Uma molécula secretada por uma neoplasia
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ou uma resposta especifica do corpo diante da presenca do cancer, sao
exemplos de biomarcadores (WHO, 2014).

Existem vérias categorias de biomarcadores, podendo destacar aqueles
gue indicam o estado e a severidade da doenca bem como aqueles de
estratificacdo, auxiliando na selecdo de pacientes com maior possibilidade em se
beneficiar do tratamento (ASADULLAH; KRAMER, 2011).

Os biomarcadores ja sdo bem estabelecidos em oncologia, e € provéavel
gue mudem a situacdo clinica dramaticamente nos proximos anos
(ASADULLAH; KRAMER, 2011). No céancer, 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 no
monitoramento da recorréncia da doenca (LEVENSON, 2007).

Diante deste conceito de biomarcadores, os carboidratos s&o incluidos
nessa classe devido seu papel na codificacdo de informacdes bioldgicas, tanto
normais quanto patologicas (MISLOVICOVA et al., 2009). Os primeiros indicios
da presenca de acucar na superficie das células e a visdo destes acucares como
potenciais marcadores foram observados por Watkin e Morgan (1952 apud
SHARON; LIS, 2004).

Glicanos sd@o conjuntos covalentes de acUcares (oligossacarideos e
polissacarideos) que existem nas formas livre ou em complexos covalentes com
proteinas ou lipidios, formando os glicoconjugados (FUSTER; ESKO, 2005). Séo
encontrados na superficie das células, num ambiente extracelular conhecido
como matrix extracelular (MEC) ou glicocalix (MAURYA et al, 2010). A figura 2
apresenta um diagrama da membrana plasmatica e seus componentes, sendo
possivel destacar a presenca de carboidratos ligados a lipideos e proteinas.

Essa localizacdo permite que os carboidratos exercam funcbes como
sinalizacdo, adesdo e reconhecimento celular, atuando em reacles
imunoldgicas, e funcionando como receptores e transdutores em processos
regulatérios como crescimento celular e apoptose (FUSTER; ESKO, 2005;
MAURYA et al., 2010; GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).
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Fluido extracelular

Canal de proteina Proteina globular _ , Carboidrato
(proteina de Glicoproteina

transporte)
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hidrofilicas
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fosfolipidica
Colesterol / Proteina Proteina de Molécula
Glicolipidio integral superficie Caudas fosfolipidica
Proteina (globular) hidrofobicas
periférica Proteina alfa-hélice
(integral)
Citoplasma

Figura 2 — Diagrama representando 0s diversos componentes que compdem a

membrana plasmatica.
Fonte: Adaptado de <http://juanribon.com/design/plasma-membrane-diagram.php> (2017).

Alteragcbes no numero e/ou tipos e/ou local de acucares em
glicoconjugados das membranas celulares sdo cruciais no desenvolvimento e
evolucdo de varias doencas, incluindo o diabetes, imunodeficiéncia,
neurodegeneracdo, doencas 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
progresséao tumoral (FUSTER; ESKO, 2005; POTAPENKO et al., 2010). A figura
3 apresenta numerosos processos celulares de grande importancia para a

carcinogénese envolvendo a glicosilacéo.

3.2.2 Lectinas aplicadas no reconhecimento de biomoléculas

Uma molécula que pode contribuir na identificacdo de carboidratos € a
lectina, proteina de origem ndo imunologica que tem a capacidade de
reconhecer especificamente carboidratos em oligossacarideos e glicoconjugados
(ISKRATSCH et al., 2009; SOBRAL et al.,2010). As lectinas se ligam aos
carboidratos através de pontes de hidrogénio e interagcbes hidrofobicas

altamente especificas e reversiveis (WU et al., 2009). A maioria € multimérica,
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consistindo em subunidades associadas de forma nao covalente, com
subunidades homologas, idénticas, ou heterélogas, diferentes. E essa estrutura
gue possibilita as lectinas a aglutinacdo de células ou formagédo de agregados
com glicoconjugados de maneira tdo similar quanto ao complexo antigeno-

anticorpo (LEI; CHANG, 2009).

Regulacao do receptor de
crescimento

Modulacéo do fator de
crescimento

2\ Adeséo célula-célula
T
!‘ : Modulacao do sistema imune
.
!
i Motilidade celular

&
’

Adeséo ao endotélio vascular

PP meracoes de adesdo de Z@ Células de carcinoma e@ms Célula endotelial

4 glicanos maliano
««* " Acido hialuronico -
Q}yn Glicosaminoalicano = Fibroblasto @ Heucocito

»  Mucina 0 Eritrocito .0_): Recepto_r e fator
de crescimento

Figura 3 — Processos celulares nos quais a glicosilacdo desempenha papel
crucial durante a carcinogénese. (1) Receptores de crescimento s&o influenciados
pela N-glicosilacdo: com atuacdo das galectinas; (2) Fatores de crescimento podem ter
concentragbes elevadas ou retidas por glicosaminoglicanos e mucinas O-glicosiladas; (3)
Adesao célula-célula pode ser mediada através da modulagdo de integrinas e caderinas N-
glicosiladas; (4) Mucinas O-glicosiladas podem agir como barreira fisica em receptores de
leucécitos, modulando o sistema imunoldgico; (5) A motilidade de células transformadas pode
ser aumentada por N-glicosilagcdo de integrinas e (6) A adesao ao endotélio pode ser mediada
por antigenos de Lewis por meio de selectinas endoteliais. Fonte: Adaptado de Potapenko et

al (2010).

Estudos estruturais realizados em lectinas de animais sugeriram que a
atividade de ligagdo 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 (dlicolipidios da membrana celular
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(GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). Alguns residuos de aminoacidos
presentes no sitio de ligacdo ao carboidrato sédo altamente conservados e
responsaveis por fornecer a base para a interacdo lectinas-carboidratos
(AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005).

Entendida a especificidade das ligacbes lectina-carboidrato e devido a
sua versatilidade, as lectinas tém sido aplicadas para compreensdo de varios
processos biolégicos: a) identificacdo e separacdo de células; b) deteccao,
isolamento e estudos estruturais de glicoproteinas; ¢) sondas histoquimicas e
citoquimicas; d) mapeamento de vias neuronais; e€) estimulacdo mitogénica de
linfécitos, dentre outras (SHARON; LIS, 2004; WU et al., 2009).

Alguns exemplos de lectinas sdo apresentados da tabela 1. Dentre as
lectinas citadas, destacam-se a concanavalina A, que possui estrutura e
propriedades bem conhecidas, e a Ulex europaeus |, que reconhece L-fucose, 0
anico carboidrato que possui L-configuracdo no homem (AMBROSI; CAMERON;
DAVIS, 2005; DOMENEGHINI et al., 2005).

Tabela 1 — Especificidade de lectinas na ligagao aos carboidratos.

Lectina Abreviacéo Residuo de Agucar Especifico
Dolichos biflorus DBA a-D-N- acetil-galactosamina
agglutinin
Peanut agglutinin PNA D-Galactose (1> 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 UEA-I a -L-fucose
agglutinin |

Fonte: AMBROSI; CAMERON; DAVIS, (2005); DOMENEGHINI et al. (2005).

O interesse pelas lectinas é crescente e chama a atencédo pelo fato de
serem consideradas ferramentas vantajosas para histo- e citoquimica, sendo

aplicadas na analise das alteracBes de glicoconjugados de superficie celular
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durante processos fisioldgicos e patoldgicos, desde a diferenciacdo celular ao
cancer (SHARON; LIS, 2004; BLOMME, et al., 2009; GHAZARIAN; IDONI,
OPPENHEIMER, 2011).

A UEA-I é uma metaloglicoproteina hemodimérica, tendo cada
subunidade aproximandamente 27 KDa. A primeira lectina de Ulex europaeus,
identificada como carqueja, ficou conhecida por aglutinar eritrocitos 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. Este terminal da
unidade trissacaridica é o determinante H tipo 2, sendo a a-fucose definida como
Gnico 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 ligaces especificas a carboidratos diferem grandemente. Para a
lectina UEA-I o sitio de ligacdo a carboidrato é considerado como sendo uma
depressdo formada pelos residuos de aminoacidos Glu44, Thr86, Asp87,
Gly104-Gly105, 11e130, Vall34, Asnl135, Trpl37, Tyr220 e Arg223. Em lectinas
leguminosas ions metdlicos positivamente carregados sao componentes
estruturais dessas proteinas. Eles estdo adjacentes ao sitio de ligagdo sendo
muito frequente a ocorréncia dos ions calcio e manganés. A presenca desses
ions é considerada como uma ajuda para bloquear a estrutura terciaria da lectina
e, assim, manter a conformacdo mais favoravel (estavel) para ligacdo ao
carboidrato. Na lectina UEA-I tanto o ion célcio quanto o manganés estao
presentes em cada subunidade (AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE,
2000). A figura 4 exibe a estrutura da lectina Ulex europaeus | mostrando os
sitios de ligacao a carboidratos.

Em 1936, Sumner e Howell revelaram que a lectina Concanavalina A
(Con A), presente em extratos de sementes de feijdo, Canavalia ensiformis, era
capaz de aglutinar moléculas de glicogénio e, que na presenca de sacarose a
aglutinacédo era inibida. A partir desses fatos foi possivel compreender como
ocorria a interacdo entre lectinas e carboidratos. Essa proteina, membro mais
bem estudado dentro da familia de lectinas leguminosas, caracteriza-se por ser

uma proteina tetramérica, com 237 animoécidos, constituida por mondémeros
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guase idénticos. Sua estrutura tridimensional foi determinada nos anos 70,
sendo uma das primeiras lectinas a ter essa estrutura conhecida (SHARON,
2008; PDB, 2011).

Figura 4 — 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).

A composi¢cdo de um mondmero de Con A é dominado por um extenso
arranjo de B-folha, que associa-se como um dimero de dimeros formando um
tetrdmero de 100 kDa. Assim como a lectina UEA-I, a Con A também é uma
metaloproteina ja que possui ions metélicos na sua composi¢cdo, calcio e
manganés, 0s quais sdo necessarios para a ligacdo com o sacarideo (SHARON,
2008).

Apresenta especificidade para os aclUcares D-glicose e D-manose,
sendo o glicano ancorado a proteina por meio de varias pontes de hidrogénio e
interacbes de van der Waals. As interacfes estdo centradas no nucleo
trimanosideo, encontrado em todos os glicanos N-ligados (SHARON, 2007). A
figura 5 ilustra a estrutura da Concanavalina A livre, sendo observados os ions

célcio e manganés.
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Figura 5. 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).

Estudos sobre cancer de mama apontam para alteracdo do padrdo de
expressao dos acucares glicose e fucose, pelos quais as lectinas e Con A e
UEA-I tém afinidades. Alfa-L-fucose, componente chave incorporada a superficie
de células de cancer de mama, contribui para as caracteristicas de progressao
tumoral na mama, sendo sua expressdo aumentada em células epiteliais de
varias origens, incluindo cancer de mama (CHENG et al., 2015). Ja a Con A foi
utiizada para identificar os carboidratos D-glicose/D-manose em tecidos
mamarios humanos normais e transformados, estando mais presentes no
estroma (ANDRADE et al., 2013).

3.2.3 Glicoproteinas atuando como biomarcadores

Muitos marcadores moleculares usados para o diagndstico sdo Uteis para
acompanhar a evolucdo da doenca e metastase, porém ineficientes para o
diagnoéstico precoce (MISEK; KIM, 2011). As glicoproteinas de membrana
plasmética uPAR, GP88 e MUCL1 estdo presentes em niveis aumentados no
soro de pacientes com diversos tipos de canceres, inclusive cancer de mama,
estando associadas a uma via de disseminacdo das células tumorais (MEIJER-
VAN GELDER et al., 2004; DUFFY et al., 2014).
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O marcador sorologico mais utilizado para o diagndstico de cancer de
mama é o CA 15-3 que mede niveis da glicoproteina de membrana mucina
(MUC-1) disseminada pelas células tumorais na corrente sanguinea. (TKACZUK
et al.,, 2011). Mucina 1 (MUC1) é uma proteina transmembranar altamente O-
glicosilada, expressa na superficie apical de células epiteliais. Sabe-se que no
processo tumorigénico, ha aumento dessa proteina, favorecendo interacdes
entre moléculas sinalizadoras (GHOSH et al., 2013). Este marcador mostra
niveis elevados de MUC-1 em 75% a 90% das pacientes com cancer de mama
metastatico (TKACZUK et al., 2011).

Mudancas fenotipicas associadas com transformacdo maligna, como
proliferacédo celular, adeséo e migragao, geralmente sdo mediadas ou iniciadas
por proteinas associadas a membrana plasmatica (LETH-LARSEN; LUND;
DITZEL, 2010). Um receptor de membrana envolvido no processo carcinogénico
€ UPAR. A protease uPA (ativador do plasminogénio do tipo uroquinase) e seu
inibidor PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio -1) sdo considerados um
dos melhores biomarcadores disponiveis para cancer de mama, embora nao
seja ainda usado tdo usados na clinica. A uPA funciona quando ligada ao
receptor de membrana plasmatica, receptor de uPA (UPAR), estando a ativacdo
desse complexo (UPA-uPAR), envolvida na sinalizagdo que regula a proliferagéo,
migracdo e metastase. Dois inibidores enddgenos estdo envolvidos na restricdo
da funcado proteolitica da uPA (PAI-1 e PAI-2). Quando ligados ao complexo
uPA-uPAR, sofrem endocitose, sendo o complexo degradado e uPAR reciclado
parcialmente para a membrana (DUFFY et al., 2014). Em um estudo de
marcadores tumorais baseado em soro de pacientes com cancer de mama foi
observado que altos niveis de uPAR estavam relacionados a um pior
prognéstico (MEIJER-VAN GELDER et al., 2004).

Outra glicoproteina de membrana plasmética envolvida com a
sobrevivéncia e crescimento celular em cancer de mama é a GP88 (EDELMAN
et al., 2014). A glicoproteina GP88, também conhecida como progranulina, fator
de crescimento derivado de célula PC, precursor epitelina/progranulina ou
acrogranina, € o maior membro da familia de fatores de crescimento chamados
epitelina/granulina, caracterizado por possuir por¢cdo rica em cisteina dupla.

Identificada inicialmente por sua expressao aumentada em cancer de mama, foi
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investigada em varios tipos de cancer onde mostrou 0 mesmo comportamento,
ao passo que em tecidos normais sua expressao € baixa ou ausente (FERRERO
et al, 2016). No cancer de mama, sua alta expressao estd associada a um maior
risco de recorréncia e de morte (EDELMAN et al., 2014).

3.3 Técnicas histologicas

A técnica de histoquimica convencional utiliza como ferramenta de
avaliacdo a morfologia das células e dos tecidos, auxiliada por corantes. Os
corantes mais utilizados nos procedimentos histolégicos sédo a hematoxilina e a
eosina, permitindo a identificacdo dos elementos teciduais, de forma a
proporcionar um diagnadstico histologico (TIMM, 2005). No entanto, embora seja
o principal método empregado para observacgao de tecidos, existe a hecessidade
de técnicas complementares visando um diagnostico diferencial mais preciso
(VIZECHI et al., 2015).

Estudos histoquimicos tém mostrado que alteragBes quantitativas e
gualitativas sdo observadas em glicoconjugados de superficie celular durante
processos oncogénicos (LIMA, A. L. R. et al, 2010; LIMA, L. R. A. et al., 2013;
REGO, 2009; SILVA, et al., 2014). Ja se sabe que a glicosilacdo alterada
constitui uma via universal para transformacao e progresséao tumoral (PINTO et
al., 2010).

A imunohistoquimica (IHQ),6é uma técnica adicional, apresentando-se
como um poderoso meio de identificacdo in situ de varias estruturas celulares e
teciduais que podem estar diretamente associadas a patologias, bem como das
consequéncias, a nivel funcional e morfolégico, da acdo desses mesmos
elementos (FERRO, 2014). Esse método baseia-se na reagdo anticorpo-
antigeno para deteccdo e caracterizacdo de moléculas no seu local de origem
(FERRO, 2014). Como essa reacao nao visivel sob microscopia de luz, a
visualizacdo do complexo antigeno-anticorpo torna-se possivel pela adicdo de
um fluorocromo (conjugado) ao anticorpo, que pode entdo ser observado ao
microscopio, ou, alternativamente, de uma enzima, cujo produto de reacdo pode
igualmente ser visualizado (CAPELOZZI, 2009). IHQ hoje é considerada a
técnica padrdo ouro e complementar, indispensavel na resolucdo de certos

problemas de diagnostico diferencial formulados nas laminas coradas com a
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coloracdo basica de rotina (VIZECHI, et al., 2015). Mesmo diante do grande
subsidio, algumas dificuldades sdo persistentes. Podem ser citadas, por
exemplo: em virtude da técnica possuir muitas etapas, € possivel incorrer em
interacdes indesejadas, com resultados falsos; os anticorpos podem reagir de
maneira cruzada com mais de um antigeno resultando em altos niveis de
coloracdo de fundo; problemas de sensibilidade do sistema de deteccédo; além
disso, a contribuicdo da IHQ para a resolucédo de problemas em anatomia
patolégica depende da experiéncia dos que executam e interpretamos
resultados (GARCIA, 2013; FERRO, 2014, VIZECHI et al., 2015).

Dentro deste contexto, a técnica de histoquimica com lectinas vem sendo
utiizada em adicdo a imunohistoquimica como ferramenta auxiliar na
diferenciacdo de tecidos normais e transformados. Através de seccdes de
parafina, lectinas sao tradicionalmente estudadas via coloracdo direta ou
indireta. 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 (LEAL, et al., 2012), da mama (CAZET et
al., 2010; SANTOS et al., 2014), de pele (FERREIRA et al., 2013), de préstata
(LIMA et al., 2010), dentre outros.

3.4 Marcadores Luminescentes

O termo luminescéncia foi introduzido em 1988 pelo fisico aleméo Eilhardt
Wiedemann para os fenbmenos de emissao de luz que ndo sofressem aumento
de temperatura (KUPLICH, 2007), podendo ser obtida por processos mecanicos,
guimicos, elétricos ou pela acao direta da luz (WEISZFLOG, 2007).

A luminescéncia molecular € a emissdo de radiacdo eletromagnética
(geralmente na regido do visivel), proveniente de moléculas que foram
excitadas, quando estas retornam ao estado fundamental. Esse fenbmeno é
denominado fotoluminescéncia quando a absorcéo de foétons é responséavel pela
excitacdo da molécula, ou seja, pela elevagdo 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
€ obtida a partir da absorcdo de radiacdo eletromagnética (geralmente UV); a

eletroluminescéncia, a partir de uma voltagem elétrica; luminescéncia de raios X,
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a partir de raios X; quimioluminescéncia, a partir de energia de uma reacao
guimica, etc (VILA NOVA, 2003).

Marcadores luminescentes sédo 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). Estudos com
diferentes tipos de marcadores luminescentes como quantum dots, éster de
acridina e criptato de eurdpio (lll) ja foram desenvolvidos para aplicacdo na
forma de bioconjugados (VILA NOVA, 2003; SANTOS et al., 2006; LIMA et al.,
2013).

Complexos de ions lantanideos tém recebido atencdo devido as suas
propriedades fotofisicas e seu uso como candidatos para uma variedade de
aplicacbes (SOTOMAYOR et al. 2008; MARTINS et al., 2010). A caracteristica
chave da Iluminescéncia de lantanideos que rende seu interesse
bioanaliticamente € o fato dos ions lantanideos terem luminescéncia por um
tempo de vida extremamente longo. Além disso, as bandas de emissédo séo
estreitas, sem sobreposi¢ao dos espectros de excitacado e de emisséo, podendo
formar complexos com vérias classes de ligantes (HAGAN; ZUCHNER, 2011).
Dentre os ions lantanideos trivalentes, o eurdpio (Eu) e o térbio (Tb) sdo os dois
mais estudados em solugcdo (MARTINS; ISOLANI, 2005).

Embora os ions lantanideos apresentem caracteristicas desejaveis, a
luminescéncia por excitacdo direta do ion é pouco eficiente, j& que eles néo
possuem uma alta absor¢cdo molecular. Assim, € necessario utilizar um ligante,
gue tem o papel de 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 é conhecido como efeito antena (MARTINS; ISOLANI, 2005).

Algumas caracteristicas fazem desses complexos excelentes reveladores
tais como alta estabilidade cinética e termodinamica, baixo custo, eficiéncia na
transferéncia de energia do quelato para o ion Ln, tempo de vida longo, alta
sensibilidade de detecc¢éo e facilidade para se ligarem a biomoléculas, como as
proteinas (SA et al., 2000; MARTINS; ISOLANI, 2005; MARTINS et al., 2010).

Os criptandos sdo macrociclos com uma cavidade tridimensional sendo
capazes de encapsular metais (BANDEIRA et al.,2009). Complexos de ions
lantanideos, como os criptatos de Eu®*, apresentam boa solubilidade em &gua,
elevada estabilidade cinética e fotoquimica, demonstrando grande potencial para
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aplicacdo em sistemas biolégicos (VILA NOVA, 2003). A figura 6 apresenta a
estrutura de um criptato de lantanideo.

Figura 6 — Estrutura do criptato de lantanideo.
Fonte: VILA NOVA (2003).

Outro meio de se obter geracdo de luz pode ser através da
guimioluminescéncia, a qual € gerada por intermédio de uma reagdo quimica,
acompanhada de liberacdo de energia, sendo a emissédo de luz proporcional a
concentracdo da amostra (NASCIMENTO, 2013). Esse fenbmeno é observado
em marcadores, como 0s ésteres de acridina, 0s quais sao altamente sensiveis
sendo aplicados em ensaios imunolégicos para diagnosticos clinicos
(NATRAJAN; WEN, 2015)

Dentre as vantagens desse marcador luminescente estdo a possibilidade
de deteccdo em limites muito baixos (fentomoles ou atomoles), instrumentacao
simples, rapidez durante as analises e fotoestabilidade (NASCIMENTO, 2013).

Vérios estudos em histoquimica tém propostos a substituicdo de enzimas,
usadas como marcadores, por compostos quimioluminescentes, como por
exemplo, a conjugacéo de lectinas a éster de acridina em tumores cutaneos e
prostaticos (SILVA, et al., 2014; LIMA, et al., 2013).

Esse estudo propdés o uso de sondas luminescentes aplicadas em
meétodos de diagnoésticos auxiliares como instrumento de contribuicdo para

melhorar a diferenciacéo de tecidos mamarios.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material e Equipamentos

As lectinas de Ulex europeus agglutinin | (UEA-I) e de Canavalia
ensiformis (Concanavalina A, Con A) foram adquiridas da Sigma-Adrich (EUA).
Criptatos de Eu3+ foram sintetizados no Laboratério de Terras Raras (BSTR) do
Departamento de Quimica Fundamental — UFPE. As medidas de dicroismo
circular foram obtidas a partir de um espectropolarimetro (Jasco J-815 CD
Spectrometer), no Laboratério Multiusuario de Nanotecnologia do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). Os espectros de
luminescéncia das amostras foram registrados em espectrofluorimetro SPEX-
FLUOROG 2 com monocromadores duplos SPEX 1680, no Laboratério dos
Elementos do Bloco-f, Instituto de Quimica, USP-SP. Os anticorpos GP88
(Acrogranin — sc-11342), MUC1 (Mucin 1 — sc-53377), uPAR (sc-9793) foram
adquiridos da Santa Cruz Biotechnology. Para a bioconjugagédo com o éster de
acridina foi usado o kit de conjugagao “Chemiluminescent labeling kit catalog No
ADI-907-001, adquirido da Enzo Life Sciences. A analise de
guimioluminescéncia foi realizada em Luminbmetro Luminometer Modulus
Single Tube 9200-001 (Turner BioSystems, EUA).

4.2 Selec&o das amostras

A populacao de estudo foi composta por uma coorte retrospectiva de base
hospitalar de mulheres com diagndstico prévio de tumores mamarios
(fiboroadenoma, FIB, e carcinoma ductal invasivo, CDI) atendidas no ambulatério
de Mastologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco no periodo de 2009 a
2014. Foram também utilizadas bidpias fixadas em formalina e embebidas em
parafina (FFEP) de tumores mamarios (fibroadenoma e carcinoma ductal
invasivo, CDI) do Banco de Tumores do Grupo Biomarcadores no Cancer (BmC)
da UFPE, obtidas através de doacdo do Hospital do Cancer de Pernambuco e
LACEN (Laboratério Central de Saude Publica). Biopsias de mastoplastias
redutoras bilaterais foram utilizadas como tecido normal (controle). Os critérios

de elegibilidade para pacientes com cancer de mama incluiram: o diagnéstico
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confirmando o cancer de mama, a doenca esta enquadrada nos estagios de 1 a
4, e a cirurgia ser do tipo lumpectomia ou mastectomia. Os critérios para
voluntarias saudaveis foram néo ter histérico familiar de cancer de mama e néo
ter este diagnéstico no momento da pesquisa. Para histoquimica com lectinas
(HqgL) foram selecionadas 24 bidpsias: 10 com FIB, 10 com CDI, 4 mastoplastias
(controle normal). Para imunohistoquimica (IHQ) foram selecionadas 87
biopsias: 77 com CDI e 10 mastoplastias (controle normal). Todos 0s casos
foram selecionados a partir dos laudos emitidos pelos médicos patologistas das
respectivas instituicbes. Os dados clinico-patologicos das pacientes (idade da
paciente, tamanho do tumor, presenca de carcinoma ductal in situ — CDIS, e
invasao linfonodal) foram coletados no SAME (Servico de Atendimento Médico e
Estatistica) do Hospital das Clinicas da UFPE. O uso das bidpsias foi aprovado
pelo Comité de Bioética do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CAE
06586612.9.0000.5208 — 2012).

4.3 Bioconjugacao
4.3.1 Conjugacao das Lectinas ao criptato de Eu**

A conjugacéo das lectinas Con A e UEA-I ao criptato de Eu®* foi realizada
através da ligacdo direta dos grupamentos carboxilicos, uma vez que o
crip(Eu®") estava funcionalizado com etilenodiamina. Para isso, foram feitas
buscas no banco de dados Protin Data Bank (PDB) para coletar informacdes
sobre as sequéncias primarias de ambas as lectinas, identificacdo do nimero e

tipos de cadeias laterais de cada aminoacido e suas estruturas.
4.3.2 Conjugacéo de anticorpos ao éster de acridina

Os anticorpos anti-uPAR, anti-GP88 e anti-MUC1 foram conjugados ao
éster de acridina seguindo as instrugbes contidas no kit de conjugacéo.
Brevemente, 0,1mg dos anticorpos anti-uPAR e anti-MUC1 e 0,2 mg do
anticorpo anti-GP88 foram incubados com 2,64pL, 0,79 pL e 3,59 uL do éster de
acridina (2mg/mL, diluidos em N,N-dimetilformamida), respectivamente,

agitando-se por 30 minutos a 25°C, seguida de adicdo de 10 uL de Lisina 10%
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(em tampéo bicarbonato de sédio, pH 8,5). Cada conjugado foi aplicado em
coluna de filtracdo em gel e eluido em tampé&o de coluna, ambos fornecidos pelo
fabricante, sendo coletadas 14 fragdes de 1mL em tubos de eppendorf.
4.4  Caracterizagdo dos conjugados lectinas-crip(Eu®")

Foram realizados ensaios de atividade hemaglutinante e de dicroismo
circular para verificar a preservacdo da atividade biolégica da lectina e da sua
estrutura ap0s a conjugacdo com o criptato. Assim como, ensaios de

luminescéncia também foram feitos a fim de conferir a emissdo do fon Eu** apés

a conjugacao com as lectinas.

4.4.1 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 solugcdo de NaCl 0,15 M. A
partir do segundo poco foram adicionados 50 uL da amostra (lectinas nativas ou
lectinas conjugadas ao criptato) realizando uma diluicdo seriada. Por fim, foram
adicionados 50 pL de eritrocitos de coelho ou eritrocitos humanos tratados com
glutaraldeido, de acordo com Beltrdo et al. (1998). A determinacéo do titulo da

AH foi realizada apés 45 minutos, a 25°C.

4.4.2 Dicroismo Circular (DC)

As medidas de dicroismo circular foram obtidas a partir de um
espectropolarimetro (Jasco J-815 CD Spectrometer), no Laborat6rio Multiusuéario
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
tampdo 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).
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4.4.3 Ensaios de Luminescéncia

As medidas de luminescéncia estética e dinAmica sdo baseadas na
emissdo da radiacdo eletromagnética. Os espectros de luminescéncia das
amostras foram registrados em um espectrofluorimetro cujas 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 xenbnio 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 bem como, resolvido no tempo para a
medicao e andlise 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 excitacdo e emissdo, bem como filtros na regido 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 emissdo dos
criptatos e dos conjugados lectinas-criptatos de Eu®* foram obtidos seguindo os
mesmos parametros utilizados para as proteinas. Os ensaios de luminescéncia

das solucdes foram realizados conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Descricdo das solu¢des analisadas nos ensaios de
luminescéncia.

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

Con A-Crip(Eu*") 200pg/mL
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4.5 Histoquimica com lectinas (HgL) em tecidos maméarios humanos
3+)

usando os conjugados lectinas-crip(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 solucao de
tripsina 0,1%, por 2 min a 37°C. ApOs esta etapa, os tecidos foram incubados
com os conjugados lectinas-criptato de Eu* por 2h a 4°C, seguindo montagem
das laminas com PBS. A histoquimica sem a lectina também foi realizada sendo
a incubacdo da amostra apenas com o criptato de Eu®". A marcacao dos tecidos
foi avaliada através da excitacdo por radiacdo UV e emissao na regiao do visivel
por meio do espectrofluorimetro, o mesmo utilizado para caracterizacdo dos
conjugados em solucdo. 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 emissao
foi monitorada entre 400 e 700 nm e a intensidade da emisséo foi empregada
como critério de comparacao de marcagdo entre as amostras. Para comparar as
marcacdes também foram realizadas analises das amostras com as mesmas
lectinas conjugadas ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), composto

luminescente frequentemente utilizado para marcacgdes fluorescentes.

4.6 Analises luminescente e espectroscopica ap6s conjugacdo dos

anticorpos ao éster de acridina

Aliguotas de 1pL foram recolhidas de cada fragdo para analise
quimioluminescente em luminbmetro. Para medicdo de quimioluminescéncia
foram adicionadas 50uL das solucfes Trigger 1 e 2 (solucdes diluidas de acido
nitrico e hidréxido de sédio (<0,2M). Os valores obtidos de quimioluminescéncia
foram avaliadas em Unidade de Luz Relativa (RLU). As frac6es também foram
examinadas quanto ao conteldo proteico, espectrofotometricamente a 280nm.
As fracbes que apresentaram tanto luminescéncia quanto proteina foram

agrupadas e estocadas a 4° C até o uso.
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4.7 Imunohistoquimica (IHQ) utilizando sondas quimiluminescentes

Cortes (4 pm) de tecidos mamérios transformados (CDI) e normais
(mastoplastia) foram fixados em laminas de vidro. Os tecidos foram
desparafinizados em xilol por 90 min e hidratados em alcool graduado (3x 100%
e 1x 70%, 5 minutos por cuba), seguidos de lavagem com PBS por 5 minutos e
incubacdo com o conjugado por 2 horas a 4°C. Em seguida, as laminas foram
lavadas 3x com PBS por 5 minutos. A area tumoral de 1 cm? foi identificada
através de sobreposicdo das laminas coradas com HE, sendo essa regiao
transferida para tubo de polipropileno contendo 50 yL de PBS. A intensidade de
emissao de cada amostra foi medida em lumindmetro, o mesmo utilizado para
analise luminescente dos conjugados. As amostras foram examinadas quanto a
intensidade de luminescéncia recebendo a denominacdo de maior ou menor
intensidade, caso estivessem respectivamente acima ou abaixo da meédia de
emissao.

As sondas luminescentes obtidas pela bioconjugacao foram usadas na

imunohistoquimica diluidas conforme discriminado na Tabela 3.

Tabela 3 — Descricdo da diluicdo dos anticorpos usados na
imunohistoquimica.

Anticorpo Diluicéao
Anti-MUC1 1:20
Anti-uPAR 1:10

Anti-GP88 1:50
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os conjugados obtidos foram submetidos a diélise e, posteriormente, foi
feita a caracterizacdo destes a fim de verificar a preservacdo da estrutura e da
funcdo bioldgica. Por fim, as sondas luminescentes estabelecidas foram usadas
para marcacdo de tecidos mamarios humanos através da histoquimica com

lectinas.

5.1 Conjugacao das lectinas ao criptato de Eu®

A Figura 7 apresenta a sequéncia primaria de um mondmero da lectina
UEA-I (numero de identificacdo 1FX5 no PDB, metaloglicoproteina dimérica,
massa molecular 68.000 daltons, composta de 484 residuos de aminoacidos,
especifica para L-fucose em grupo sanguineo humano determinante H do tipo
2).

A sequéncia priméria da Con A (PDB numero 1JBC, metaloglicoproteina
tetramérica, massa molecular 102.332 daltons composta por 948 residuos de
aminoacidos, especifica para a-D-manose e a-D-glicose). A Figura 8 apresenta a
sequéncia primaria de aminoacidos de um mondémero da Con A.

Com base no numero de residuos de aminoécidos de cada lectina foi
calculada a quantidade de criptato a ser utilizada para a conjugacdo nas
proporcbes de 1.1 e 1:2 (residuos de aminoéacido: criptato) conforme

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Quantidade de criptato de Eu®*" usada para conjugacdo com as
lectinas UEA-I e Con A nas proporcfes de 1:1 e 1:2.

Lectina PROPORCAO N° DE MOL Massa (mg)
UEA-| 1:1 1,41 x 10" mols 0,16
UEA-I 1:2 2,82 x 107" mols 0,32
Con A 1:1 7,8 x 107 mols 0,44

Con A 1:2 15,6 x 10”7 mols 0,88
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Figura 7 — Sequéncia de aminoacidos de monémero de UEA- I. Os aminoacidos
com cadeias laterais com grupamentos aminas ou amidas (42) estao destacados
em azul e os com cadeias laterais com grupamentos carboxilicos (24) estdo

destacados em vermelho.
Fonte: Adaptado do PDB (www.rcsb.org).
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Figura 8 — Sequéncia de aminoacidos de monémero de Con A. Os aminoacidos
com cadeias laterais com grupamentos aminas ou amidas (37) estdo destacados
em azul e os com cadeias laterais com grupamentos carboxilicos (25) estdo

destacados em vermelho.
Fonte: Adaptado do PDB (www.rcsb.org).
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O criptato de Eu®*" (Crip(Eu®") utilizado estava funcionalizado com o
etilenodiamina e por isso a conjugacéo foi realizada através da ligacao direta aos
grupamentos carboxilicos da sequéncia de aminoécidos (48 residuos para a
lectina UEA-I e 100 residuos para a lectina Con A). Nao ocorrendo impedimento
estérico destes residuos de aminoacidos a conjugacédo obedeceria a propor¢cao
de 1 mol de UEA-I para 48 mols de criptato de Eu®*, assim como 1 mol de Con
A para 100 mols de criptato de Eu®**. Com base na Tabela 2, uma solucéo de
criptato de Eu*' foi incubada com uma solucdo da lectina (200 pg/mL), em
tampdo fosfato de sddio (PBS) 100 mM pH 7,2, suplementado com NacCl
150mM, por 2h a 25°C. Apbés a conjugacdo, a solucdo de lectina-criptato foi
dialisada (Dialysis Tubing Cellulose — AldrichSigma Ltda) contra PBS, a 4° C por
16 horas, sob agitacao branda.

5.2 Caracterizacdo dos Conjugados Lectinas-Crip(Eu*")

5.2.1 Atividade Hemaglutinante (A.H.)

Através deste teste foi avaliada a preservacdo da atividade biolégica das
lectinas ap6s sua ligacdo aos criptatos de Eu** Como descrito na metodologia,
esse ensaio foi realizado com eritrocito glutarizado de coelho para Con A que
apresentou atividade bioldgica tanto na sua forma pura quanto conjugada aos
crip(Eu®") (Figura 9).

Figura 9 — Teste da at|V|dade hemaglutlnante da lectina Con A com erltrocnos de

coelho.
Teste consistiu em 24 pocos para cada amostra, sendo o0 primeiro po¢o considerado o branco
(sem lectina). A partir do segundo poco, diluigcbes seriadas foram realizadas. Teste positivo tanto
para a lectina Con A pura (A) quanto para a lectina Con A conjugada ao crip(Eu**) (B).

Fonte: Autora.
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B C
Figura 10 — Atividade hemaglutinante da lectina UEA-I com eritrécitos de

coelho e eritrocitos humanos.
Teste consistiu em 16 pocos para cada amostra, sendo 0 primeiro po¢o considerado o
branco (sem lectina). A partir do segundo pogo, diluicdes seriadas foram realizadas. (A)
Teste negativo realizado com eritrocitos de coelho. Testes positivos realizados com
eritrécitos humanos: (B) lectina pura; (C) lectina conjugada ao crip(Eu**).

Fonte: Autora

A atividade hemaglutinante da UEA-| 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 10).

Diferente deste estudo, Tendrio e colaboradores (2015) publicaram um
estudo no qual propuseram uma sonda molecular fluorescente usando Con A
conjugada a Quantum Dots de Telureto de Cadmio (CdTe). A conservacdo da
atividade biolégica da lectina Con A foi avaliada apds a conjugacéo através da
atividade hemaglutinante, exibindo atividade equivalente ao controle. Outro
estudo (Menezes, 2007) também testou a hemaglutinagéo da lectina Con A apoés
conjugacéo com criptatos de lantanideos (Eu®" e Tb*"), referindo a aglutinacdo
dos eritrocitos de coelho. Contudo, como a analise foi qualitativa e baseando-se
apenas na lectina conjugada, é insuficiente para concluir se houve reducao da
atividade biolégica da lectina apés conjugacdo (MENEZES, 2007).

Em estudo sobre a deteccao da atividade lectinica em tecidos de Cassia
fistula L., fontes diversas de eritrocitos foram usadas para medir a atividade
hemaglutinante de extratos proteicos extraidos dessa planta, como eritrocitos
humanos tipo A, de coelho, de carneiro e de bezerro. Os resultados mostraram
gue a atividade é maior quando o ensaio é realizado com eritrécitos de coelho
(ARAUJO et al., 2013).
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A ocorréncia da maior atividade hemaglutinante pelos eritrcitos
humanos tipo O se deve ao fato destes tipos celulares serem conhecidos por
nao possuirem atividade A ou B, portanto expondo a a-fucose, a qual é
reconhecida pela UEA-I (AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000). O
sistema do grupo sanguineo ABO possui 3 antigenos diferentes (A, B e/ou O
(H)), sendo a L-fucose o precursor dos antigenos A e B. Corroborando com
nosso estudo, Cabral Filho (2013) investigou antigenos eritrocitarios usando
guantum dots conjugados a UEA-I e verificou que os eritrdcitos do tipo O tiveram
a maior quantidade de L-fucose expressa na membrana dessas células
(aproximadamente 85%).Por outro lado, no grupos A, B e AB a maior parte da L-
fucose é convertida nos antigenos A ou B, resultando numa pequena parcela de
células marcadas (A e B, aproxidamente 8%; AB<5%). O fundamento exposto
acima para a maior atividade dos eritrécitos tipo O sustenta a escolha deste

componente para 0os ensaios de hemaglutinacdo para a lectina UAE-I.

5.2.2 Dicroismo circular (DC)

Para realizacdo do DC varias concentracdes foram testadas, no entanto, a
gue obteve melhor resultado foi de 0,1mg/mL por apresentar um espectro com
menor ruido. O espectro de dicroismo circular da Con A pode ser visto na figura
11. Foram observadas alteragcbes quando os espectros da lectina pura e
conjugada sado comparados. Esse resultado pode justificar a diminuicédo
consideravel da atividade hemaglutinante da lectina Con A ap0s a conjugacao.
No entanto, estes resultados ndo impedem o0 uso desta lectina para sua
aplicacéo final, uma vez que ela apresenta atividade biolégica.

A figura 12 apresenta o comparativo entre o espectro do dicroismo
circular da UEA-I pura e conjugada aos criptatos de Eu®*. Pode-se observar que
0 maximo positivo e o minimo negativo foram praticamente mantidos,
significando que a estrutura secundaria da lectina ndo foi desestabilizada pela
conjugacdo. Esse resultado corrobora a resposta obtida na AH apos a

conjugacgao, mostrando a manutencao de atividade.
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Figura 11 — Espectro do dicroismo circular apresentando a absorcdo das
amostras da lectina Con A e do conjugado Con A-Crip(Eu®*"), na concentracéo

de 0,1 mg/mL.
Fonte: Autora
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Figura 12 — Espectro do dicroismo circular comparando a amostra da lectina

UEA-I pura e do conjugado, UEA-I-Crip(Eu®"), na concentracédo de 0,1 mg/mL.
Fonte: Autora

No estudo de Tendrio e seus colegas (2015), o espectro de DC na regiao
proxima a UV indicou que n&o houve desmembramento da estrutura secundaria
da lectina quando comparado o conjugado CdTe-MSA QD-(Con A) com a

proteina nativa.
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Num estudo de revisdo sobre biofuncionalizacdo de nanoparticulas, foi
descrito que a conjugacdo covalente inespecifica, como a adotada neste
trabalho, apresenta vantagens e desvantagens. Esse método de conjugacéo liga
grupos funcionais de proteinas a nanoparticulas, permitindo a condensacéo dos
grupos amino e carboxilicos, podendo ser usado um agente intermediario como
o glutaraldeido. Dentre as vantagens estd a garantia da associacdo entre as
biomoléculas. Em contrapartida, a atividade biolégica das proteinas pode ter
prejuizos devido a distor¢cdes estruturais resultantes de interacdbes com a
nanoparticula (AVVAKUMOVA et al., 2014). Portanto, a alteracdo no espectro de
DC do conjugado Con A-Crip(Eu®") pode ter sido o resultado de acomodacéo
das moléculas durante a conjugacédo entre a lectina e 0 composto luminescente,

nao significante para o sitios de reconhecimento a carboidrato.
5.2.3 Ensaios de Luminescéncia

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

A conjugacao nas diferentes propor¢cdes foi testada e o espectro de
emissdo pode ser observado na figura 13. Devido a menor intensidade da
emissao apresentada no conjugado com propor¢cao 1:1 e da possibilidade em se
utilizar o conjugado com propor¢cdo 1:2, os conjugados aqui analisados foram
preparados conforme a segunda opc¢ao.

A lectina UEA-I apresentou dois comprimentos de onda para excitacao e,
consequentemente, de emissao. Nos espectros de luminescéncia das lectinas
puras o comprimento de onda de excitacao foi 293,8 nm e 379,2 nm para UEA-I
e de 377nm para Con A. Ao passo que 0 maximo de emissdo ocorreu em
405,6nm e 438,2nm para a UEA-I e 473,4nm para a Con A (ver tabela 4).
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Figura 13 — Espectro de emiss&o do conjugado UEA-I-Crip(Eu**) em diferentes
proporcgoes.
Lectina-criptato 1:1 (vermelho); lectina-criptato 1:2 (preto).
Fonte: Autora.

Tabela 5 — Resultados das medidas de excitagdo e emissdo das amostras
testadas.

Amostra A exc. (nm) A e, (NM) A em. (NM) A em. (NM) A em maximo  INtensidade

°Do 'Fi *Do 'Fy Do 'Fs (nm) Max.

(CTSIs)

UEA-] 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 CTS/s (contagem de fétons
por segundo), com excecdo da amostra da UEA-I quando excitada em 379,2nm.
Seguindo 0os mesmos parametros, amostras das lectinas conjugadas aos
criptatos de Eu® apresentaram o espectro caracteristico do fon. Nestes
espectros foi evidenciada a presenca das transicdes *Do — 'F; (J = 0,1,2,3,4) do
fon Eu** encapsulado no criptato, com o maximo de emissdo em 616,4 nm

referente a transicdo °Dy — 'F. hipersensivel. Em todas as analises dos
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conjugados pbde-se obter alta intensidade de emissédo, superando 20.000.000
CTS/s (Con A-Crip(Eu®")). A tabela 5 apresenta os valores obtidos durante as
andlises das amostras. Transicdes fracas como, °Do — 'Fo e Do — 'F5 foram
omitidas da tabela devido a baixa intensidade.

Medidas de emisséo resolvidas no tempo também foram realizadas para
eliminar qualquer interferéncia da emissao da lectina que pudesse resultar em
falso positivo. Na figura 14 estédo representados espectros de emissao resolvida
no tempo do conjugado UEA-I-Crip(Eu®*) com atraso (delay) de 0 msec e 1
msec. Na figura 15, o mesmo teste foi feito com o conjugado Con A-Crip(Eu®").
Ambas as conjugacdes apresentaram o espectro caracteristico do fon Eu®".

A andlise dos conjugados resolvida no tempo teve a finalidade de suprimir
a emissdo das lectinas. Background (sinal de fundo) de medi¢cOes de
luminescéncia pode surgir de varias fontes, incluindo vasos e membranas
celulares. Em amostras tipicas, soro ou tecido, ha uma multiplicidade de
substancias luminescentes, por exemplo, proteinas (HAGAN; ZUCHNER, 2011).
A emissdo de proteinas ja € esperada ocorrer uma vez que residuos de
triptofano, aminoacido que absorve luz ultravioleta, estd presente na grande
maioria dessas moléculas. Em sua tese, Vila Nova (2003) realizou analise
espectroscépica de fluorescéncia obtendo emisséo intrinseca da lectina Con A
no comprimento de onda em torno de 330 nm. Ensaio de luminescéncia
resolvida no tempo é um método que detecta o sinal de fluorescéncia a partir de
tempo especifico, determinado de acordo com as caracteristicas do composto
luminescente. Desta forma, a contagem dos fétons que chegam ao detector
antes do tempo estipulado é ignorada. Em comparacdo com o0s corantes
luminescentes convencionais, o criptato de Eu®' apresenta a vantagem de
possuir longo tempo de vida, sendo possivel iniciar o ciclo de aquisicdo de fotons
apos a fluorescéncia indesejada da amostra ter sido cessada (escala de
nanossegundos) (HAGAN; ZUCHNER, 2011). Portanto, neste estudo pode-se
notar que ao analisar os conjugados com atraso de 1msec houve auséncia da
emissdo caracteristica das lectinas, cuja banda encontra-se na regido entre 410
e 570nm.
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Figura 14 — Espectros de emissdo resolvida no tempo do

conjugado UEA-I-Crip(Eu®*") com diferentes atrasos (delays).
Fonte: Autora.
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Figura 15 — Espectros de emissdo resolvida no tempo do

conjugado Con A-Crip(Eu®") com diferentes atrasos (delays).
Fonte: Autora.

Logo, devido a preservacdo da funcdo bioldgica de reconhecimento a
carboidratos pelo conjugado lectina-crip(Eu®**) e ap6s medidas espectroscépicas

resolvidas no tempo terem suprimido a emissao das lectinas, € possivel utilizar
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0s conjugados até aqui estudados para ensaios histoquimicos e verificar seu
desempenho como sondas luminescentes em andlise quantitativa.

5.3 Histoquimica com lectinas-Crip(Eu>*)

5.3.1 Andlise espectroscopica de tecidos mamarios humanos submetidos a
histoquimica com lectinas conjugadas ao crip(Eu*")

O criptato de Eu** tem sua luminescéncia na regigo do visivel, vermelho,
guando excitado no comprimento de onda na regido de 320 nm, sendo
considerado um emissor forte (BRUNET; JUANES; RODRIGUEZ-UBIS, 2007).

Apés estabelecimento das condigcdes Otimas para o protocolo de
histoquimica com lectinas conjugadas ao criptato de Eu®" foi realizada a
calibracdo do equipamento para analise espectroscépica 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 andlises, além disso a escala de
intensidade foi fixada, no minimo, em 1,4 x 10’ CTS/s. Para comparar a
marcacao entre as amostras foi quantificada a intensidade da luminescéncia no
comprimento de onda de maxima emiss&o do fon Eu®*" (616 nm).

Conforme apresentado na figura 16, nenhum dos tecidos analisados
(normal, FIB e Con A) apresentou autofluorescéncia através desse método. Em
2007, Menezes investigou a luminescéncia de tecidos mamarios (FIB, CDI e
normal) usando o conjugado Con A-crip-Tb(lll) e verificou que mesmo na
auséncia do conjugado, os tecidos examinados apresentaram luminescéncia,
associando esse fato a autofluorescéncia do tecido. Diante desse evento, em
seus estudos, o criptato de Eu®" foi eleito para ser usado em conjugacées
futuras, uma vez que emite na regido do vermelho, distante da regido onde
ocorre esse efeito.

Os conjugados Con A-crip(Eu®) e UEA-I-crip(Eu®") apresentaram
diferentes resultados nos tecidos testados. Em tecidos normais, tratados com
ambos os conjugados, ndo foram observadas as transicées do fon Eu®*" (Figura
17).
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Figura 16 — Espectros de luminescéncia de tecidos mamarios
humanos normal, com diagnéstico de CDI e FIB, ambos sem corante

ou lectinas.
Fonte: Autora.
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Figura 17. Espectros mostram a auséncia de luminescéncia em tecidos

controle tratados com Con A-Crip(Eu®") e UEA-I-Crip(Eu®").
Fonte: Autora

Amostras de fibroadenoma tratadas com Con A-crip(Eu®") mostraram
luminescéncia na regido entre 580 nm e 707 nm (Figura 18). Portanto, foi

detectada nessas amostras a presenca das transicées do ion, com maximo de
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emissdo em 616 nm (°D, => F»). Tecidos de FIB submetidos & marcacéo pelo

conjugado UEA-I-crip(Eu®") ndo mostraram luminescéncia.
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4,0x10° 1

2,0x10°
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Figura 18 - Espectro de emissdo da amostra de FIB marcada com o
conjugado Con A-Crip(Eu*").
Fonte: Autora.

Seccdes histolégicas com CDI exibiram emissdo do fon Eu®" somente
para 0 conjugado Con A-crip(Eu*"). A intensidade da emiss&o nessas amostras
foi reduzida quando comparada com as obtidas por amostras de FIB (Figura 19).

Esses resultados corroboram com o estudo de Menezes (2007) que
encontrou bandas de emissdo do ion Tb(lll) e Eu(lll) nos tecidos (FIB, CDI e
normal) marcados com os conjugados de Con A-crip-Eu(lll) e Con A-cripTb(lll),
bem como auséncia da emissao quando na privagao dos conjugados.

A figura 20 mostra auséncia da marcacdo pelo conjugado UEA-I-
crip(Eu®") em tecidos de FIB e CDI.

Para comparar as marcacdes obtidas com as lectinas-Crip(Eu®"), a
histoquimica com lectinas conjugadas com o FITC mostrou que houve marcacao
nos diferentes tipos de amostras com ambos os conjugados. O conjugado UEA-
[-FITC marcou com maior intensidade tecido normal, seguido de CDI e FIB,
respectivamente (Figura 21). Ja o conjugado Con A-FITC marcou com maior

intensidade CDI, seguido de FIB e tecido normal, nessa ordem (Figura 21).
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Figura 19 — Comparacéo entre as diferentes marcactes realizadas

com o conjugado Con A-Crip(Eu®") nos diversos diagnésticos.
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

Fonte: Autora.
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Figura 20 — Espectro apresenta auséncia de emissdo do fon Eu** em
tecidos com diagnéstico de FIB e CDI marcados com UEA-I-
crip(Eu®).

Fonte: Autora
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Figura 21 — Comparacao entre diferentes tecidos marcados com os conjugados

UEA-I-FITC e Con A-FITC.
A esquerda, tecidos tratados com UEA-I-FITC; a direita, com Con A-FITC.
Fonte: Autora

Os diferentes padroes de marcacdo obtidos entre os marcadores
luminescentes usados (Crip(Eu®") e FITC)), correlacionam-se com os achados
em estudo prévio de Melo-Janior (2008) ao comparar o padrdo de marcacdo na
mucosa gastrica humana infectada por Helicobacter pylori. Foram usadas,
dentre outras lectinas, a Con A conjugada ao FITC e conjugada com peroxidase
(Per) na investigacao de carboidratos na mucosa de pacientes positivos para H.
pylori, sendo encontrada a marcagao fraca em Con A-FITC e negativa com Con
A-Per. Nesse mesmo estudo, a avaliacdo realizada com a lectina WGA-FITC e
WGA-Per resultou em marcacdes iguais.

Criptatos de lantanideos (Eu** e Tb*") conjugados a lectinas ja foram
propostos como ferramenta auxiliar em histoquimica para marca¢ao de tumor de
mama diagnosticado com CDI (VILA NOVA, 2003). Neste estudo, criptato de ion
Térbio (Th)* foi conjugado a Con A, o qual atuou como revelador luminescentes
em amostra de CDI, sendo identificadas as transicées do fon Tb**. Nosso estudo
fortalece o uso de criptatos de lantanideos como marcador luminescente, sendo
neste caso, aplicado na identificagdo de carboidratos em tecidos mamarios

através da sonda luminescente formada com a lectina Con A.
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5.4 Analises luminescente e espectroscopica ap6s conjugacao dos
anticorpos ao éster de acridina

A Figura 22 apresenta os valores de luminescéncia obtidos das aliquotas
retiradas das 14 fracGes eluidas da coluna cromatogréafica apds a conjugacao de
anti-GP88-EA. Percebe-se que duas das fracbes se destacam quanto as
maiores intensidades, correspondendo as maiores concentracées do éster de
acridina. Ao examinar o contetdo proteico dessas mesmas fracoes, verificou-se
a maior concentragdo de proteinas nas fracoes 4 e 5 (figura 23). Diante desses
resultados, as fracbes 4 e 5 foram agrupadas usadas em Imunohistoquimica.
Para os outros conjugados, esses testes também foram realizados sendo para
anti-uPAR-EA o valor maximo de 35.002 RLU e para anti-MUC1-EA, 77.465 RLU
(dados n&o mostrados).
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4x10°

RLU/uL

3x10°

2x10°

1x10° .
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Figura 22. Resultado da analise luminescente das 14 aliquotas
separadas pela coluna cromatografica apds conjugacdo da sonda

quimiluminescente anti-GP88-EA.
Na abscissa, 0s pontos indicam o numero da aliquota testada; A ordenada aponta
a intensidade maxima de emissao obtida em cada aliquota.

Fonte: Autora

Para estabelecer a diluigdo mais eficiente para revelagao por anti-uPAR-
EA, anti-MUC1-EA e anti-GP88-EA foram testadas as diluicbes 1:10, 1:20 e
1:30. Os resultados indicaram a diluicdo de 1:20, 1:10 e 1:50 como a mais

indicada devido a maior manutencao das caracteristicas quimioluminescentes e
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guantitativo protéico para anti-uPAR-EA, anti-MUC1-EA e anti-GP88-EA,

respectivamente.
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Figura 23. Resultado da Espectrometria realizada nas fracdes do

conjugado GP88-EA.

Na abscissa, os pontos indicam o nimero da aliquota testada; A ordenada aponta

a intensidade maxima de absorc¢édo de luz UV em 280 nm para cada aliquota.
Fonte: Autora

5.5 Imunohistoquimiluminescéncia

Os anticorpos anti-uPAR, anti-MUC | e anti-GP88 foram conjugados ao
Ester de Acridina (EA) e a capacidade de reconhecer seus alvos especificos foi
analisada em tecidos mamarios humanos normal (mastoplastia) e transformado

(carcinoma ductal invasivo).

5.5.1 Andlise de marcacdo do conjugado anti-GP88-éster de acridina (anti-

GP88-EA) através da imunohistoquimica

A Imunohistoquimica utilizando o conjugado anti-GP88-EA foi realizada
em 53 casos de CDI. Foram excluidos do estudo casos de CDI com dados
clinicos incompletos, verificando-se a luminescéncia de 46 amostras, medida em
unidade de luminescéncia relativa (RLU). O critério utilizado para analisar a
marcacdo das amostras de CDI foi a média de emissdo obtida em amostras

controle. A partir desta média, verificou-se a quantidade a amostras de CDI que
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estava acima ou abaixo daquela média. Desta forma, obteve-se que 43,5% das
amostras de CDI tiveram marcacao acima da média. A tabela 6 apresenta os
valores obtidos comparando amostras de CDI e controle normal. Embora o valor
médio de marcacdo em amostras controles seja superior ao encontrado em

amostra de CDI, essa diferenca néo é significativa estatisticamente (p=0,77).

Tabela 6. Resultado da atividade luminescente, medida em RLU, de amostras de
CDI e controle submetidas a Imunohistoquimiluminescéncia com anti-GP88-éster
de acridina.

CDI Controle
Emissdo média 34.186 36.787
Desvio padrao 14.721 12.343
Emissdo méaxima 67.044 55.291
Emissdo minima 13.526 20.294

RLU - unidade de luminescéncia relativa; CDI — carcinoma ductal invasivo

Levando em consideracdo os dados clinico-patologicos das pacientes
com CDI (idade, tamanho do tumor, presenca de CDIS e invasao linfonodal), os
resultados da marcagcdo com a sonda anti-GP88-EA ndo mostraram distingéo
entre os grupos dentro de cada indicador, como mostra a tabela 7.

Tabela 7. Andlise da marcagcdo em amostras de CDI pela anti-GP88-EA em
relacdo as caracteristicas tumorais.

Dados o o N° de amostras
i L Grupos Média de emisséo (RLU)
clinico-patolégicos

< média > média

ldade 20-39 anos 28.145 7 2
40-59 anos 34.165 12 11

> 60 anos 38.103 7
Tamanho <2cm 43.278 1 4
2a5cm 32.614 16 10
>5cm 31.680 7 4
CDIS Presente 37.309 16 16
Ausente 30.440 5 4
Invaséo linfonodal Sim 36.982 20 16
Nao 34.448 4 4

RLU - unidade de luminescéncia relativa; CDIS — carcinoma ductal invasivo in situ.
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Figura 24. Gréfico de dispersdo das amostras distribuidas de acordo com
marcacdo pelo conjugado anti-GP88-EA, levando em consideracdo o tamanho
do tumor.

As pacientes acima de 60 anos apresentaram marcagcdo mais intensa,
guando comparadas com os outros dois grupos, sendo essa diferenca nao
significativa (p=0,3545). A figura 24 apresenta a distribuicdo das amostras
guanto ao tamanho do tumor, podendo ser vista a marcacdo mais intensa
naqueles menores de 2 cm. Avaliando a presenca do componente carcinoma
ductal in situ (CDIS) no tumor, observa-se uma maior média de marcagcdo nos
casos positivos, porém sem significado estatistico (p=1). Quanto a invasao
linfonodal, ndo houve diferenca entre os casos com ou sem disseminacéao (p=1),
entretanto, a maioria dos casos analisados apresentaram os linfonodos
comprometidos (81,8%), os quais apresentaram marcacao tanto acima como
abaixo da média.

Ao investigar os dados clinico-patolégicos nesses casos, pretende-se
entender a influéncia da expresséo das glicoproteinas, como a GP88, no cancer
de mama, e assim, verificar seu valor para um possivel prognéstico. O
estadiamento do tumor relaciona-se com caracteristicas e taxa de crescimento
tumorais. Tamanho do tumor e condugédo dos linfonodos axilares sdo os

indicadores de prognésticos indispensaveis para o cancer de mama, de forma
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gue tumores maiores e com invasdo linfonodal estdo relacionados a uma
sobrevida menor (STAFIN, et al., 2012).

Ha também o interesse em se conhecer a idade da paciente, pois embora
0 cancer de mama esteja mais presente em mulheres na pds-menopausa, a
presenca desta neoplasia em mulheres jovens, abaixo de 35 anos, esta
associada a um prognéstico mais reservado (STAFIN et al., 2012). Neste estudo,
a marcacgdo mais intensa foi vista em tumores menores, assim como ocorreu em
amostras controle, o que corrobora com uma maior semelhanca a sua
correspondente normal. J& ao analisar outros fatores como invasao e presenca
de CDIS, a marcacdo mais intensa foi vista na presenca dessas caracteristicas,
gue correspondem a indicadores de maior malignidade.

Esses resultados mostram que a GP88 pode ser detectada em amostras
de cancer de mama bem como em tecido normal, no entanto, a expressao dessa
glicoproteina ndo pareceu ter papel preditivo ao correlacionar com os dados
clinico-patolégicos. Semelhante ao nosso estudo, Serrero e colaboradores
(2012) examinaram a associacdo em cancer de mama entre GP88 e cada
indicador clinico, revelando a GP88 como fator independente de caracteristicas
demograficas (idade e etnia) e dos tumores (tamanho e grau tumoral, status RP
e linfonodos, estadio da doenca e tratamento). Um estudo imunohistoquimico
com tecidos mamarios benignos e malignos verificou a expressdo de GP88,
relatando a baixa ou ausente expressdo em tecidos benignos e elevada
expressdo em tecidos malignos (SERRERO; IOFFE, 2003). Além disso, outro
estudo chamou atencdo ao demonstrar que a alta expressdo de GP88 em CDI,
positivo para HER-2, estd drasticamente associada a um maior risco de
recorréncia (5,9 vezes) e mortalidade (2,5 vezes) quando comparados com
pacientes com baixa ou pouca expressao (SERRERO et al., 2012). Todos os
estudos citados aqui utilizaram a imunohistoquimica com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase para analise da expressao de GP88. Ha escassez na
literatura de estudos que tenham relatado o wuso de reveladores

guimioluminescentes em tecido humano para analise dessa expressao.
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5.5.2 Andlise de marcacdo do conjugado anti-MUC-éster de acridina (anti-

MUC1-EA) através da imunohistoquimica

Foram testadas 77 amostras de CDI, no entanto levou-se em
consideracdo 56 dessas para comparagcdo com os dados clinico-patolégicos
apos exclusdo de dados incompletos. A emissdo média dos casos de CDI
marcados com anti-MUC1-EA foi de 4.353 RLU, conforme tabela 8. Todos os
casos de CDI analisados tiveram marcacao abaixo da média normal, como pode
ser observado na tabela 8 e na figura 25. Comparando as médias, houve
diferenca significativa entre controle e CDI (p<0,05).

Examinando a marcacdo dos tumores quanto aos dados clinico-
patolégicos, constatou-se que em todos os parametros (idade, tamanho tumoral,
presenca de CDIS e invasdo dos linfonodos) a marcagéo foi inferior a média

normal, como exposto na tabela 9.

Tabela 8. Resultado da atividade luminescente, medida em RLU, de amostras de
CDI e controle submetidas a Imunohistoquimiluminescéncia com anti-MUC1-
éster de acridina.

CDI Controle
Emissdo média 4.353 8.289
Desvio padréao 1.432 2.738
Emissdo méaxima 7.363 12.366
Emissdo minima 1.659 3.695

RLU - unidade de luminescéncia relativa; CDI — carcinoma ductal invasivo

Os resultados da marcacdo com a sonda anti-MUC1-EA mostram uma
reducdo da expressdo dessa glicoproteina, a medida que o tumor ganha
caracteristicas mais malignas. Por exemplo, a marcacdo menos intensa foi vista
em tumores com invasao linfonodal, na presenca do componente CDIS, e com

maiores tamanhos.
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Figura 25. Dispersdo da marcacdo das amostras de CDI e tecido normal
(controle) incubadas com o conjugado anti-MUC1-EA .

Tabela 9. Analise da marcacdo em amostras de CDI em relacdo as

caracteristicas tumorais.

Média de N° de amostras
Dados _
. o Grupos emissao o o
clinico-patolégicos < média > média
(RLU)

Idade 1 (20-39 anos) 3.853 10 0

2 (40-59 anos) 4.847 29 0

3 (> 60 anos) 3.702 16 0

Tamanho <2cm 4.287 7 0

2-5cm 4.546 34 0

>5cm 4.129 17 0

CDIS Presente 4.271 34 0

Ausente 4,533 13 0

Invaséo linfonodal Sim 4.210 37 0

Nao 4.608 15 0

RLU - unidade de luminescéncia relativa; CDIS — carcinoma ductal invasivo in situ
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A reducdo da expressdo da MUC1 em tumores malignos mamarios vista
no nosso trabalho esta de acordo com os achados de Ghosh e colaboradores
(2013). Eles investigaram a expressdo da MUC1 subglicosilada em tecidos
normais e cancerosos da mama, revelando variacdo significativa na expressao
da glicoproteina entre tecidos tumorais e normais, usando clone VU4H5
(anticorpo monoclonal de camundongo). Ao analisar os resultados da qRT-PCR,
observou-se picos de expressao da MUC1 nos estagios iniciais e diminuicao
dessa expressao nos estagios mais invasivos da doenca.

A diminuicdo da expressdo da MUC1 também foi relatada no trabalho de
Ohash e colaboradores (2016) no qual se avaliou o significado prognostico de
perfis da expressdo de mucinas em cancer de mama quanto a baixa e alta
expressao da MUC1. 9 pacientes no grupo com baixa expressao tinham tumores
maiores, ao passo que 8 pacientes no grupo com alta expressdo possuiam
tumores pequenos. A maior parcela de pacientes com invasao dos linfonodos
expressou fracamente a MUC1. Além disso, relatou-se ndo haver correlagdo
significativa entre o padrdo de expressdo de MUCL1 e outras variaveis, como
idade, tipo histolégico e grau nuclear (OHASH et al., 2016).

5.5.3 Analise de marcacdo do conjugado anti-uPAR-éster de acridina (anti-

uPAR-EA) através da imunohistoquimica.

Das 62 amostras submetidas a Imunohistoquimiluminescéncia para
avaliacdo da expressdo da glicoproteina uUPAR através da sonda luminescente
anti-uPAR-EA, 51 foram analisadas e correlacionadas com os dados clinico-
patolégicos das pacientes. A emissdo média das amostras de CDI foi 3.147
RLU, encontrando valores que variaram entre 1,408 RLU e 6.700 RLU (tabela
10). A figura 26 mostra a distribuicdo da marcacéo pelas amostras, tendo 61%
dos casos analisados de CDI marcacdo abaixo da média normal. Comparando

as médias, ndo houve diferenca significativa em controle e CDI (p=0,85).
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Tabela 10. Resultado da atividade luminescente, medida em RLU, de amostras
de CDI e controle submetidas a Imunohistoquimiluminescéncia com anti-uPAR-

éster de acridina.

CDI Controle
Emissao média 3.147 3.053
Desvio padréao 1.305 1.100
Emissdo maxima 6.700 4.855
Emissdao minima 1.408 1.953
RLU - unidade de luminescéncia relativa; CDI — carcinoma ductal invasivo
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Figura 26. Dispersdo da marcacdo das amostras de CDI e tecido normal

(controle) incubadas com o conjugado anti-uPAR-EA .

Levando em consideracdo os dados clinico-patolégicos das pacientes
com CDI, os resultados da marcagcdo com a sonda anti-uPAR-EA exibiram
marcacao mais intensa para pacientes acima de 60 anos, com tumores acima de
5 cm, na auséncia de invasao e CDIS, conforme mostrado na tabela 11.

LeBeau e colegas (2013) explicam que uPAR também pode ser
encontrada em outros tecidos ndao cancerosos, durante a migragao celular e

proliferacdo, porém néo estando altamente expressa em outros estados normais.
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Também relaciona 0 aumento da expressdo da UPAR com prognostico mais
reservado, ao encontrar o maior nivel de mRNA de uPAR em fendtipo triplo-
negativo. Contrariamente, nossos dados mostraram a expressao de uPAR em

tecidos normais, nao diferenciando-os de tumores malignos da mama.

Tabela 11. Andlise da marcacdo em amostras de CDI em relagdo as
caracteristicas tumorais com o conjugado anti-uPAR-EA.

Média de N° de amostras
Dados _
. o Grupos emissao o o
clinico-patolégicos < média > média
(RLU)

Idade 1 (20-39 anos) 3.039 7 3

2 (40-59 anos) 2.862 17 7

3 (> 60 anos) 3.714 6 10

Tamanho <2cm 3.132 3 3

2-5cm 3.209 17 12

>5cm 3.547 8 5

CDIS Presente 3.105 20 15

Ausente 3.972 4 5

Invaséo linfonodal Sim 3.487 24 18

Nao 3.747 3 5

RLU - unidade de luminescéncia relativa; CDIS — carcinoma ductal invasivo in situ

No trabalho de Andres e colaboradores (2012) a distribuicdo dos niveis de
uPA, uUPAR e PAI-1 em cancer de mama foi investigada com relacdo a algumas
caracteristicas das pacientes e dos tumores, usando a técnica ELISA. Ao
verificar a estratificacdo de pacientes com linfonodos negativos pelo nivel de
UPAR, observaram diferenca estatistica significativa na sobrevida livre da
doenca e sobrevida global. Da mesma maneira que o0 nosso trabalho, ndo houve
correlacdo entre idade e a expressdo de uPAR (ANDRES; EDWARDS;
WITTLIFF, 2012).

No presente estudo, a utilizacdo das sondas luminescentes anti-GP88-EA,
anti-MUC1-EA E anti-uPAR-EA aplicadas a Imunohistoquimiluminescéncia

possibilitou detectar as glicoproteinas correspondentes, embora suas
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expressdes nao tenham sido correlacionadas como fatores preditivos juntamente
com os dados clinico-patolégicos. Sugere-se que estudos adicionais sejam
realizados, ampliando-se a amostragem e considerando-se distinguir os tipos

tumorais de CDI.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados se pode concluiu que:

o DC e AH indicaram que a estrutura secundaria e a funcéo biolégica da
UEA-I e da Con A foram mantidas apds a conjugacao;

a luminescéncia do criptato de Eu®" ndo sofreu alteracdo com a
conjugacao;

para a conjugacdo, a proporcdo 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 funcao das lectinas;

as sondas luminescentes, conjugados lectina-Crip(Eu®") foram capazes
diferenciar variacdo no conteudo glicidico de superficie celular em tecidos
mamarios humanos normal e transformados (fiboroadenoma e carcinoma
ductal invasivo) sendo potenciais ferramentas na histoquimica com
lectinas (HgL) apresentando marcacdes equivalentes aquelas resultantes
do uso de conjugados lectina-FITC (disponiveis comercialmente) e
apresentar a vantagem de ser fotoestavel,

a conjugacao dos anticorpos (anti-uPAR, anti-MUC | e anti-GP88) com
éster de acridina nao influenciou negativamente o reconhecimento de
seus respectivos alvos permitindo sua utilizacéo;

a imunohistoquimiluminescéncia empregando anti-MUC1-EA como sonda
apresentou a variacdo do perfil de expressdo de MUC1l em tecido
mamario normal e transformado (carcinoma ductal invasivo) expressa em
URL (unidades relativas de luz) que permite a quantificacdo da marcacéo
podendo ser aliada a analise Otica para diminuicdo da subjetividade no
diagnéstico inerente a metodologias qualitativas;

O emprego das sondas anti-GP88-EA e anti-uPAR-EA foi capaz de
detectar a presenca de suas respectivas glicoproteinas, nao diferenciando
tecido mamario normal de transformado;

N&o houve correlacdo entre as marcacdes obtidas utilizando os anticorpos
conjugados com éster de acridina e os dados clinico-patolégicos das

pacientes.
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APENDICE A. Artigo resultante deste trabalho.

Europium (lll) cryptate conjugated to the lectins as luminescent probes in
histochemistry for transformed human breast tissues
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Abstract

The differentiation between benign and malignant breast tumors, as well as to
detect the lesions at early stages are of great importance to the most appropriate
treatment and to reduce the number of deaths. Carbohydrates are considered
iImportant cancer biomarkers to be capable of mediating pathophysiological
events during tumor progression. Changes in glycosylation of cell surface
glycoproteins can be detected by histochemistry with lectins. The latter bind
specifically to carbohydrates and are usually combined with molecules that
enable visualization of the staining. Europium (lll) cryptate conjugated to lectins
is excellent alternative to luminescent staining, especially because the photo
stability. This study aimed to conjugate europium (lll) cryptates to lectins UEA-I,
Con A, PNA and WGA, characterize the conjugates and apply them in
histochemistry as luminescent probes in tissues with fiboroadenoma and invasive
ductal carcinoma, benign and malignant tumors, respectively. Histological
sections incubated with the conjugates were analyzed in a spectrofluorometer.
The luminescence intensity of the probes showed different patterns, reflecting the
expression of carbohydrates in the tissues studied when compared with normal
tissues. These results suggest the use of the conjugates lectins-europium (1)
cryptate as luminescent probes to identify and quantify changes in the
carbohydrates expression being very suitable for application in diagnostic.

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

Breast cancer is the second kind of cancer of 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
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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, 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 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, a method of diagnosis that
Is being proposed is the study of biomarkers in cancer, like carbohydrates. Those
macromolecules are of great importance for the diagnosis of this disease 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 molecules able to recognize specifically carbohydrates
and / or free oligosaccharides or in glycoconjugates.® ® They have been used as
probes in histochemistry to detect carbohydrates on cell surfaces and thus reveal
the organization of these sugars in different physiological states.'® Generally,
they are used labeled with molecules with enzymatic, luminescent or
chemiluminescent properties, e.g. peroxidase, fluorescein isothiocyanate (FITC),
acridine esters, among others.***3

In this context, complexes of lanthanide ions have received attention due
to their photophysical properties. As alternative luminescent markers, the
europium (lll) cryptates present themselves as excellent display because they
have good water solubility and high kinetic and photochemical stability.***°

Given the above, this paper proposed the conjugation of the lectins Con A,
UEA-I, WGA and PNA to europium (lll) cryptate in order to obtain a luminescent

probe to be used as an auxiliary tool in histochemistry and thus contribute to the
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diagnosis of human breast tumors such as fibroadenoma and invasive ductal

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

Materials

Lectins Con A (Canavalia ensiformis), UEA-I (Ulex europaeus ), WGA
(Triticum vulgaris) and PNA (Arachis hypogea) specific for D-glucose/D-manose,
L-fucose, N-acetyl-glucosamine  (GIcNAc) and D-galactose/N-acetyl-
galactosamine (GalNAc)'® 7 respectively, were purchased commercially
(Sigma, 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 Archive of the Department of
Pathologic Anatomy, Hospital das Clinicas (UFPE) and the Cancer Hospital, both
from Pernambuco. Of these biopsies, 10 were diagnosed as invasive ductal
carcinoma (IDC), a malignant tumor, 10 as fiboroadenoma (FIB), a benign tumor,
and 4 were from reducing mastoplasty bilateral, used as 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 (Ill) 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"
1y were incubated with Eu (Ill) 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.

Characterization of the luminescent probes

After the conjugation, tests were conducted to check the preservation of
biological activity of lectins and the luminescence of europium (Ill) 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,
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according to Beltrdo et al. (1998)*®. Circular dichroism measurements, which aim
at studying the secondary structure of proteins, were obtained from a
Spectropolarimeter (Jasco J-815 CD Spectrometer). Luminescence assays of the
samples 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 used xenon lamps of 450 w (for analysis
at steady state) and 150 W (for time-resolved analysis). In all techniques were

analyzed lectins conjugated and unconjugated.

Application of luminescent probes in histochemistry for human breast tissues
Human breast tissue sections were deparaffinized in xylene and hydrated
in ethyl alcohol. The tissues were treated with 0.1% trypsin for 2 min at 37°C and
then incubated with the solution of the conjugates (125uL) for 2 h at 4°C. After,
the tissues were stained with hematoxylin or not, and finally, assembled the
slides using PBS or glycerin. Histochemistry without lectin also was performed,

being the incubation only with cryptates.

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
(111 was used as developer (Vila Nova, 2003). In this study, Eu (lll) cryptate was
functionalized with ethylenediamine, 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
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conjugates formed to verify the feasibility for use as luminescent probes in
histochemistry. The hemagglutinating activity (HA), which assesses the
preservation of biological activity after conjugation of lectins, showed positive
results for all conjugations (see table 1). For the lectin UEA-I, the HA test was

carried out with human erythrocytes and for other lectins, with rabbit erythrocytes.

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

Lectina AH Conjugado AH
Con A 213 Con A-Eu(Ill)Crip 2°
UEA-| 29 UEA-I-Eu(lI)Crip 28

PNA 2° PNA-Eu(lll) Crip 24
WGA 2° WGA-Eu(lll) Crip 2°

The circular dichroism test, carried out with the conjugates, showed that
the most positive and least negative were practically maintained when compared
with those obtained by pure lectins, meaning that the secondary structure of the
lectins was not destabilized by conjugation. However, the CD result for the
conjugate Con A-Eu(llI)Cryp showed changes when compared to its counterpart.
This result can justify the considerable decrease in hemagglutinating activity
obtained from this conjugate.

Luminescence analysis measured excitation and emission of all samples,

as shown in Table 2.

Table 2 - Results of measurements of excitation and emission of samples
tested in solution

Amostra A exc. A emiss. Intensidade A emiss. A emiss. A emiss.
(nm) méaximo Max. (nm) (nm) (hm)
(nm) (CTSIs) °Do'F1 °Do’'Fa  °Do'Fq4
UEA-I 293,8 405,6 259.780 - - -
379,2 438,2 45.726 - - -

UEA-I-crip 307,4 616,4 3.367.277 595,2 616,4 708,6
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320,0 616,4 3.411.765 595,2 616,4 798,2

Con A 377 473,4 289.569 - - -
Con A-crip 321 616,4 23.885.720 595,2 616,4 708,4
PNA 367 437,2 37.399 - - -
PNA-crip 320 616,2 3.461.444 595,2 616,2 708,4
WGA 366 440 35.988 - - -

WGA-crip 319,4 616,6 2.425.866 595,6 616,6 708,6

The lectins 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 an emission intensity between 37,000 and 45,000 CTS / s, with
the exception of Con A and UEA-I (> 250,000 CTS / s), the latter when excited at
293.8 nm. Samples containing the conjugates showed the characteristic
spectrum of the europium (lll) ion. In these spectra it was possible3to visualize
the presence of transitions D, = ‘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.

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)Crip. 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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Figure 1. Time resolved emission spectra of the conjugate UEA-I-
Eu(ll)Crip with different delays.

Given these results, the luminescent probes were used in tests with lectins
histochemistry thus enabling a quantitative and less subjective analysis.

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(llDCrip, in red; UEA-I-Eu(ll)Crip, in green; PNA-
Eu(IINCrip, in dark blue; and WGA-Eu(II)Crip, in light blue).

In normal tissues were not observed transitions of the Eu (lll) ion for all
treatments. Fibroadenoma tissues treated with Con A-Eu (llII)Crip, 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
616n (transition °Do  '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)Crip, PNA-Eu (lI)Crip and
WGA-Eu (ll)Crip. However, the two latter showed reduced intensity.

These results suggest the availability or access to carbohydrates D-
glucose and D-mannose on the cell surface of human breast tissues diagnosed
with fiboroadenomas and, additionally, N-acetyl-glucosamine, D-galactose and N-
acetyl-galactosamine in tissues with invasive ductal carcinoma. These
carbohydrates, which are identified in greater quantities in transformed tissues
are reported in the literature as coming from the change in glycosylation.™

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, which arise as a

consequence of altered activity of glycosyltransferase and glycosides.?°
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In 1998, Beltrdo and co-workers studying human breast lesions
(fibroadenoma, fibrocystic disease and CDI) using lectins Con A and isoform 1
from Cramol (specific for mannose and glucose residues) reported that cells of
fibroadenoma showed a staining pattern more than observed in normal cells.'®
Another study correlated the abundance of mannose in serum with the
progression of cancer. 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.?

However, it is well described the fucosylation increase in breast cancer,
which was not observed in this study. Investigation of Patel and co-workers
(1990) showed increased incorporation of fucose in glycoproteins from serum of
patients with breast cancer.?? Also Yuan et al. (2008) studying various cell lines
of human breast cancer showed that all lineages studied showed virtually a-L-
fucose on the cell surface.?® The fact this study did not identify L-fucose in the
tissues studied may be related to difficulty of access to carbohydrates, requiring
further study for better understanding.

Front this evidence the difference in glycosylation pattern between normal
and transformed tissues can aid in the diagnosis of these diseases since these

sugars act as indicators of intracellular events.
Conslusion

In this research, we studied the glycosylation pattern in normal tissues and
tissues with FIB and IDC using lectins with different specificities to carbohydrates
in glycoconjugates. This research showed that the proposed luminescent probes,
lectins-Eu(ll)Cryp are effective devices to identify the glycan study by its
emission, allowing to differentiate the staining by intensity values. Therefore, this
instrument can be used in histochemical trials for the diagnosis of breast tumors,
allowing to expand into other tissues and / or pathology as well as increase the

number of carbohydrates to be evaluated.
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