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RESUMO

Lectinas constituem um largo grupo de proteinas ou glicoproteinas que compartilham a
propriedade de reconhecer e interagir com glicanos, os quais estdo envolvidos nos processos
de desenvolvimento e diferenciacdo celular de neoplasias. O cancer de prostata (CaP) e de
colo uterino séo tumores malignos de alta incidéncia em homens e mulheres, respectivamente,
e por isso tém sido alvo de inumeras pesquisas cientificas. O objetivo do nosso trabalho foi
investigar a capacidade das lectinas de sementes de Cratylia mollis interagirem com o
glicocodigo tecidual e sérico de pacientes com patologias prostaticas e de colo uterino. Para o
conhecimento da identidade sacaridica dos glicoconjugados celulares foi utilizada a
histoquimica com lectinas, as quais conjugadas a peroxidase foram aplicadas em cortes de
bidpsias de préstata e colo uterino. Para purificacdo e caracterizacdo parcial de glicoproteinas
dos soros de pacientes com alteracGes prostaticas e individuos sadios, a cromatografia de
afinidade com Cramoll-1,4 imobilizada e SDS-PAGE foram utilizadas. A histoquimica
mostrou que as lectinas de C. mollis ligam-se diferentemente aos glicoconjugados expostos
pelas células prostaticas (normal, hiperplasia benigna prostatica e cancer de préstata) e do
colo do atero (normal, neoplasia intra-epitelial cervical Il e carcinoma celular escamoso).
Através da cromatografia de afinidade com Cramoll-1,4 imobilizada, os soros de individuos
normais, com hiperplasia benigna prostatica e em diferentes estagios do CaP apresentaram
expressao diferencial de glicoproteinas. Os resultados obtidos sugerem que as lectinas de
Cratyia mollis sdo efetivos biomarcadores histoquimicos dos processos de diferenciacao
celular anormal nos tecidos prostaticos e cervicais uterinos. Essas lectinas também mostraram
ser ferramentas para identificar o padrdo de expressao de glicoproteinas durante 0s processos

de desenvolvimento patoldgico prostatico.

Palavras - chaves: Cramoll 1,4. Cramoll 3. Histoquimica.



ABSTRACT

Lectins are a large group of proteins or glycoproteins that share common property to
recognize and interact with glycan structures, which are involved in developmental processes
such as cell differentiation and carcinogenesis. Prostate cancer (PCa) and cervical are
malignant tumors of high incidence in men and women, respectively, and therefore have
beentarget of much scientific research. The aim of our work was to investigate the ability
from Cratylia mollis seed lectins to interact with the tissue and serum glycocodes of patients
with prostatic and uterin cervix diseases. To knowledge of saccharide identity of cellular
glycoconjugates was used lectin histochemistry, in which the lectins conjugated to peroxidase
were applied in biopsy slices of prostate and uterin cervix. Affinity chromatography with
immobilized Cramoll 1.4 and SDS-PAGE were used for purification and partial
characterization of glycoproteins from patient sera with prostatic alterations and healthy
subjects. The histochemistry showed that C. mollis lectins bind differently to glycoconjugates
exposed by prostate cells (normal, benign prostate hyperplasia and prostate cancer) and uterin
cervix (normal cervical intraepithelial neoplasia 111 and squamous cell carcinoma). Affinity
chromatography with immobilized Cramoll 1.4, sera from normal subjects with benign
prostatic hyperplasia and in different stages of PCa presented differential expression of
glycoproteins. These findings suggest that lectins from Cratylia mollis are effective
histochemical biomarkers for abnormal cell differentiation processes in uterine cervix and
prostate tissues. These lectins also proved to be useful tools for identifying the expression

pattern of glycoproteins during pathological development processes of prostate.

Keywords: Cancer. Cratylia mollis. Lectin histochemistry. Prostate. Uterin cervix.
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INTRODUCAO

O céncer, uma das causas principais de morte mundial, é uma doenca cronica e
caracteriza-se pelo crescimento anormal de células ao proliferar-se de forma descontrolada, e,
em alguns casos, metastizar. No Brasil, 0 cancer de prostata é o tumor maligno de maior
incidéncia em homens e o do colo do utero em mulheres.

Na carcinogénese ocorrem mudangas na expressdo de proteinas teciduais e de fluidos
celulares influenciadas pela alteracdo no padrdo de glicosilacdo. Os glicanos tém papéis em
diversos processos bioldgicos, tais como: sinalizagdo celular, reconhecimento imunoldgico,
diferenciacéo celular e metéstase. Assim, cresce o interesse em estudar os glicanos na busca
de novos biomarcadores e estimula-se o0 estudo das lectinas nessa investigacéao.

Enquanto os agUcares sdo capazes de carrear uma informacdo bioldgica, as lectinas sdo
capazes de decifrar esse glicocodigo. A partir dessa habilidade em decifrar glicocddigos, elas
tém sido ferramentas Uteis na histoquimica ao interpretar mudangas nos carboidratos de
superficies celulares no processo neoplasico e também tém sido imobilizadas em diferentes
suportes cromatograficos para separacao e purificacdo por afinidade de glicoconjugados, 0s
quais possam ser possiveis biomarcadores de processos patoldgico como o cancer.

Das sementes de Cratylia mollis (feijdo camaratu), leguminosa nativa da Regido Semi-
Arida de Pernambuco, sdo extraidas lectinas que reconhecem distintos carboidratos e tém
favorecido diversas aplicacdes biotecnoldgicas.

Nosso trabalho propbs avaliar as possiveis alteracdes no padrdo de carboidratos
teciduais expressos em patologias prostaticas e uterinas através da analise histoquimica com
duas lectinas de C. mollis (Cramoll-1,4 e Cramoll-3) e isolar e caracterizar os perfis de
glicoproteinas séricas de pacientes com alteracfes prostaticas através da lectina de C. mollis

(Cramoll-1,4) imobilizada.
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REVISAO DA LITERATURA

1 Cancer

1.1 Considerac0es Gerais

O Cancer, uma das principais causas de morte mundial, excedido apenas por doencas
cardiovasculares no mundo desenvolvido (HANAHAN; WEINBERG, 2011), € o termo usado
para caracterizar um grupo de mais de cem doencas nas quais células multiplicam-se de forma
descontrolada e séo capazes de invadir outros tecidos através do sistema sanguineo e linfatico
(AMERICAN..., 2012; NATIONAL..., 2006).

Dados estatisticos da American Cancer Society (2012) indicam o cancer como 0 maior
problema de salde publica nos Estados Unidos e em muitas outras partes do mundo. Uma em
cada quatro mortes nos Estados Unidos é devido a esta doenca. Estimou-se que cerca de
577.190 americanos morreram de cancer em 2012, correspondente a mais de 1.500 mortes por
dia. Cancer de pulméo, prostata (em homens), mama (em mulheres) e colorretal sdo os 4 tipos
de cancer responsaveis por quase metade do total de morte por cancer entre homens e
mulheres (SIEGEL et al., 2012).

No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2013 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 novos casos de cancer, reforcando a magnitude do problema do
cancer no pais e excluindo os casos de cancer da pele ndo melanoma, estima-se um total de
385 mil novos casos. Os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma,
préstata, pulmao, colorretal e estbmago para 0 sexo masculino; e os canceres de pele ndo
melanoma, mama, colo do Utero, colorretal e glandula tireGide para o sexo feminino
(INSTITUTO..., 2011).

Os tumores comegam nas células, as quais constituem os tecidos e formam os 6rgdos
do corpo. Todas as células do corpo sdo “programadas” para se desenvolver, crescer,
diferenciar-se e morrer. O tumor resulta quando uma dessas etapas nao é regulada e as células
apresentam-se com potencial de crescimento e proliferacdo descontrolados (HARRINGTON,
2011). Assim, novas células se formam quando o corpo nao precisa e as células velhas nao
morrem quando deveriam, originando um acumulo de células extras que podem formar uma
massa tecidual chamadade tumor, o qual pode ser benigno ou maligno (NATIONAL..., 2006).

Os tumores benignos ndo sdo cancer, normalmente crescem devagar, podendo evoluir

por anos sem sintomas ou com manifestagdes discretas, mas mesmo sendo benignos podem
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evoluir negativamente para o éxito letal (ainda que ndo se malignize) caso estejam localizados
em o6rgdos vitais (NATIONAL..., 2006). Esses tumores geralmente assemelham-se ao seu
tecido de origem, mas nem todo componente tecidual precisa estar envolvido e as células
podem ou ndo estar na sua relacdo normal. Elas aparecem em muitos tecidos, aumentadas de
tamanho, mas ndo séo invasivas (FRANKS; TEICH, 1999) sendo geralmente tratadas por
remocao cirurgica completa e ndo voltam a crescer.

Os tumores malignos sdo o cancer propriamente dito e sdo geralmente mais graves do
que tumores benignos. Eles podem ser fatais, pois apesar de poderem ser removidos, as vezes,
voltam a crescer. Eles tendem, geralmente, a proliferar em ritmo acelerado traduzido, a
principio, por aumento das figuras de mitose ao exame histologico. Entretanto, este achado
nem sempre significa malignidade porque alguns podem estar crescendo lentamente e
bruscamente mudar para um padrdo de proliferacdo rapido (NATIONAL..., 2006). Esses
tumores apresentam dois aspectos caracteristicos: anormalidades celulares e invasdo do tecido
ao redor. Quando ambos estdo presentes o diagndstico torna-se mais facil. O critério de
padrdo celular inclui um aumento local no ndmero celular, perda do arranjo regular normal,
variacdo no tamanho e formato celular, aumento nuclear (reflexo de um aumento de DNA
total) e aumento da atividade mitética. As células desenvolvem-se de forma muito mais
desorganizada do que a encontrada nos tumores benignos (FRANKS; TEICH, 1999).

De acordo com Peterson (2010) e Belovic (2011), o desenvolvimento do cancer segue
um processo de multiplos estagios, a partir da célula normal e € caracterizado pelo acimulo
de alteracBes genéticas que interferem no controle normal do crescimento e diferenciacao
celular, ou seja, células normais passam a ser hiperplasicas ou displasicas ou podem se
transformar num céncer localizado e, posteriormente, metastizar (Figura 1) (BELOVIC et al.,
2011; PETERSON, 2010). O que leva a malignidade no cancer € sua habilidade em quebrar a
arquitetura tecidual, invadir fronteiras teciduais rompidas e metastizar para 6rgdos distantes.
Em termos simples, cancer € uma doenca de desenvolvimento, ou seja, resultante da perda dos
controles normais, os quais conduzem as células para acumular-se nos tecidos (INGBER,
2008). Para a formacdo do cancer, é necessario o crescimento descontrolado das células,
porém ndo € suficiente. Apenas, quando o crescimento torna-se autbnomo e leva a
desorganizacdo da arquitetura do tecido normal é que um patologista pode reconhecer quando

um tecido normal sofre “transformacao neoplasica” (INGBER, 2008).



21

Figura 1 — Tipos de crescimento celular anormal.
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Fonte: Adaptada de Peterson (2010)

As células cancerosas podem ocorrer em liquidos, como na leucemia. Entretanto, a
maioria ocorre como tumores sélidos que originalmente aparecem nos tecidos em varias
partes do corpo. Os tipos de cancer podem ser agrupados em categorias de acordo com o
Orgdo ou tipo de célula em que eles comecaram a se desenvolver (Tabela 1) (AUYANG,

2000).
Tabela 1 - Tipos de Cancer.

Carcinoma Pele ou tecidos de 6rgéos internos

Leucemia Tecidos da formacdo sanguinea

Cancer do Sistema Nervoso Central | Cérebro e medula espinhal

Fonte: Adaptada do National Institute Cancer (2012)

Vale salientar que, quando o cancer se espalha e forma um novo tumor em outra parte
do corpo, 0 novo tumor tem o mesmo tipo de células anormais e 0 mesmo nome que o tumor

priméario. Por exemplo, se o cancer da préstata se espalha para 0s 0ssos, as células
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cancerigenas nos 0ssos sdo chamadas células cancerosas da prostata. A doenga é cancer
metastatico da prostata e ndo cancer 6sseo. Por essa razédo, ele é tratado como céncer de
préstata.

Pesquisas mostram que determinados fatores de risco aumentam a probabilidade de
uma pessoa desenvolver cancer. Os fatores de risco mais comuns para 0 cancer S&o:
envelhecimento, tabaco, luz solar, radia¢do ionizante, certos produtos quimicos, alguns virus e
bactérias, certos horménios, histéria ou heranca familiar, alcool, ma alimentacéo, falta de
atividade fisica e excesso de peso (NATIONAL..., 2006).

Breivik (2005) resume que o tempo, meio ambiente e heranca sdo os trés principais
aspectos que devem ser unidos por um modelo de carcinogénese. Tempo-dependente porque a
incidéncia de cancer aumenta com a idade e em paises com elevada expectativa de vida,
aproximadamente 40% da populacdo sofre algum tipo de cancer na vida. Dados
epidemiol6gicos demonstram uma clara associagcdo entre os fatores ambientais e de
desenvolvimento do cancer como, por exemplo, fumo, obesidade e radiacdo ultravioleta. E,
muitos aspectos do desenvolvimento do cancer foram explicados pelas alteracdes no codigo
genético, envolvendo a heranca ndo so entre as geracfes, mas também entre as células de um
organismo, caracterizando o cancer como uma doenca definitivamente hereditaria (BREIVIK,
2005). Outros estudos epidemioldgicos também investigaram os fatores de risco psicossociais
para o cancer e embora seja uma associacdo ndo completamente compreendida, uma analise
com foco apenas em estudos prospectivos mostraram recentemente que sofrimento psiquico,
como depressdo, ansiedade e ma qualidade de vida, foram associadas com um aumento de
13% no risco de incidéncia de cancer e um aumento de 27% no risco de mortalidade (CHIDA
et al., 2008).

Na tentativa de combater esta doenca, a World Health Organization (WHO)
desenvolveu trés principios para sua prevencdo: 1) estimaram que as estratégias de prevencao
atuais podem prevenir um terco dos novos canceres; 2) sugeriram que o rastreio precoce pode
resultar na deteccdo de um terco dos canceres no estagio inicial; 3) propuseram que uma
estratégia de tratamento abrangente pode melhorar a sobrevivéncia e qualidade de vida para
outro tergo dos pacientes com cancer avancado (NGOMA, 2006). Estas estratégias oferecem
o0 controle do cancer a longo prazo de maneira mais rentavel (CAO et al., 2011).

A interacdo entre alteracfes patologicas e morfologicas e sinais moleculares irdo
orientar o diagnostico e a terapia do cancer. A reprogramacdo metabolica esta provando ser
difundida nas células cancerosas e € considerada como um marco no estudo do cancer
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Por outro lado, baseado no sucesso dos rastreios de



23

marcadores de proteinas tumorais especificas, tais como a-fetoproteina (AFP) e antigeno
especifico da prostata (PSA), varios novos biomarcadores de cancer serdo incluidos nos
exames médicos de rotina. Além disso, o rastreio de alvos moleculares especificos melhorardo
e orientardo o desenvolvimento eficaz da medicina personalizada ou individualizada.
Claramente, uma mudanca de énfase no tratamento para uma énfase na prevencao do cancer e
na combinagdo de tratamento e prevencgdo sera fundamental para uma estratégia eficaz para
eliminar esta doenca cronica (STRATTON, 2011).

1.2 Aspectos Bioquimicos

Pelo menos no ultimo século, todos os esforcos intelectuais e tecnoldgicos
empreendidos na cura do cancer, contribuiram para revelar um intricado mecanismo de
comunicacdo molecular, intra e intercelular que, em condices fisioldgicas, atua na
homeostase dos sistemas vivos. Essa complexa rede de sinalizacdo é constituida de vias
metabolicas formadas de genes, proteinas e pequenas moléculas, que contém inimeros pontos
de regulacdo, sinais divergentes e locais de cruzamento com outras cascatas de sinalizagéo,
exercendo mutuas influéncias (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006).

As interacbes proteina-carboidrato ocupam importante papel no repertorio de
interacdes moleculares que sustenta o desenvolvimento e funcdo de organismos
multicelulares. Os carboidratos de superficie, ligados a proteinas ou lipidios, servem como
pontos de interacdo que resultam em adesdo intercelular (Figura 2), de bactérias infecciosas,
virus e toxinas, que freqlientemente procuram um meio de entrada nas células alvo, como
também de receptores de horménios e anticorpos, mediadores da resposta imunoldgica
(DRICKAMER; TAYLOR, 2002). Portanto, as glicoproteinas de superficie celular tém um
papel importante na pinocitose, diferenciacdo, reconhecimento, adesdo intercelular e
carcinogénese (MANOHARAN et al., 2004).

O desenvolvimento de processos neoplasicos é associado com modificacGes
guantitativas e/ou qualitativas nos residuos de glicanos de glicolipideos, glicoproteinas e
proteoglicanos presente na superficie ou organelas celulares (GUILOT et al.,, 2004). As
alteracdes no padrdo de glicosilacdo de glicoconjugados de células tumorais tém sido
relevantes para o reconhecimento de um desenvolvimento anormal e metastase
(ADAMCZYK; THARMALINGAM; RUDD, 2012).
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Figura 2 — Carboidratos de superficie celular envolvidos no reconhecimento molecular.
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Fonte: Adaptada de Chun-Hung Lin, disponivel em:
http://www.bc.sinica.edu.tw/teacher/teacher_Images_chunhung_125-02.jpg

Seguindo a logica de serem menos diferenciadas e estarem voltadas a reproducéo, as
células das neoplasias malignas apresentam, inicialmente, exacerbacdo da via glicolitica. Este
processo permite a obtencdo de energia de modo mais rapido e independente de oxigénio. A
glicose e/ou outros carboidratos sdo incorporados mais facilmente pelas células malignas.
Desse modo, o tumor cresce em detrimento das células normais (DAKUBO, 2010).

Muitas pesquisas estdo interessadas na alteracdo de glicosilacdo de células cancerosas
a fim de identificar moléculas que reconhecem estes carboidratos e caracterizar
quantitativamente e qualitativamente a interagdo entre os carboidratos e moléculas de
reconhecimento, como as lectinas (FRANKS; TEICH, 1999). Esta parece ser uma abordagem
promissora, ndo somente no diagndstico, mas também no tratamento como veiculo para
conduzir drogas ou outros agentes coadjuvantes. Nos ultimos 20 anos, a analise morfoldgica

de rotina tem sido auxiliada pela insercdo de técnicas bioquimicas e imunoquimicas que
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permitem uma analise mais sofisticada da estrutura e funcdo celular (SMETANA; ANDRE,
2008).

1.3 Biomarcadores do Cancer

O National Cancer Institute (2012) define como biomarcador uma molécula bioldgica
encontrada no sangue, em outros fluidos corporais ou em tecidos que é um sinal normal ou
anormal de um processo, ou de uma condic¢é@o ou de uma doenca (NATIONAL..., 2012).

Os biomarcadores tumorais sdo indicadores do estado fisioldgico e de alteracBes que
ocorrem durante o processo neoplasico. A expressao destes marcadores pode refletir diversos
processos, tais como hiperproliferacdo, alteracdo de padrdes de expressdo génica, hiperplasia,
genotoxicidade, inflamacdo e alteracdes enzimaticas relacionadas com o desenvolvimento
tumoral (TERMINI; VILLA, 2008). Fornecer uma indicagdo precoce e monitorar a
progressdao da doenca, proporcionar facilidade de detecgdo, determinar o risco de
desenvolvimento e o prognostico, bem como o sucesso do tratamento em resposta a uma
determinada medicacao e/ou procedimento, constituem a principal razdo para a identificacdo
de marcadores biol6gicos ou biomarcadores (TERMINI; VILLA, 2008). Na tabela 2

apresentamos uma sintese do uso dos biomarcadores na medicina do cancer.

Tabela 2 — Biomarcadores no cancer.

Usos de Biomarcadores ha Medicina do Cancer

Antes do . : : - - Pés-
Diagnostico Depois do Diagnosticodo Céancer

Céancer tratamento

Como meu

. Eutenho ual o rumo Eu devo receber
Eutenhorisco Q Meu cancer cancer
cancer? Que esperado uma dose normal Meu cancer pode
aumentadopara . responde a responde a
cancer? tipo de cancer para meu essad 5 OU menor? Ou csse voltar?

eutenho? cancer? 9 nenhuma dose?

tratamento?

Fonte: Adaptada de Research Advocacy Network (2010)

Os biomarcadores usados hoje na medicina e na pesquisa geralmente se enquadram em

trés categorias principais: 1) Biomarcadores moleculares, também chamados de marcadores
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moleculares ou bioquimicos, sdo um dos tipos mais comuns e sdo moléculas bioldgicas
encontradas nos fluidos corporais e tecidos, como as proteinas; 2) Biomarcadores fisiol6gicos
relacionados com os processos funcionais do corpo , tais como a pressao sanguinea e 3)
Biomarcadores anatdmicos relacionados com a estrutura do organismo e a relacdo com suas
partes (RESEARCH..., 2010).

Biomarcadores de fluidos corporais tém o potencial de detectar uma ampla variedade
de tumores primarios e metastases e incluem uma variedade de componentes no sangue, urina
ou outros fluidos como, por exemplo, as células tumorais circulantes (CTC) e
macromoléculas, tais como lipidos, proteinas, RNA, DNA, carboidratos (MISHRA; VERMA
2010). Além das CTC, outras células circulantes estdo sendo exploradas como células
imunoldgicas, estromal e endotelial (MARTIN et al., 2010). Eles possuem vantagens sobre o
diagnostico por imagem ja que sdo convenientes, ndo invasivos e na maioria das vezes de
baixo custo (MARTIN et al., 2010).

Os recentes avancos na bioinformatica, bioengenharia e nas tecnologias gendémica,
protedmica e transcriptdbmica (Figura 3) tém gerado estratégias para descoberta de novos
biomarcadores. Nesta era de tecnologias moleculares altamente inovadoras em laboratorios de
investigacdo, existe uma necessidade critica de trazer de forma eficiente os testes para a
clinica, pois, diversas pesquisas sobre biomarcadores foram publicadas na Gltima década, mas
poucas foram aplicadas clinicamente na rotina (KULASINGAM; DIAMANDIS, 2008;
MARTIN et al., 2010). A glicoprotedbmica, uma area da proteémica com significado biolégico
e clinico, ganha destaque por ser um campo emergente na pesquisa com biomarcadores (PAN
etal., 2011;. MEANY; CHAN, 2011).

Atualmente, os biomarcadores podem ser inicialmente introduzidos como exames
complementares para confirmar resultados positivos de métodos de rastreio convencionais e
para ajudar na decisdo de tratamentos adicionais (MARTIN et al., 2010). Como em todos 0s
programas de rastreio, a medida do sucesso de um biomarcador serd reduzir a mortalidade
especifica por cancer através da deteccdo precoce (MARTIN et al., 2010).

As taxas de mortalidade de alguns tipos de cancer cairam recentemente por causa da
deteccdo precoce através dos biomarcadores. Por exemplo, o teste de Papanicolau detecta e
permite a remocao do cancer cervical pré-sintomatico. Houve também sucessos em programas
de triagem para deteccdo dos canceres de mama e de préstata. Entretanto, permanece um
desafio para os pesquisadores desenvolver métodos que superem os problemas atuais e

detectem eficazmente o cancer precoce e tratavel (MARTIN et al., 2010).
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Figura 3 — Delineamento de estratégias para a descoberta de biomarcadores através da utilizagcdo de
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Fonte: Adapatada de Kulasingam e Diamandis (2008)

2 Prostata

2.1 Consideracdes Gerais (Anatomia e Histologia)

A origem da palavra prostata vem do grego “pro — histanai”, “estar a frente”, estrutura
que esta abaixo da bexiga e a frente do reto (Figura 4) (NATIONAL..., 2012). A prostata esta
envolvida na producdo do liquido prostatico (aproximadamente 30% do volume de fluido
seminal) que atua na nutricdo e preservacdo dos espermatozoOides presentes no esperma
(JOSHUA et al., 2008; RIZZO; ATTARD; HUDSON, 2005).
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Figura 4 — Anatomia da Prostata.
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Fonte: Material Informativo da Comissdo de Educacdo Continuada da Sociedade Brasileira de
Urologia.

Na década de 1960, J.E. McNeal definiu a subdivisdo anatdbmica da prostata em trés
zonas distintas: periférica, transicional e central, ainda hoje universalmente aceita
(MARANDOLA et al. 2004) com uma quarta zona chamada de zona periuretral (Figura 5).
Os tipos de leséo proliferativa séo diferentes em cada regido. Enquanto a HBP (hiperplasia
benigna prostatica) ocorre quase exclusivamente na zona transicional, a maioria dos
adenocarcinomas ocorre na zona periférica e apenas 30% na zona transicional (JOSHUA,
2008).
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Figura 5 - Divisdo Anatdmica de Prdstata de Adulto. A prostata normal contém as zonas: central (CZ),
periférica (PZ), transicional (TZ) e periuretral.
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Fonte: Adaptada de Kumar, Abbas e Fausto (2010)

A préstata é um 6rgdo complexo que reine elementos acinares, musculares e estroma
(SMITH, 2010), o tecido epitelial é constituido por glandulas e o estroma aparece situado
entre as glandulas. O epitélio prostatico € constituido principalmente de trés tipos celulares:
secretorias, basais e células neuroenddcrinas (JOSHUA et al., 2008; SMITH, 2010). As
células secretdrias enfileiradas formam as glandulas e ductos prostaticos e sdo responsaveis
pelas secrecdes fisioldgicas da glandula que produz um numero amplo de compostos tais
como fosfatase acida, desidrogenase, PSA (antigeno especifico da prostata, do inglés:
prostatic specific antigen), prostaglandina, espermina, fibrogenase, aminopeptidase, zinco,
citrato, pepsinogénio Il e lactoferrina (MARANDOLA et al., 2004). As células basais sdo
muito menos abundantes, repousam na parte basal das células secretorias e atuam como
células de reserva, diferenciando-se em células epiteliais secretoras (SMITH, 2010). Sua
auséncia é um importante indicador de cancer de prostata (JOSHUA et al., 2008). As células

neuroendocrinas estdo espalhadas pela glandula e acredita-se estarem envolvidas na regulacdo
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da atividade secretdria prostatica (JOSHUA et al., 2008). O estroma é composto de tecido
fibroso, musculo liso, linfécitos e tecido neurovascular presentes numa matriz extracelular de
apoio sustentando a préstata (JOSHUA et al., 2008; SMITH, 2010).

A nivel intraluminal das glandulas prostaticas ha formagdes ou concre¢des nodulares
pequenas chamadas corpos amilaceos (CAs) (Figura 6), as quais também ja foram descritas
em outros tecidos, como cérebro, pulmdo e Gtero (BALEA; ILLES; SCHOBER, 2006;
CHRISTIAN et al., 2005; MORALES et al., 2005). No cérebro, sua presenca estd associada
com idade, assim como em varias outras condi¢des neuroldgicas, tais como Alzheimer e
esclerose multipla (BALEA; ILLES; SCHOBER, 2006).

Figura 6 — Corpos amilaceos (setas) em glandula hiperplasica.

Fonte: Proprio Autor

Na prostata, a prevaléncia destas formagdes aumenta com a idade. Inicialmente
aparecem entre a 3% e 5% décadas de vida e torna-se mais freqliente em homens mais velhos.
Ao microscopio de luz, CAs prostaticos podem variar em tamanho e forma, mas sdo mais
freqlientemente redondos e mostram uma disposicdo de um material eosinofilico acelular de
intensidade varidvel (CHRISTIAN et al., 2005). Ultra-estruturalmente, os CAs séo
constituidos por bandas concéntricas e fibrilares e ocasionalmente por areas polimdrficas
eletrodensas e pequenas espalhadas entre as fibras. Entretanto, a presenca dessas laminacoes
concéntricas é varidvel (MORALES et al., 2005).
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Corpos amilaceos da prostata sdo corpos protéicos com um alto conteldo de
mucopolissacarideos. Bioguimicamente, os CAs sdo compostos de substancia amilGide,
primariamente B, — microglobulina, mais carboidratos que proteinas numa relacdo de 2:1,
altas concentracfes de acucares (glicosamina e galactose) e glicosaminoglicanos sulfatados
(CAVANAGH, 1999; CHRISTIAN et al., 2005; MORALES et al., 2005).

A origem e a funcdo dos CAs sdo debatidas e diferentes teorias sdo propostas: uns
apontam que sdo um acumulo de substancia amildide como uma conseqiiéncia de um possivel
processo degenerativo do epitélio ou da amiloidose focal, outros defendem que CAs sdo a
consequéncia final da secrecdo prostatica apdcrina e do acumulo de restos celulares; este
processo seria regulado e baseado nos granulos da secrecdo prostatica (MORALES et al.,
2005). CAs estdo presentes em acinos benignos da prostata de aproximadamente 25% dos
homens de 20-40 anos, mas sdo raros no adenocarcinoma (MORALES et al., 2005).
Entretanto, sua presenga ndo deve ser usada como um critério para exclusdo de malignidade
(CHRISTIAN et al., 2005).

Ha trés processos patoldgicos que afetam a glandula prostatica com maior fregiiéncia
que sao: inflamacdo, aumento nodulares benignos e adenocarcinoma. Destes trés, os aumentos
nodulares benignos sé&o 0s mais comuns e ocorrem com tanta freqliéncia na idade avancada e
podem ser considerados um processo “normal” do envelhecimento. O adenocarcinoma
prostatico é também uma lesdo extremamente comum e, portanto, merece uma consideracdo
cuidadosa. Os processos inflamatorios tém, em geral, pouca importancia clinica ja que podem

ser tratados facilmente. Assim, discutiremos adiante o processo hiperplasico e neoplasico.

2.2 Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP)

HBP é incomum em homens jovens, mas € uma das circunstancias mais comuns
associadas ao envelhecimento dos homens, geralmente inicia-se aos 30 anos e desenvolve-se
lentamente (LEPOR, 2005; WEBBER, 2004). Mais de um a cada trés homens acima de 50
anos de idade sofrem de sintomas relacionados a HBP e sua evidéncia histoldgica ocorre em
90% daqueles com 80 anos de idade (R1ZZO; ATTARD; HUDSON, 2005). Ela é também
conhecida como hipertrofia benigna prostatica ou como hiperplasia nodular da prostata.

HBP é corretamente definida como aumento da glandula prostatica a partir da
hiperplasia progressiva das células prostaticas glandulares e estromais resultando na formagéo
de nodulos grandes, relativamente nitidos, na regido periuretral da prostata (JAYAPALAN et
al., 2012; NICKEL, 2007).
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Essa condicdo prostatica ndo maligna se origina quase exclusivamente no aspecto
interno da glandula prostatica, na zona de transicéo, o crescimento da glandula em tamanho
e/ou aumento da quantidade de tecido muscular que se contrai por acdo de um horménio
(noradrenalina), agrava o efeito compressor da prostata sobre a uretra, que tem seu caminho
pelo centro da prostata, impedindo o fluxo da urina da bexiga até sua eliminagdo (LEPOR,
2005; NICKEL, 2007). Os mecanismos de causa sdo pouco evidentes, porém a idade
relacionada a obstrucdo no esvaziamento da bexiga é um fator importante pelo fato de levar a
retencdo urinaria e a necessidade freqiiente de urinar (LEPOR, 2005; WEBBER, 2004).

Microscopicamente, a marca caracteristica da HBP é a nodularidade devida &
proliferacdo ou dilatacdo glandular e proliferagdo fibrosa ou muscular do estroma. A
proporcdo destes elementos varia de nddulo a nodulo, desde nddulos fibromusculares
estromais até nodulos fibroepiteliais com predominancia glandular. A proliferacdo glandular
torna a forma de agregados de glandulas cisticamente dilatadas pequenas ou grandes,
revestidas por duas camadas, uma interna colunar e outra externa de epitélio cubdide ou
planificado, repousando sobre uma membrana basal intacta e observa-se um estroma escasso
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010).

A aparéncia clinica classica para hiperplasia prostatica tem sido descrita como
combinacdo de trés propriedades: volume aumentado da prostata, presenca de sintomas de
prostatismo e evidéncias de obstrucdo do fluxo da bexiga (LEPOR, 2005). Portanto, a
hiperplasia € uma doenca progressiva caracterizada, principalmente, por sintomas no trato
urinario baixo cada vez mais prevalente em homens de idade avancada e que se apresentada
de forma severa pode levar a complicacbes como retencdo urindria aguda e cirurgia
(NICKEL, 2007).

2.3 Cancer de Prostata (CaP)

CaP é reconhecido atualmente como um dos problemas médicos mais importante que
afeta a populacdo masculina. O CaP é o tumor maligno de maior incidéncia em homens nos
paises desenvolvidos e a segunda causa de morte por cancer, atrds apenas dos tumores de
pulmao de acordo com a American Cancer Society (2012).

Esse cancer € considerado a neoplasia maligna mais comum em homens idosos e €
freqlientemente complicado por metastase 6ssea (NATIONAL..., 2012). As taxas de
incidéncia sdo cerca de trés vezes maiores nos paises desenvolvidos comparados aos paises

em desenvolvimento justamente devido a afetar os homens idosos com mais freqliéncia do
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que os homens jovens (NATIONAL..., 2012). Contudo, durante as Gltimas décadas, a
sobrevida global aumentou de 67% para 89%, devido a melhores programas de triagem e
sensibilizacdo aumentada da doenca entre os médicos e o publico geral (STANGELBERGER,;
SCHALLY; DJAVAN, 2008).

No Brasil, conforme estimativas do Instituto Nacional de Céncer (2011), o CaP
permanece na 22 colocacdo, em incidéncia, atras dos tumores de pele (ndo-melanoma) e, na
mortalidade, é superado apenas pelo cancer de pulmdo. O INCA estimou para 0 ano de 2012 a
ocorréncia de 60.680 casos novos de cancer da prostata no pais, valor que corresponde a um
risco estimado de 62 casos novos a cada 100 mil homens. Esse aumento na taxa de incidéncia
ao longo dos anos provem do aumento da expectativa de vida, a melhoria e a evolucédo dos
métodos diagnosticos e da qualidade dos sistemas de informacdo do pais. Mais do que
qualquer outro tipo de cancer, este € considerado o cancer da terceira idade, uma vez que
aproximadamente 62% dos casos de cancer da prostata diagnosticados no mundo acometem
em homens com 65 anos ou mais. Com o crescimento da expectativa de vida mundial, é
esperado que 0 numero de novos casos aumente cerca de 60% até o ano de 2015
(INSTITUTO..., 2011).

Os fatores que determinam o risco de desenvolver esse céancer ndo sdo bem
conhecidos, mas héa trés fatores de risco bem estabelecidos como o envelhecimento (idade
maior ou igual a 50 anos), a origem étnica (maior prevaléncia entre negros norte-americanos e
africanos) e a hereditariedade (historia familiar de pai ou irmdo com cancer da préstata antes
dos 60 anos de idade) (AMERICAN..., 2012; JAYAPALAN et al., 2012). Outros fatores
etiologicos relacionados estdo influéncia hormonal, alcoolismo, exposicdo a radiacdo
ultravioleta, dieta (consumo aumentado de gordura) e o estilo de vida (INSTITUTO..., 2011).

O CaP precoce normalmente ndo apresenta sintomas. No entanto, com a doenga mais
avancada, os individuos sentem o fluxo urinario fraco ou interrompido; incapacidade de urinar
ou dificuldade para iniciar ou parar fluxo de urina; necessidade freqlente de urinar,
principalmente a noite; sangue na urina, ou urinar com dor ou ardor. No estégio avangado da
doenca geralmente se espalha para os 0ssos, 0 que pode causar dor no quadril, coluna,
costelas, ou outras areas. No entanto, vale salientar que muitos desses sintomas nao sdo
especificos para cancer de prostata (AMERICAN..., 2012).

No Brasil, a mortalidade por esse tipo de neoplasia apresenta um perfil ascendente
semelhante ao da incidéncia, embora sua magnitude seja mais baixa. Esse cancer pode ser
considerado um cancer de bom prognéstico se diagnosticado e tratado oportunamente

(INSTITUTO..., 2011). Em relagdo aos aspectos morfologicos, aproximadamente 70% dos
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casos de carcinoma surgem na zona periférica da glandula, freqientemente palpavel ao exame
retal. Em pacientes com suspeita sob o toque retal ou alterac6es no nivel do PSA, encaminha-
se para bidpsia prostatica, a qual consiste na retirada de pequenos fragmentos da zona
periférica da glandula a fim de identificar ou ndo qualquer malignidade na histopatologia
(JAYAPALAN et al., 2012) .

O exame histologico revela o adenocarcinoma, em geral, constituido, por pequenos
acinos que infiltram difusamente o estroma e o arranjo dos &cinos € Util diagnosticamente para
determinar o grau do tumor. Acinos malignos tém um arranjo irregular e casual espalhados no
estroma em conglomerados ou cachos e 0 espagcamento entre acinos malignos varia
amplamente. A camada de células basais é normalmente ausente em CaP, porém fibroblastos
podem imitar células basais mas sdo apenas vistos focalmente na periferia do acino. Os
fatores citologicos incluem alargamento nuclear e nucleolar que ocorre na maioria das células
malignas. O estroma no céncer freqlientemente contém colageno jovem o qual aparece
fracamente eosinofilico e as fibras musculares sdo, as vezes, rompidas (MONTIRONI et al.,
2006).

No estudo miscroscopico, entre os varios sistemas de graduacdo existentes, o de
Gleason é, universalmente, mais utilizado, baseado na diferenciacdo glandular e no padrdo de
crescimento em relagdo ao estroma (NATIONAL..., 2012). Neste sistema, ndo se consideram
a atipica caracteristica nuclear e, até hoje, ndo foi demonstrado superioridade da avaliacao
nuclear em relacdo ao padrdo glandular no adenocarcinoma da prostata.

De acordo com este sistema, 0 escore de Gleason é a soma dos dois padrdes mais
comuns (graus de 1 a 5) do desenvolvimento tumoral e a contagem final esta entre 2 e 10,
com 2 sendo 0 menos agressivo e 10 o mais agressivo. H4 uma definigdo para os 5 graus de
diferenciacdo (Figura 7): Em 1 e 2, a neoplasia mostra apenas desarranjo arquitetural, as
glandulas crescem proximamente junto; em 3, 4 e 5, ha infiltracdo do estroma e em 5 0
arranjo é solido bem indiferenciado (WETZEL; BECICH, 2000) . A maioria dos tumores
contém mais de um padrdo, e nesse caso é designado um grau primario para o padrdo
dominante e um grau secundario para o padrdo subdominante. Os dois graus numéricos sao
entdo somados para se obter um grau ou escore de Gleason combinado (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2010). Assim, por exemplo, se o grau histolégico de 90% da area examinada € 3 e
de 10% é 4, o grau do tecido neoplésico serd 3 + 4 0 que daria uma contagem final de 7. Caso
0 grau histologico seja 3 em toda a area examinada, repete-se 0 nimero; o grau sera 3 +3 e a

contagem final 6.
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Figura 7 - Graus histolégicos do Carcinoma Prostatico, de acordo com o sistema Gleason.
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Fonte: Wetzel e Becich (2000)

Em relacdo ao diagnoéstico de CaP, a atual diretriz de avaliacdo do paciente € o exame
digital retal (EDR), a concentragdo serica do PSA e a ultra-sonografia transretal que levam a
deteccdo desta doenca, resultando em tratamento precoce e melhor recuperacdo dos pacientes
(STANGELBERGER; SCHALLY; DJAVAN, 2008). Entretanto, o diagndstico definitivo
depende da verificagcdo histopatologica de adenocarcinoma em biopsia de prostata ou
espéecimes operatérios.

Os niveis de PSA aumentam no soro de individuos com patologias prostaticas e sua
dosagem é largamente utilizada como um marcador prostatico tumoral auxiliando na deteccao
de céncer de prostata na avaliacdo da progressdo da doenca e para estimar a resposta
terapéutica (HERWIG et al., 2008). Entretanto, os pacientes com niveis entre 4,0 e 10 ng/mL
sdo classificados dentro da categoria de zona “cinzenta” de diagndstico, ndo permitindo uma
diferenciago clara entre CaP e HPB (TABARES et al., 2006). Entre os pacientes com niveis
de PSA dentro da zona “‘cinzenta”, aproximadamente 25% tem sido diagnosticado com CaP.
Significa que os outros 75% de pacientes ndo tem cancer, mas devem ser submetidos a
desconfortavel bidpsia prostatica (OHYAMA et al., 2004).
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Outro tema emergente é a incidéncia crescente de CaP com baixos niveis de PSA.
Estudos recentes tém relatado uma incidéncia de 20,5% de CaP quando os niveis de PSA
entre 2,5 e 4 ng/mL (TABARES et al., 2006). Portanto, tem sido imperativo, obter mais
caracteristicas bioguimicas do PSA, tais como alteracdes de glicosilacdo, para melhorar a
eficiéncia na discriminagdo de CaP e HBP livrando os pacientes de exames invasivos
desnecessarios (OHYAMA et al., 2004; PERACAULA et al., 2003), ndo obstante também
buscar novas glicoproteinas e suas alteracdes de glicosilacdo que possam servir de possiveis

ferramentas ou biomarcadores para o diagnéstico e progndstico das alteracdes prostaticas.

3 Colo Uterino

3.1 Consideracdes gerais

O utero € um 6rgdo muscular do sistema reprodutor feminino, de paredes grossas, que
se localiza na pelve, por tras da bexiga e na frente do reto e € dividido em corpo e colo
(Figure 8) (BASTOS, 2006; NATIONAL..., 2012). Esta ultima parte é a porcdo inferior do
utero e se localiza dentro da cavidade vaginal. O Gtero tem como fungdes sustentar, nutrir e
proteger o concepto durante a gravidez ao manter o colo fechado durante esse periodo
(BASTOS, 2006).

O colo uterino ou cérvice representa a por¢ado inferior do 6rgédo, tém forma cilindrica e
apresenta, em seu interior, um canal, chamado de canal endocervical, que comunica a
cavidade uterina com a luz vaginal. A superficie mucosa do canal endocervical € chamada de
endocérvice e é recoberta por epitélio simples colunar mucossecretor. Ja a superficie mucosa
cervical voltada para a vagina é denominada de ectocérvice e é revestida por epitélio
estratificado escamoso ndo-queratinizado, também chamado de epitélio malpighiano. Abaixo
do epitélio simples colunar, existem células de reserva, multipotentes, capazes de se
diferenciar tanto em células colunares quanto em células escamosas (BASTOS, 2006;
NATIONAL..., 2012).
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Figura 8 - Cérvix uterina e 6rgdos vizinhos.
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Fonte: Adapatada do National Cancer Institute (2012)

A éarea de juncdo entre o epitélio da ectocérvice e da endocérvice é chamada de juncéao
escamo-colunar (JEC), que pode estar tanto na ecto como na endoceérvice, dependendo da fase
hormonal da mulher. Na infancia e no periodo p6s-menopausa, geralmente, a JEC situa-se
dentro do canal cervical. No periodo da menacme, quando ocorre producdo estrogénica,
geralmente a JEC situa-se ao nivel do orificio externo ou para fora do canal (BASTOS, 2006;
NATIONAL..., 2012). Por ser uma area de intensa mudanca, a JEC € bastante sensivel, sendo
a principal area de instalacdo de les6es no colo uterino (BASTOS, 2006).

As lesbGes de maior importancia clinica do colo do Utero correspondem ao carcinoma
escamoso invasor e suas lesbes precursoras, como as neoplasias intraepiteliais cervicais
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010). O colo do Utero consiste tanto uma sentinela para as
infeccbes do aparelho genital superior potencialmente graves, quanto um alvo para
carcindgenos virais, 0s quais quando se instalam no colo levam a infec¢bes cronicas ou
displasias, que se ndo tratadas podem conduzir ao carcinoma invasivo (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2010).
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3.2 Neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

Classicamente, a historia natural do céncer do colo do Utero é descrita como uma
afeccdo iniciada com transformacdes intra-epiteliais progressivas que podem evoluir para uma
lesdo cancerosa invasora, num prazo de 10 a 20 anos (INSTITUTO..., 2002).

Estas lesbes pré-cancerosas ja foram classificadas de diversas maneiras. A primeira
classificacdo proposta foi feita em 1956 e era baseada no sistema displasia/carcinoma in situ,
no qual a displasia leve estava situada em uma das extremidades e a displasia intensa e
carcinoma in situ estavam situados na outra extremidade. No final da década de 60, foi
proposto o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC) para referir-se a um espectro de
alteracdes intraepiteliais que se iniciariam com a displasia leve e iriam até carcinoma invasor.
Dessa forma, NIC | corresponde a displasia leve, NIC Il a displasia moderada e NIC Il a
displasia intensa e carcinoma in situ (Figura 9). Esse termo foi bem mais aceito e é usado
ainda hoje, pois engloba em um mesmo grupo dois termos diferentes (displasia intensa e
carcinoma in situ) que apresentam o mesmo processo patologico (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2010).

Quando a desordenacdo ocorre nas camadas mais basais do epitélio estratificado,
estamos diante de uma displasia leve ou neoplasia intra-epitelial cervical grau | (NIC 1). Cerca
de 60% das mulheres com NIC | véo apresentar regressdo espontanea, 30% podem apresentar
persisténcia da lesdo como tal, e das demais, menos de 10% irdo evoluir para NIC |11, sendo a
progressdo para o cancer invasor estimada em cerca de 1%. Se a desordenacdo avanca até 0s
trés quartos de espessura do epitélio, preservando as camadas mais superficiais, estamos
diante de uma displasia moderada ou NIC Il (INSTITUTO..., 2002).

Na NIC I1ll, o desarranjo é observado em todas as camadas. Esta desordenacdo das
camadas é acompanhada por alteracdes nas células que vdo desde nucleos mais corados até
figuras atipicas de divisdo celular. Quando as alteracGes celulares se tornam mais intensas e 0
grau de desarranjo é tal que as células invadem o tecido conjuntivo do colo do Utero abaixo do
epitélio, temos o carcinoma invasor. Para chegar ao cancer invasor, a lesdo ndo tem,
obrigatoriamente, que passar por todas estas etapas. As leses de alto grau sdo consideradas
como as verdadeiras precursoras do cancer e, se ndo tratadas, em boa proporcéo dos casos,

evoluirdo para o carcinoma invasor do colo do utero (INSTITUTO..., 2002).
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Figura 9: Evolucéo das neoplasias intraepiteliais cervicais até o cancer de colo do Utero.
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Fonte: Instituto Nacional do Céancer (2002)

De acordo com a reprodutibilidade clinica, com o risco de desenvolver cancer e com
necessidades diferentes de tratamento, uma nova forma de classificar essas lesdes foi
proposta: lesdo intraepitelial de baixo grau, que corresponde a NIC I, e lesdo intraepitelial de
alto grau, que engloba NIC Il e 11l (BASTOS, 2006; SUWANNARURK et al., 2009). Essa
classificacdo surgiu através das observagdes de que cerca de 60 a 85% das lesdes de NIC |
sofriam regressdo espontanea dependendo da idade do paciente, da competéncia imunoldgica,
de hébitos de fumar e do tipo causal do virus do papiloma humano (VPH ou HPV, do inglés
human papiloma virus), e apenas 1% dos NIC | progrediam para carcinoma escamoso
invasivo. Enquanto que a regressao espontanea nos casos de NIC Il e Il é bastante
improvavel, e se ndo tratada, o risco de progressdo para 0 cancer invasivo aumenta
substancialmente de 5% para 22%, tornando justificada a necessidade do diagnostico precoce
aliado ao tratamento imediato (KIETPEERAKOOL; SRISOMBOON, 2009).



40

O fato de o cancer cervical evoluir a partir das neoplasias intraepiteliais cervicais, faz
com que elas compartilhem os mesmos fatores de risco. O principal é a infeccdo pelo HPV,
no qual as evidéncias sdo suficientes para estabelecer uma relacdo causal entre infeccdo pelo
HPV e desenvolvimento da NIC (GIORGI ROSSI; GUGLIELMO, 2013). Porém sabe-se que
infecgBes por HPV por si s6 ndo séo suficientes para desenvolver NIC em imunocompetentes,
sendo necessario co-fatores, como o tabagismo, os efeitos hormonais dos contraceptivos orais,
gravidez, caréncias alimentares, a imunossupressao, inflamacGes crénicas, inicio precoce da
vida sexual, aborto e condi¢des sdcio-econdmicas (INSTITUTO..., 2011).

N&o existem sinais e sintomas caracteristicos de NIC. A NIC é uma leséo inicial e
assintomaética, que pode evoluir para o cancer cervical e somente ai serd sintomatica. Dai a
importancia da colpocitologia oncética como método de rastreamento dessas lesbes, para que
seja feito o tratamento mais precocemente possivel a fim de evitar a evolucdo para o
carcinoma invasivo (BASTOS, 2006). Como o NIC | costuma regredir espontaneamente, ele é
apenas acompanhado a cada quatro meses durante um ano, persistindo a lesdo € que se
procede para a sua remoc¢do da lesdo, porém, em casos de NIC Il e Ill, as quais costumam
progredir para o cancer cervical, deve-se retirar cirurgicamente a lesdo (BASTQOS, 2006).

A colpocitologia oncética realmente é capaz de diminuir bastante 0s novos casos de
cancer de colo de Gtero, porém apresenta uma sensibilidade baixa, de 50 a 60%, necessitando
de repeticOes periddicas, 0 que aumenta substancialmente os custos e pode aumentar também
os falsos-positivos. Dessa forma € importante a busca de novos diagnosticos complementares
e mais sensiveis (LORINCZ, 2003).

3.3 Cancer de colo de Utero: Carcinoma invasivo de células escamosas

O céancer do colo do utero € o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres
(GIORGI ROSSI; GUGLIELMO, 2013) com 500 mil casos novos por ano e morte de,
aproximadamente, 230 mil mulheres por ano no mundo. Sua incidéncia é cerca de duas vezes
maior em paises menos desenvolvidos, do que nos mais desenvolvidos (AMERICAN...,
2012). Entretanto, a incidéncia e a mortalidade de cancer cervical tém diminuido, em parte
pelo diagnostico precoce e tratamento de lesGes precursoras do cancer cervical
(INSTITUTO..., 2002).

No Brasil, é 0 segundo tumor mais frequente na populacdo feminina, atras apenas do
cancer de mama, e a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil. Por ano, faz

4.800 vitimas fatais e apresenta 18.430 novos casos. A prova de que 0 pais avangou na sua
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capacidade de realizar diagnéstico precoce é que na década de 1990, 70% dos casos
diagnosticados eram da doenca invasiva, ou seja, 0 estdgio mais agressivo da doenca e
atualmente, 44% dos casos sdo de lesdo precursora do cancer. Mulheres diagnosticadas
precocemente, se tratadas adequadamente, tém praticamente 100% de chance de cura
(INSTITUTO..., 2011). O céncer do colo do utero é raro em mulheres até 30 anos e sua
incidéncia aumenta progressivamente até ter seu pico na faixa de 45 a 50 anos
(INSTITUTO..., 2011).

O céancer do colo do utero € caracterizado pela replicacdo desordenada do epitélio de
revestimento do 6rgdo, comprometendo o tecido subjacente (estroma) e podendo invadir
estruturas e Orgdos contiguos ou a distancia. Ha duas principais categorias de carcinomas
invasores do colo do Utero, dependendo da origem do epitélio comprometido: o carcinoma
escamoso ou de células escamosas, que é o tipo mais incidente e acomete o epitélio escamoso
(representa cerca de 90% dos casos de cancer de colo de Utero), e o adenocarcinoma, tipo
mais raro e que acomete o epitélio glandular (Bastos, 2006; INSTITUTO..., 2011). E uma
doenca de desenvolvimento lento e silencioso, que pode cursar sem sintomas em fase inicial e
evoluir para quadros de sangramento vaginal intermitente ou apds a relacdo sexual e dor
abdominal associada com queixas urinarias ou intestinais nos casos mais avangados
(INSTITUTO..., 2011).

Atualmente, a teoria mais aceita para a explicacdo do aparecimento do cancer do colo
do dtero repousa na transmissdo sexual. Desde 1992, a WHO (2010) considera que a
persisténcia da infeccdo pelo HPV, especialmente o HPV-16 e o HPV-18, representa o
principal fator de risco para o desenvolvimento da doenca (WORLD..., 2010). Sabe-se
também que esse tipo de infeccdo é essencial, mas ndo suficiente para a evolugdo do cancer,
pois as anormalidades morfoldgicas celulares (coilécitos) provocadas pelo efeito citopatico do
virus, podem ou ndo estar presentes no cancer cervical (INSTITUTO..., 2002).

Além de aspectos relacionados a propria infeccdo do HPV (subtipo e carga viral,
infeccdo Unica ou multipla), outros fatores ligados a imunidade, a genética e ao
comportamento sexual parecem influenciar os mecanismos ainda incertos que determinam a
regressdo ou a persisténcia da infeccdo e também a progressdo para lesbes precursoras ou
cancer. S&o considerados fatores de risco de cancer do colo do utero a multiplicidade de
parceiros e a histéria de infecgbes sexualmente transmitidas (da mulher e de seu parceiro); a
idade precoce na primeira relacdo sexual e a multiparidade. Além desses fatores, estudos
epidemioldgicos sugerem outros, cujo papel ainda nédo € conclusivo, tais como tabagismo e o
uso de anticoncepcionais (INSTITUTO..., 2002).
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Na maioria das vezes a infeccdo cervical pelo HPV ¢é transitéria e regride
espontaneamente, entre seis meses a dois anos apos a exposicdo (INSTITUO..., 2011). No
numero de casos nos quais a infeccdo persiste pode ocorrer o desenvolvimento das lesdes
precursoras cuja identificacdo e tratamento adequados possibilitam a prevencdo da progressao
para o cancer cervical invasivo (WORLD..., 2010).

O carcinoma de células escamosas se origina, normalmente, na JEC, uma é&rea de
instabilidade celular, a partir de uma lesdo precursora nao tratada, a NIC. Em suas fases
precursoras, fica localizado na propria espessura do colo, porém, quando se torna invasivo,
tende a acometer vasos linfaticos e a partir desses disseminar-se, podendo atingir 0s
paramétrios, os linfonodos pélvicos, as paredes vaginais e, em fases mais adiantadas, 6rgaos
vizinhos, ou até mesmo Orgaos distantes, podem ser comprometidos (BASTOS, 2006). O
estadiamento do carcinoma do colo do Utero segundo a Fundacdo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (FIGO) esta apresentado na Tabela 3 (BENEDET et al., 2000) .

Tabela 3: Estadiamento do carcinoma do colo do Utero de acordo com a FIGO.

Carcinoma in situ (NIC 111).

O carcinoma estende-se para além do colo do Utero, mas ndo atinge a
Estadio Il parede pélvica. O carcinoma invade a vagina, com excecéo de seu tergo
inferior.

O carcinoma ja se estendeu para além da pelve ou ja atingiu a mucosa da
Estadio IV bexiga e do reto. Esse estadgio engloba aqueles com disseminacéo
metastatica.

Fonte: Adaptada de Benedet e colaboradores (2000)

De acordo com a WHO (2010), as estratégias para a deteccao precoce desse carcinoma
sdo o diagnostico precoce (abordagem de pessoas com sinais e/ou sintomas da doenca) e o
rastreamento (aplicacdo de um teste ou exame numa populagédo assintomatica, aparentemente
saudavel, com objetivo de identificar lesdes sugestivas de cancer e encaminha-la para
investigacdo e tratamento) (WORLD..., 2010). O método principal e mais amplamente
utilizado para rastreamento do céncer do colo do Utero é o teste de Papanicolaou (exame
citopatoldgico do colo do Utero), que deve ser oferecido as mulheres na faixa etaria de 25 a 64
anos e que ja tiveram atividade sexual (INSTITUTO..., 2011). Segundo a WHO (2010), com
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uma cobertura da populacdo-alvo de, no minimo, 80% e a garantia de diagndstico e
tratamento adequados dos casos alterados, € possivel reduzir, em média, de 60 a 90% a
incidéncia do cancer cervical invasivo (WORLD..., 2010).

Microscopicamente, o carcinoma de células escamosas, na maioria dos casos, € do tipo
bem diferenciado, em que as células sdo grandes, com nucleo vesiculoso, nucléolo evidente e
mostram queratinizacdo individual ou formam pérolas cdrneas. Quando ndo formam pérolas
corneas, apresentam as mesmas caracteristicas do bem diferenciado, ele € chamado de
moderadamente diferenciado. Outro tipo, de pouca ocorréncia, € o carcinoma escamoso mal
diferenciado de células pequenas e, o mais incomum, carcinoma indiferenciado de células
pequenas. Esses dois ultimos possuem um prognostico muito ruim em decorréncia da
propagacdo precoce pelos vasos linfaticos e da disseminacéao sisttmica (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2010).

Entre os tratamentos mais comuns para o cancer do colo do Utero estdo a cirurgia e a
radioterapia. O tipo de tratamento dependera do estadiamento da doenga, tamanho do tumor e

fatores pessoais, como idade e desejo de preservacao da fertilidade (INSTITUTO..., 2011).

4 Glicbmica

Em paralelo com abordagens da genbmica, protedmica e lipiddmica, 0s
glicobiologistas inseriram o termo glicomica (do inglés: “glycomics™) para referir-se aos
estudos do perfil do glicoma, o qual descreve o repertorio completo de glicanos e
glicoconjugados que as células produzem sob condicGes especificas de tempo, espaco e meio
ambiente (BERTOZZI et al., 2009; GUPTA, SUROLIA, 2012). A glicbmica procura entender
como os glicanos participam de quase todos 0s processos bioldgicos, desde uma sinalizagdo
intracelular até o crescimento de um tumor (BERTOZZI et al., 2009).

O impedimento primario no estudo do glicoma é sua complexidade, pois ao contrario
das proteinas e acidos nucléicos, os glicanos ndo sdo codificados pelo genoma (GUPTA,
SUROLIA, 2012; TURNBULL; FIELD, 2007). Eles sdo ligados a proteinas ou lipideos por
reacOes de modificagcdo pos-traducional que sdo governadas por glicosiltransferases altamente
especificas (GUPTA, SUROLIA, 2012). Ha& mais que 20 tipos de modificacbes pos-
traducionais de proteinas na célula eucariotica, dentre 0os mais comuns estdo a glicosilacéo,
ubiquitilacdo, fosforilagdo, metilacdo e acetilagdo (JIA; YANTING; YANMEI, 2006). O
processo de glicosilagdo, que envolve um sistema firmemente regulado de enzimas e

transportadores, € um das mais comuns modifica¢fes co- ou pos-traducionais que produz um
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sistema abundante, diversificado e altamente regulado de glicanos celulares que sao
freqlientemente ligados a proteinas e lipideos (MARKIV; RAMBARUTH; DWEK, 2012).

As glicoproteinas participam de muitos processos bioldgicos importantes, tais como
reconhecimento molecular, sinalizacdo inter e intracelulares, defesa imune, inflamacdo,
processos de divisdo e adesdo celular, infeccGes parasitarias e progressdao do cancer
(ADAMCZYK; THARMALINGAM; RUDD, 2012; OHTSUBO; MARTH, 2006). Quase
todos os tipos de células malignas e muitas células de tecidos doentes demonstram alteracdes
no seu padrdo de glicosilacdo, quando comparadas com as suas contrapartes normais
(GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). As alteracfes nos padrdes de glicosilacdo
sdo frequentemente um resultado de atividades alteradas das glicosiltransferases e
glicosidases como é evidente na exibicdo especifica e preferencial de glicoconjugados em
certas celulas cancerosas (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). Algumas células
cancerosas utilizam cadeias de carboidratos para escapar do reconhecimento imunoldgico e
poderem migrar através do corpo (NANGIA-MAKKER et al., 2002). Consequientemente ha
uma continua necessidade em analisar os padrdes de glicosilacdo de glicoproteinas produzidas
por sistemas de expressdo diferentes (GEYER; GEYER, 2006).

Pan e colaboradores (2011) discutiram que as glicoproteinas sdo alvos importantes na
busca de biomarcadores por algumas razGes: 1) mais que 50% das proteinas secretadas séo
glicoproteinas, as quais aparecem dentro de células, em membranas celulares e nas matrizes
extracelulares criando pontos de contato das interacdes celulares; 2) a glicosilacdo alterada
nos tecidos e soro de pacientes com doencas tem sido implicada na patogénese; 3) as
alteragBes na glicosilagdo ocorre em muitas proteinas, incluindo as proteinas abundantes,
aumentando assim a probabilidade de deteccdo precoce; 4) a forma glicosilada de uma
proteina particular é geralmente estavel para um determinado tipo celular e estado
fisiolégico, e 5) como uma das funcGes importantes dos glicanos é nas interacbes célula-
célula e consequentemente no controle das fungdes celulares, alteracbes na glicosilacdo de
proteinas pode ser alvos de diagndstico de uma doenca (PAN et al., 2011). As glicoproteinas
podem ser vistas nas doencas com sitios hipoglicosilados, hiperglicosilados ou novos locais
glicosilados e / ou cadeias de glicanos alteradas (CHOI; HILL, 2012; PAN et al., 2011).

As investigacOes de glicosilacédo alterada sdo necessarias e podem ajudar os cientistas
a compreender 0s mecanismos da carcinogénse e sua progressdo, identificar novos
marcadores e fornecer uma base para o diagnostico precoce e tratamento (ADAMCZYK;
THARMALINGAM; RUDD, 2012; LI et al., 2011). Assim, a fim de desvendar o

glicocddigo, uma diversidade de tecnologias e estratégias estdo entrando em cena (Figura 10)
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e a glicémica funcional mostra seu potencial ao lado dos outros dominios de dmicas ja
estabelecidos (TURNBULL; FIELD, 2007; GEMEINER et al., 2009).

Figura 10 - Tecnologias emergentes para desvendar o glicocddigo.
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Fonte: Adaptada de Turnbull e Field (2007)

5 Lectinbmica

5.1 Breve Historico

O marco inicial para os estudos das lectinas foi em 1888, quando Stillmark durante
seus estudos observou que extratos de sementes de mamona, Ricinus communis, tinham a
capacidade de aglutinar eritrdcitos. Subsequentemente, Helin (1889) demonstrou a presenca
de uma hemaglutinina téxica em extratos de semente de jequiriti, Abrus precatorius
(SHARON, 1998). Com essas descobertas intensificaram-se as pesquisas em sorologia e
imunologia em relacdo as propriedades hemaglutinantes dessas lectinas. Nesse tempo Erlich
conseguiu estabelecer alguns dos conceitos fundamentais da imunologia (SHARON; LIS,
2004).
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Duas grandes descobertas ocorridas no inicio dos anos 60 foram fundamentais, para
colocar as lectinas em evidéncia. A primeira delas foi & observagdo por Nowel (1960) de que
a lectina de sementes de Phaseolus vulgaris (PHA) estimulava a divisdo de linfocitos
(NOWEL, 1960). A segunda foi realizada por Aub e colaboradores, em 1963, quando eles
observaram que a lectina do germe do trigo (WGA), aglutinava preferencialmente células
malignas (AUB et al., 1963; NASCIMENTO et al., 2012). Esta descoberta foi observada por
outros pesquisadores com outras lectinas e, tais investigacdes sugeriram que mudangas nas
superficies celulares estavam associadas ao desenvolvimento do cancer (SHARON; LIS,
2004).

Em 1981, Debray e seus colaboradores fazendo um levantamento em estudos com
lectinas afirmaram que elas vinham sendo purificadas, tanto de animais quanto de plantas.
Continuando as descobertas, Gabius e colaboradores introduziram, em 1987, o estudo de
neoglicoconjugados para diagnésticos de tumores, aumentando o espectro de utilizagdo dessas
proteinas no campo cientifico (SHARON; LIS, 2004).

Assim, continuam ampliando-se as pesquisas e aplicacBes das lectinas nas mais
diversas areas do conhecimento como, por exemplo, na bioquimica e patologia (LAM; NG,
2011).

5.2 Definicéo, distribuicéo e funcéo

Em 1954, Boyd e Shapleigh propuseram o termo lectina, a partir da palavra em latim
legere (que significa "selecionar") (TEXEIRA et al., 2012). Posteriormente, vérias defini¢des
e descricdes foram propostas para lectinas. Atualmente, sdo aceitas como lectinas, as
proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunolégica, de distribui¢do ubiqua e que tém pelo
menos um dominio ndo catalitico que exibe ligacdo reversivel a monossacarideos ou
oligossacarideos especificos sem alterar as propriedades dos carboidratos (LAM; NG, 2011).

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em bactérias,
virus, plantas, animais e humanos (KUMAR et al., 2012). Nas plantas, sdo principalmente
encontradas nas sementes e, em menor extensdo, em outros tecidos, tais como folhas, cascas,
frutos, raizes, bulbos e tubérculos (LAM; NG, 2011; NASCIMENTO et al., 2012).

Em poucos anos, centenas de lectinas de plantas foram purificadas e
caracterizadas em detalhe quanto as suas propriedades bioquimicas, especificidades de ligagdo
a carboidratos e funcbes bioldgicas (NASCIMENTO et al.,, 2012). As lectinas mais

investigadas foram extraidas de membros da familia Leguminosae. Lectinas de leguminosas
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sd0 um grande grupo de proteinas que compartilham um elevado grau de semelhanca
estrutural com especificidades a carboidratos distintas. A subtribo Diocleinae (Leguminosae)
compreende 13 géneros, mas, apenas trés destes géneros (ou seja, Canavalia, Cratylia e
Dioclea) sdo consideradas as principais fontes para a purificacdo de proteinas (TEXEIRA et
al., 2012).

Devido a sua grande diversidade estrutural, especificidade sacaridica e ocorréncia, ndo
se justifica esperar por uma funcdo comum para todas as lectinas de plantas. Mesmo uma
lectina particular pode assumir diferentes funcGes dependendo de onde e quando é expressa
(KUMAR et al., 2012). Texeira e colaboradores (2012) afirmam que, no que diz respeito as
atividades bioldgicas, as lectinas de leguminosas sdo enigmaticas (TEXEIRA et al., 2012).

Algumas das funcdes ja propostas relacionam as lectinas como participantes da
protecdo das plantas contra microrganismos e insetos fitopatogénicos como também contra
animais predadores (SHARON; LIS, 2004) além de servirem como mediadoras da simbiose
entre as plantas e bactérias fixadoras de nitrogénio (SHARON; LIS, 2004). O papel das
lectinas nos fungos envolve a biossintese da parede celular e diferenciacdo do micélio, a
adesdo de esporos de espécies patogénicas a insetos e ainda podem atuar como proteinas de
estoque e apresentar atividade pesticida (TRIGUEROS et al., 2003).

As lectinas encontradas em tecidos animais parecem estar envolvidas com o
mecanismo de endocitose e translocagdo intracelular de glicoproteinas (SMETANA; ANDRE
2008), no sistema imune de aves e mamiferos (LU et al., 2002; LU, 2005; RABINOVICH,;
TOSCANO 2009) e como moduladoras da progressao tumoral (RADOSAVLIEVIC, 2012).
A lectina ligadora de manose (MBL), proteina sangiinea calcio-dependente produzida pelo
figado, tem importancia na resposta imunoldgica inata por mediar a opsonizacdo e a
fagocitose de microrganismos como virus e bactérias em humanos (JACK; TURNER, 2003;
KILPATRICK, 2002; THIEL; FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006).

5.3 Purificacdo e Caracterizacao

As lectinas podem ser purificadas por uma combinacdo de diferentes técnicas de
purificacdo. A fim de produzir uma grande quantidade de lectinas, o primeiro critério na
purficacdo é um conteudo elevado de lectina no material de partida (ou seja, na fonte) e o
segundo criterio é a utilizacdo de um protocolo de purificacdo simples (LAM;NG, 2011). Vale
salientar que, atualmente, lectinas recombinantes estdo sendo  sintetizadas,

apesar do alto custo e baixo rendimento. Entretanto, de acordo com o levantamento
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bibliografico, a producdo de lectinas continua, na maioria dos casos, dependente do
isolamento cromatogréfico de fontes vegetais (LAM; NG, 2011).

No inicio do processo de purificacdo, primeiro seleciona-se a fonte de extracéo.
Depois, procede-se primeiramente, a producdo do extrato com solucdo aquosa salina ou
tampdo (HUGHES; STOCK, 2012). Os extratos com atividade hemaglutinante s&o
submetidos a purificacdo parcial por fracionamento salino em diferentes concentraces e
dialise. Apos purificacdo parcial séo realizadas as cromatografias que aumentam a pureza e a
selecdo da proteina de interesse. A maioria das lectinas é purificada por cromatografia de
afinidade, técnica que se baseia na capacidade das mesmas em se ligarem especifica e
reversivelmente a carboidratos. Entretanto, outras cromatografias também sdo muito
utilizadas, tais como: cromatografia de filtracdo em gel, cromatografia de troca ibnica e
interacdo hidrofébica (NASCIMENTO et al., 2012).

Em adicdo a cromatografia, os métodos eletroforéticos sdo utilizados na caracterizagdo
estrutural de proteinas, assim como para avaliar o grau de pureza, onde as proteinas sdo
separadas de acordo com sua migracdo em um gel, quando um campo elétrico é aplicado.

Cada etapa da purificacdo das lectinas € monitorada pela atividade hemaglutinante.
Ensaios de hemaglutinagdo com eritrocitos de animais e/ou humanos detectam a presenca de
lectinas em uma amostra (Figura 11A). A hemaglutinacdo ocorre quando ha a formacdo de
uma rede ou malha pela interacéo entre as proteinas e os carboidratos presentes na membrana
dos eritrécitos (XIONG et al., 2006). A especificidade na ligacdo carboidrato-lectinas tem
sido estudada pela inibi¢cdo convencional da hemaglutinacdo (Figura 11B) usando varios
acucares e derivados ou glicoproteinas como inibidores (WANG; NG, 2006; XIONG et al.,
2006).
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Figura 11: Esquema ilustrativo de um ensaio de hemaglutinacdo (A) e de sua inibicdo (B).
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5.4 AplicacOes

Devido a sua habilidade em ligar-se a carboidratos de forma altamente especifica e
geralmente reversivel e sem alterar a estrutura dos ligantes reconhecidos, as lectinas tém se
destacado como importantes ferramentas em pesquisas englobando diversas areas da ciéncia,
em especial, Bioquimica, Biologia Celular e Molecular, Imunologia, Farmacologia, Medicina
e Andlises Clinicas.

As lectinas sdo sugeridas como um dos agentes promissores contra pragas de insetos e
atuaram com sucesso em uma variedade de culturas, incluindo trigo, arroz, tabaco e batatas
(LAM;NG, 2011). Ha aquelas com atividades antimicrobianas podendo ser Uteis em
aplicacdes terapéuticas e na microbiologia clinica (BRUSTEIN et al., 2012; GOMES et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2008).
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Estudos tém empregado lectinas na pesquisa de biomarcadores, como potenciais
marcadoras dos estados de doengca como cancer (HAAB, 2012), como anticarcinogénicas
através da atividade anti-proliferativa (FAHEINA-MARTINS et al., 2012) ou induzindo
apoptose e autofagia (DEEPAA et al., 2012; LIU; BIAN; BAO, 2010; NUNES et al., 2012; ).
Essas biomoléculas sdo usadas também como mediadoras de drogas em sistemas de
direcionamento para alvos especificos (GADHAWALA et al., 2012; JUBELI et al., 2012;
SWAIN et al., 2012) e alguns ensaios pré-clinicos ja avancaram colocando as lectinas como
potenciais drogas anti-neoplasicas (L1U; BIAN; BAO, 2010).

As lectinas sdo potenciais farmacos no tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), pois varias investigaches apontam que as lectinas tém diferentes
mecanismos anti-HIV (sigla em inglés do virus da imunodeficiéncia humana), tais como
inativacdo do virus, supressdo na producao do antigeno viral ou blogueio de sua entrada na
célula (KOHARUDIN; GRONENBORN, 2013; LAM; NG, 2011; LI et al., 2008).

Sonawane e colaboradores (2007) ao estudarem a colera observaram que a conjugagéo
de inibidores de canais cloridricos reguladores de condutancia transmembrana com lectinas é
potente em reduzir a secrecao de fluidos intestinais nessa doenca (SONAWANE et al., 2007).

No geral, as lectinas séo rotineiramente utilizadas em laboratorios académicos para
caracterizacdo das estruturas de carboidratos, para a purificacdo de glicoproteinas e para
ligagdo a epitopos especificos da superficie celular (ARNAUD; AUDFRAY; IMBERTY,
2013). Lectinas imobilizadas em diferentes suportes tém sido utilizadas para separacdo e
purificacdo por afinidade de glicoconjugados (FANAYAN et al., 20012; LEE et al., 2012;
SILVA et al., 2011). Como essas biomoléculas podem explorar superficies celulares, ligando-
se a porcdo carboidrato dos glicoconjugados que se projetam na célula, elas tém sido
utilizadas também, em histoquimica, para detectar alteracbes na composicdo desses
carboidratos que acompanham processos de desenvolvimento, diferenciacdo e transformacao
neoplésica (BROOKS; HALL, 2012; LEAL et al., 2012; SOBRAL et al.,2010).

Como consideramos acima, as lectinas sdo objeto de investigacdes intensas e a medida
gue mais lectinas sdo isoladas, mais estudos sdo conduzidos pelas suas atividades bioldgicas e
mecanismos de acdo. Assim, conforme a produgdo de lectinas é melhorada, novas

aplicacdes biotecnoldgicas podem ser encontradas (LAM; NG, 2011).
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5.4.1 Histoquimica com lectinas

As técnicas histoquimicas que foram introduzidas no comeco do século 20 sdo ainda
comumente usadas (WICK, 2012). Os maiores avan¢os em histoquimica advieram justamente
com a descoberta das lectinas promovendo um enorme impacto na biologia e histopatologia
celular. Por muitos anos, as lectinas foram usadas para isolar e purificar glicoproteinas e
determinar a posi¢do dos glicoconjugados nas células. As fungdes celulares dos carboidratos
unidos as proteinas foram relatadas e observou-se que eram afetadas pela glicosilacdo e
subseqliente modificacdo por rearranjos ou adi¢cdo de agUcares em processos patoldgicos
(YAMAMOTOA et al., 2005). A histoquimica com lectinas surge para decifrar essas
alteracdes nas cadeias de carboidratos de glicoconjugados celulares (SHARON, 2007).

A interacdo das lectinas com seus locais de ligacdo nas superficies celulares ou em
seccOes de células e tecidos pode ser visualizada utilizando marcadores diferentes, da mesma
maneira que os anticorpos podem ser utilizados para detectar antigenos em células ou tecidos
usando imunocitoquimica (BROOKS; HALL, 2012). Na histoguimica com lectinas,
peroxidase de rabanete e ouro coloidal sdo marcadores adequados tanto para microscopia de
luz quanto eletronica (BROOKS; HALL, 2012; ROTH, 2011) (Figura 12). A fim de
demonstrar a especificidade de ligacdo da lectina aos tecidos, algumas condi¢Ges devem ser
testadas, como, por exemplo, omissdo do passo de incubacdo da lectina e/ou pré-incubacgdo da
lectina com concentracdes milimolares de mono/dissacarideos ou glicoproteinas como
inibidores (ROTH, 2011).

Importantes variacbes na composicdo de agucares de glicoconjugados podem ocorrer
em estados de doenca como cancer e inflamacdo. Conseqlientemente € importante
compreender as bases moleculares para a interacdo destes glicanos com as lectinas, para o
desenvolvimento de agentes para diagnostico clinico e terapéutico das doencas (AMBROSI;
CAMERON; DAVIS, 2005; PARK et al., 2008).

Os primeiros estudos de canceres empregando histoquimica com lectinas foram
realizados por Klein e colaboradores (1981). Como as lectinas podem distinguir alteracfes
sutis na glicosilacdo celular, elas sdo Uteis em explorar as mudangas de glicosilacdo que
atendem tanto a transformacdo para malignidade quanto a progressdao tumoral (BROOKS;
HALL, 2012; KUMAR et al., 2012). Os estudos histoquimicos e/ou imunohistoquimicos séo
particularmente Uteis para demonstrar a arquitetura estromal de um tumor, por ressaltar
estruturas da matriz extracelular e freqientemente a dimensdo da extensdo tumoral (KUMAR

et al., 2012). Desta forma, varios estudos tém colocado as lectinas como ferramentas
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diagndsticas relevantes na diferenciacdo histoquimica para glicoconjugados de superficie e
intracelulares de células transformadas (INDRAMANEE et al., 2012; KOROURIAN et al.,
2008; LIMA et al., 2010; THOM et al., 2007; SCHNEGELSBERG, B.; SCHUMACHER, U.;

VALENTINER, U., 2011).

Figura 12: Histoquimica com lectinas conjugadas a peroxidase
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E na perspectiva a longo-prazo de projetar ligantes seletivos de alta afinidade, como
lectinas, que a citoquimica e a histoquimica visam uma contribuicdo na relacdo estrutura-
funcdo ao nivel celular, tecidual, orgénico e sistémico de organismos (KUMAR et al., 2012).
A histoquimica com lectinas a partir da sua seletividade a glicosilacdo tipo-célula promove
um reconhecimento especifico de glicanos por seus receptores (lectinas), que traduzem a
fisiopatologia celular através da decodificacdo dos glicanos (KALTNER et al., 2012).
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5.4.2 Cromatografia de Afinidade com Lectinas Imobilizadas

A cromatografia de afinidade é um tipo de cromatografia liquida, que faz uso de
interacbes biologicas entre duas moléculas para separacdo e analise especifica de
componentes da amostra; € uma técnica utilizada para purificar os compostos, tais como
glicoproteinas, que tém a capacidade ligar de uma forma ndo covalente e reversivel moléculas
especificas (HAGE, 2012). No desenvolvimento de um sistema de cromatografia de
afinidade, varios fatores sdo considerados importantes, tais como a escolha do ligante de
afinidade, o material de suporte, o0 método de imobilizacdo e as condi¢cBes de eluicdo
(COELHO et al., 2012; HAGE, 2012).

Esse tipo de cromatografia pode ser usada com diferentes objetivos finais. Se o
objetivo é uma purificacdo rapida de uma macromolécula com um rendimento alto, é
necessario estabelecer as melhores condi¢cdes para uma bioseletividade alta do sistema; o
pesquisador deve estar preparado para ajustar as condi¢cdes cromatograficas e para contornar
possivel auséncia de bioseletividade ou rendimentos baixos. Se o objetivo é primeiro
demonstrar uma bioseletividade para posterior purificacdo, a escolha do adsorvente
bioseletivo é dependente da interacdo fisiologica entre o componente bioseletivo e a
macromolécula a ser purificada. Neste caso, o pesquisador deve gastar muito tempo para
estabelecer a bioseletividade antes de iniciar os experimentos de purificagdo (COELHO et al.,
2012).

Um bom suporte para cromatografia de afinidade deve ser quimicamente inerte ou ter
minima interacdo com outras moléculas, possuir elevada porosidade e grande nimero de
grupos funcionais capazes de formar ligagdes covalentes com a molécula a ser imobilizada
(COELHO et al., 2012). Uma variedade de suportes com ligantes imobilizados através de
diferentes grupos funcionais sdo comercialmente disponivel (URH; SIMPSON; ZHAO,
2009). A molécula ligante a ser utilizada deve conter um grupo capaz de ser quimicamente
modificado, frequentemente um grupo amino, o qual permitira a ligagdo com o matriz sem
destruir a sua capacidade de se ligar a molécula de interesse (COELHO et al., 2012).

Muitas proteinas tém a capacidade de se ligar fortemente (mas ndo covalentemente) a
moléculas especificas e, portanto, podem ser purificada por cromatografia de afinidade. Os
passos de uma afinidade cromatografia para o isolamento de uma proteina sdo os seguintes: 1)
O suporte de afinidade deve ser equilibrado com um tamp&o de ligagéo, para obter as
condicBes adequadas para a interacdo entre proteina e a molécula imobilizada; 2) Quando uma

solugdo impura (extrato bruto ou uma preparacdo parcialmente purificada) passa através do



54

suporte de afinidade, a proteina de interesse interage com o ligante (adsor¢do) e 0s outros
contaminantes (proteinas ou outras moléculas) s&o lavadas a partir da coluna com o tampéo de
ligacdo; 3) A molécula desejada pode ser eluida alterando as condic¢des de pH, forca idnica ou
ou com uma solucdo contendo uma elevada concentracao de ligante livre que competira pelos
sitios de ligac&o da proteina (COELHO et al., 2012; MISLOVICOVA et al., 2009; MONZO;
BONN; GUTTMAN, 2007).

A cromatografia de afinidade é uma ferramenta Gtil em estudos protedmicos, este
método tem papel essencial no isolamente de complexos de proteinas e na identificacdo das
redes de interacdo proteina-proteina.

Vérias aplicagdes biotecnologicas tem sido desenvolvidas para as lectinas e uma muito
importante € sua imobilizacdo em um suporte para separacdo de glicoproteinas ou
proteoglicanos que contenham grupos de carboidratos especificos de uma preparacdo bruta,
como em amostras bioldgicas complexas (soro, plasma, tecido, entre outras) atraves da
cromatografia de afinidade (MONZO, A.; BONN, G. K.; GUTTMAN, A., 2007; PAN et al.,
2011). A eluicdo do material adsorvido normalmente é realizada com uma solucéo contendo
um glicosideo competitivo em pH neutro com efeitos deletérios minimos para a glicoproteina
(COELHO et al., 2012).

Lectinas com especificidades a carboidratos diferentes, imobilizadas em Sepharose,
tém sido aplicadas com uma ferramenta analitica para avaliar e comparar os residuos de
carboidratos (COELHO et al., 2012). Muitos estudos de glicosilacdo de proteinas de soro em
processos patoldgicos, como o cancer, tém-se utilizado da purificacdo de glicoconjugados
com lectinas (PLAVINA et al., 2007; TURNER, 1992). Con-A, WGA e jacalina sdéo muitas
vezes utilizadas em conjunto para atingir uma forma mais extensa de caracterizacdo
glicoprotedmica (KULLOLLI; HANCOCK; HINCAPIE, 2008; WANG; WU; HANCOCK,
2006).

Heo e colaboradores (2007) isolaram glicoproteinas do soro de trés individuos sadios e
trés pacientes com cancer de pulmdo por cromatografias de afinidade por multilectinas e
posterior caracterizacdo por espectrometria de massas e sugeriram uma kalicreina como
candidata potencial a biomarcador soroldgico desse cancer (HEO et al., 2007) . Ha também
estudos para isolamento de glicoproteinas e analises de alteracdo de glicosilagdo para o cancer
de mama (ZENG et al., 2011), cancer de coloretal (YAO et al., 2012) e cancer de préstata ao
analisar alteragbes de glicosilacdo do PSA (VERMASSEN et al., 2012).

Como muitos marcadores clinicos sdo glicoproteinas e estudos glicoprotebmicos

utilizam técnicas de afinidade de lectina, esta técnica continuara ser de interesse para muitas
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pesquisas cientificas intencionadas em determinar a estrutura de biomarcadores especificos da
doenca ou descobrir novos biomarcadores.

5.5 Lectinas de Cratylia mollis

Cratylia mollis (feijdio camaratu) é uma leguminosa nativa da Regido Semi-Arida de
Pernambuco; a planta (Figura 13A) pertence a familia Fabaceae, grupo Phaseoleae, subgrupo
Dioclinae, que contém o género Canavalia ao qual pertence a Con-A, lectina mais utilizada
como padréo internacional em estudos com lectinas e botanicamente relacionada com a
Cratylia (CORREIA; COELHO, 1995).

As sementes de C. mollis (Figura 13B) tém sido consideradas fontes importantes de
lectinas (Cramoll), fornecendo maultiplas formas moleculares com especificidades diferentes
para carboidratos (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll-3, Cramoll 4, além de uma preparacdo que
contém as isoformas Cramoll 1 e Cramoll 4, a Cramoll-1,4, similar a Con-A) (PAIVA,
COELHO, 1992; CORREIA; COELHO, 1995). Ha trés formas moleculares mais estudadas, a
Cramoll 1 (Figura 13C) e a Cramoll-1,4, que reconhecem glicose/manose e a Cramoll-3 que é
galactose especifica. Estas isolectinas migram diferentemente em gel de eletroforese de
poliacrilamida para proteinas nativas, mas aglutinam eritrocitos similarmente (SANTOS;
PEIXOTO; COELHO, 2004).

Figura 13: Caracteristicas de Cratylia mollis. Planta do feijdo de camaratu (A), sementes de Cratylia
mollis (B) e estrutura cristalografica do mondémero de Cramoll 1 (C).

Vale salientar que, Cramoll 1 e Con-A, embora sejam taxonomicamente relacionadas e
tenham a mesma especificidade monossacaridica, tém perfis de ligagdo a glicoproteinas
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diferentes (BELTRAO et al., 1998; LIMA et al., 1997; SOUZA et al., 2003). Souza e
colaboradores (2003) reportaram que Cramoll 1 consiste de 236 residuos, com 82% de
homologia com a Con-A e que possuem sitios de ligacédo idénticos com interacdes tipo pontes
de hidrogénio idénticas entre a proteina e metil-a-D-manosideo. Entretanto, observaram seis
substituicdes num encaixe adjacente ao sitio de ligacdo a glicanos e dois no proprio sitio que
podem explicar as diferencas de ligacdo a oligossacarideos e glicoproteinas entre Cramoll 1 e
Con-A.

As lectinas de sementes de C. mollis vém sendo estudadas nas mais diversas areas da
biotecnologia. H& experimentos envolvendo isolamento de inibidores de tripsina (Paiva et al.,
2003), de glicoproteinas do plasma (LIMA et al., 1997) e da soja (SILVA et al., 2011); como
marcadoras de superficie celular de tecido mamério e cerebral (BELTRAO et al., 1998,
2003); na inducdo de resposta mitogénica e producdo de citocinas (DE MELO et al., 2011);
como biosensores na identificagdo de diferentes sorotipos da dengue (OLIVEIRA et al.,
2011); na atividade antitumoral quando encapsulada em lipossomas (ANDRADE et al.,
2004); como indutoras de morte de epimastigotas de Trypanossoma Cruzi por necrose
(FERNANDES et al., 2010), com potencial anti-hemintico contra Schistosoma mansoni
(MELO et al., 2011a) e também estdo envolvidas na cicatrizacdo de feridas cutaneas
experimentais (MELO et al., 2011b).
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OBJETIVOS

1 Geral

Investigar a capacidade das lectinas isoladas das sementes de Cratylia mollis em interagir

com o glicocodigo tecidual e sérico de pacientes com patologias prostaticas e de colo uterino.

2 Especificos

- Purificar Cramoll-1,4 e Cramoll-3;

- Conjugar Cramol 1,4 e Cramoll-3 com a peroxidase;

- Obter biopsias de individuos controle e pacientes com alteracdes prostaticas e de colo
uterino;

- Realizar histoquimica com lectinas de C.mollis (Cramoll-1,4 — glicose/manose especifica e
Cramoll-3 — galactose especifica) em tecidos prostaticos e uterinos;

- Imobilizar Cramoll-1,4 em Sepharose;

- Obter soros de individuos normais, pacientes com hiperplasia benigna prostatica e cancer de
prostata;

- Aplicar soros em coluna de Cibacron para depletar proteinas altamente abundantes, como
albumina;

- Aplicar os soros depletados de albumina em coluna de Cramoll-1,4 imobilizada;

- Analisar as glicoproteinas purificadas da cromatografia de afinidade com Cramoll-1,4
através de SDS-PAGE.
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Lectins, proteins which selectively recognize carbohydrates, have been used in histochemistry for the evaluation of changes in
ghyoosylation in processes of cellular differentiation andior dedifferentiation. Cretvlia mollis seed bectins (Cramoll 1,4 and Crameoll
3), conjugated to horseradish peroxidase, were used as histochemical probes in human prostate tissues normal (NF), hyperplasia
[EFI‘[].andptud:h:nrdnnma[?ﬂﬂ.The:hiingpﬂltﬂ'ndeﬂ-ﬁlnd[hﬂmﬂ 1.4 in BPH was more intenss than in NP Thes=
lecting also showed staining differences between EFH and PCa; the latter showing decreased staining intersity with an increased
degree of malignancy. FMA and Cramoll 3 stained epithelial cells similarly in all diagnoses although they did present intense
staining of PCa glands lumen. Corpora amylacea wene not diferentially recognized by any of the lectins. Cramoll 1.4 and Cramoll
3 seed lectins present themselwes as candidates for histochemical probes for prostate pathologies when compared to commencial

lectins such as Con-A and PHA

1. Introduction

Prostate cancer is the most diagnosed male malignancy and
the second leading canse of cancer-related death among
American men. Fortunately, mortality rates have increased
less than incdence rates in many countries [1]. In Brazil,
aocording to the Mational Cancer Institute [2], prostate
carcinoma (PCa) is the second most common cancer, in
incidence, after skin tumors (non-melanoma), and, in terms
of mortality, it is exceeded only by hang cancer. The eticlogic
factors associated with prostate cancer are varied, encom-
passing both host genetic and environmental influences [3].

Glycosylation is one of the most common co- or
postiranslational modifications. Inside a cell, complex gly-
cosylation pathways assemble these oligosaccharides and
attach them to proteins and lipids as they trave to the
cell surface [4]. Furthermore, by virtue of their peripheral

location, particular oligosaccharide epitopes on proteins
or lipids exert key functions in important intercellular
commumnication processes such as fertilization [5], immune
response, pathogen anchoring, or metastasis [6]. These par-
ticular carbohydrate epitopes are recognized by membrame-
anchored carbohydrate-recognition domains of different
maolecules such a5 receptors, enzymes, antibodies, or lectins
|6]. The latter class comprises proteins of nonimmune
origin that display specificity for terminal or subterminal
carbohydrates, forming non-covalent bonds. On account
of these specific affinities, lectins have been extensively
used as histochemical probes to characterize various cell
types at various stages of differentiation and maturation of
cancer [4, 6, 7). Thus, modern lectin histochemistry has
become a valable instrument to analyze patterns of ghacde
compaosition in glycoconjugates and their modifications in
the cell during malignant transformation in tumors [8].
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Ficune 1: Basic and native protein gel dectrophoresis of Cratplia
millis seed lectins and comjugates (A) Cramoll 1.4-HRE (B)
Cramoll 14, (C) c_rmdnme C, (D) Cramoll 3-HEP, and (E}
Cramoll 3.

Crarylia mellis {camaratu bean) is a native forage from
the semiarid region of the Northeast of Brazil, and its
seeds are considered an important lectin source (Cramaoll),
supplying multiple molecular forms (Cramoll 1 to 4) with
different carbohydrate specificities |9, 10].

The aim of the present investigation was to evaluate
the binding pattern of two preparations containing isoforms
from C. mallis seed lectin (Cramodl 1,4, a preparation con-
taining Cramall 1 and Cramoll 4 ghicose'mannose-specific
and Cramoll 3 galactose-specific) in human prostate tissmes.
Con A and PNA were used for binding comparison since they
possess the same carbohydrate specificity as Cramoll 1,4 and
Cramoll 3, respectively.

2. Matertals and Methods

2.1. Tisse Secrions. Formalin-fixed, paraffin-embedded tis-
sue blocks of eight cases of normal human prostate were
obtained from the Obit Identification Service at the Federal
University of Permambuco, Brazil; 61 cases of BPH and &2
cases of PCa were obtained from the Tissue Bank of the
University Hospital of the Federal University of Pernambmaco,
Brazil. Patient ages varied between 31 and 60 years (mean 44)
at the time of diagnosis for normal tissues, 46 and 92 years
{mean 69) for BPFH, and 52 and 38 years (mean &6) for FCa.

22, Horseradish Peroxidase (HRP) Lectin Comjugarion.
Cramoll 1,4 and Cramoll 3 were extracted, isolated, and
purified from seeds of C. mollis according to Correia and
Coelho [10] and Paiva and Coelho [9] at the Glycoprotein
Laboratory at the Biochemistry Department of the Federal
University of Pernambuco, Brazil. Cramoll 1.4 and Cramall
3 HRP conjugation was performed according to Beltrao et
al. [11]. Camavalin ensiformis agghatinin {Concanavalin A
{Con-A)} and Arachis hypogea (peamut) agghutinin (PNA)
conjugated to HRP (Con A-HREP and PNA-HRP) were
purchased from Sigma (5t. Lonis, MO, USA).

23. Polpaorylamide Gel Elecirophoresis Basic and native
polyacrylamide gel electrophoresis (10% wi'v) was carried
out with conjugated and nonconjugated . mellis isoforms.

Journal of Biomedicine and Biotechnology

Protocols were followed as described by Paiva and Coelho
|9].

24. Lectin Histochensistry. Tissue slices (4 um) were cut,
adhered to albumin-treated slides, deparaffinized in xylol,
and hydrated in graded ethanol (100%—70%). Slices were
treated with 0.1% (wiv) trypsin sohition for 2 mimates at
37"C and afterwards with 0.3% (v/v) methanolic hydro-
gen peroxide solution for 15 minutes at 25°C. Sections
were incubated with HRP-conjugated lectins (Con-A-HRP,
Cramoll 1, 4-HRP, PMA-HRP, and Cramoll 3-HRP, at various
concentrations —8, 15, 25, 30 and &0 pg/mL) for 2 hours at
4*C. Slices were washed (twice for 5 mimates) with 10 mM
phosphate buffer saline solution (PBS) pH 7.1, containing
0.15M MaCl, after each step. Lectin staining was visualized
with 3, ¥’ -diaminobenzidine- (DAB-) hydrogen peroxide in
PES for 4 minutes at 25°C [11]. Thereafter, tissues were
rinsed in distilled water, counterstained with haematoxylin,
dehydrated in graded ethanol, cleared in xylol, and mounted.
Inhibition lectin-carbohydrate binding controls were per-
formed using the specific sugars at a final concentration
of 0.3 M for each lectin {methyl-a-D-mannopyranoside for
Cramoll 1,4 and Con-A; D-galactose for Cramoll 3 and
PMA). The rest of the protocol was as described above.

2.5, Light Microscopry. Tissue sections were examined using
an optical microscope (MNikon Eclipse 50i USA). Staining
intensity was determined as the pattern observed in at
least 20% of cells with cytoplasm or membrane staining,
in huminal secretion, corpora amylacea, and stroma and
scored in four categories: 0—no staining, 1—weak staining,
2—moderate staining, and 3 —intense staining. For image
acquisition, an Image Analyses System (soffware NI1S—
Elements F version 2.30—Nikon, LISA) was used.

24 Sratistical Amalysis. Stiining intensity was analyzed
by nonparametric tests (Mann-Whitney test and Kruskal-
Wallis, followed by multiple comparison posttest of Dunn
with a significance level of 95% (P < .05) using GraphPad
Prism version 5.00.

3. Results

3.1. Horseradish Peraxidase {HRP) Lectin Conjugation. Con-
jugation efficiency of Cramoll 3 and Cramell 1.4 to HEP
was evaluated using gel electrophoresis for basic and native
proteins. Monconjugated samples were abo included. The
results showed that conjugated lectins migrated more slowly
than their respective nonconjugated counterparts {Figure 1).
Lectin conjugates maintained their hemagglutinating activi-
ties (data not shown).

3.2. Parhologic Findings. Corpora amylacea were observed in
50.8% of the 61 cases of BPH. The Gleason score for PCa
fm=8) wasof2+2 = din 3 samples, 2+ 3 = 5in 1,
J+1=5inl,3+3=6in4,344=Tin36,4+3=Tin
3345=8in3,4+4=8in24+5=2in35+4=0in
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3,and 5+ 5 = 10 in 3. Corpora amylacea were visualized in
40.2% of PCa in which the Gleason score was usnally 3.

3.3. Lectin Histochemistry. Cytoplasm of normal prostate
cells was weakly and moderately stained by Con-A and
Cramoll 1,4, both at 15ug/mL. Normal tissue stroma was
moderately stained by Con-A but no staining was observed
with Cramoll 1,4 (Figures 2(2) and 2(b)). Hyperplastic
epithelial cells were stained by lectins, Con-A, and Cramoll

1,4, mainly in the apical cytoplasm and cell borders. Cramoll
1,4 staining pattern in BPH was intense in most cases
(Figures 2(e) and 2(f)). In PCa samples, characterized
by heterogeneous Gleason scores, Con-A and Cramoll 1.4
staining intensity decreased while the malignancy degree
increased, that is, in well differentiated tissues both lectins
showed moderate staining while in undifferentiated tissues
no staining was observed. PCa cell staining was more
evident using Cramoll 1,4 (Figures 2(i) to 2(I)). Stroma in
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Frzune 3: Statistical analysis of lectin histochemistry of normal human prostate, EFH, and PCa with Con-A and Cramoll 1,4 (a) and PNA

and Cramaoll 3 (b) (P < 05).

hyperplastic and neoplastic tissnes was not stained by either
lectin. Figare 3(a) presents the statistical comparison of the
staining patterns of Cramoll 1,4 and Con-A in normal and
transformed prostate Hssues.

PMA and Cramoll 3 (25ug/mlL—galactose specific)
weakly stained the normal tissue and did not present a
different staining pattern between stroma and glandular
tissue (Figures 2{c) and 2{d}). BPH and PCa neoplastic cells
were not differentially stained by these two lectins, rending
1 non-staining or a weakly heterogeneouns pattern (Figares
2{g) and Z(h})). In PCa PMA and Cramoll 3 presented a
fiocal and intense staining pattern in luminal secretion and
apical membrane of glandular tumor cells (Figares 2{m)
and 2({n}}. PCa stroma was moderately stained by PNA and
Cramoll 3. Statistical comparison between staining patterns
of Cramoll 3 and PNA in stodied samples is abridged in
Figure 3{b).

Corpora amylacea in BPFH were stained in a heteroge-
neons pattern for all lectins used. The staining pattern for
Cramoll 1,4 and Cramoll 3 was more intense than that
observed when commercial lectins were nsed (Figures 4(a)
to 4{d})). In PCa the corpora amylacea were not stained by
the fiour lectins used.

Lectin staining was completely abolished in all tissues
by inhibition of the lectin carbohydrate-binding site with
solutions of methyl-a- D-mannopyranoside (0.3 M) for Con-
A and Cramoll 1.4 and of D-galactose (0.3 M) for PNA and
Cramoll 3.

4. Discusslon

Cramoll 3 and Crameoll 1.4 were properly conjugated to HEP.
Enzryme conjugation efficiency of in-house purified proteins

is very important to assure the quality of histochemical assays
[11].

Con-A and Cramoll 1.4 (glecose/mannose specific) data
were similar to those reported by Morales et al. [12] using
(Calanthus nivalis apghitinin GNA—10pg'mL) and Con-
A (20pg/ml) for normal and hyperplastic prostate cells.
They observed that normal prostatic glinds showed low
content or nonaccessibility to ghicose'mannose residues
when compared to the hyperplastic glands in which the
high staining pattern indicates a high content or accessibility
to these saccharides in secretory cells (apical cytoplasm of
epithelimm and luminal content). The lectin staining of
secreted glycoconjugates with mannose/ghicose residues is
observed in human hyperplastic prostatic glands.

The increase in ghocose/mannose ghycocalyx content can
be related to high production of glycoconjugates bearing
these residues as observed by lectin histochemistry. In
prostatic hyperplastic glands the presence of add phos-
phatase which contains N-linked high-mannose chains in its
structure was observed by Jakob et al. [13]. The present study
also sugpests that the increased lectin staining in BHP counld
be related to an increased secretor activity of prostatic cells in
this pathodogy [ 14].

Con A staining of normal prostate stroma is in disagree-
ment with the results of Arenas et al. [15] that observed a
weak stroma staining of normal, BPH, and PCa tissues. This
ocourred probably becanse they used different enzymatic
treatments that may have cleaved expressed stroma glycocon-
jugates bearing glucose'mannose residues in contrast to our
trypsin treatment.

Con-A& and Cramoll 1,4 different staining patterns
indicate that the lkatter has greater diagnostic value for
prostate diseases than the commercially available lectin.
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Such differences in staining can be explained by their
similar but not equal quaternary structure which influences
the stabilization of the lectin-carbohydrate complex [16].
Thus, the glycoconjugates expressed in pathological prostatic
tissues seem to be more likely or prone to form more stable
complexes with Cramoll 1.4.

In the present study, PNA and Cramoll 3 increased
staining patterns from normal to PCa tissues are in agree-
ment with the results of Janssen et al. [17] who observed
that the binding of PNA increases from BPH to cancers.
These authors also established a significant positive corre-
lation between the number of PNA acceptors and those of

Arenas et al. [15], using PNA, found an increasing
staining pattern of epithelial cells in normal and BPH to PCa.
We observed that using PNA as well as Cramoll 3 in PCa,
galactose residues content increased only in luminal secre-
tion and the apical membrane of malignant tumor glands
and not in the cytoplasm of epithelium cells. The absence
and/or nonaccessibility of galactose residues in epithelial
cell glycoconjugates can be evaluated using 2 neuraminidase
pretreatment instead of or together with trypsin (as used
in our work) in order to expose galactose nonaccessible
residues due to the presence of sialic acid residues. PNA
staining in PCa stroma suggests that the development of
PCa is associated with an increase in galactose residues
in glycoconjugates at luminal border of prostate cells and
stroma. Such results are in agreement with Arenas et al. [15].

‘The low incidence of corpora amylacea in PCa cannot be
used to exchade mali as also observed by Christian and
collaborators [18]. Corpora amylacea contain an amyloid

substance, f$;-microglobulin, a double content of sugars
(glucosamine and galactose) in relation to proteins and
sulfur atoms that suggest the presence of glycosaminoglycans
[12, 18]. Our labeling for BPH glands and normal prostate
are similar to those observed by Morales et al. [12]. The
intense lectin staining in corpora amylacea of secretory cells
of BPH is probably due to the accumulation of keratan
sulfate after luminal secretion, a component which has
been identified in both prostatic secretor cells and corpora
amylacea [19]. The origin and function of corpora amylacea
have been debated but its function continues to be unknown.
Research indicates that corpora amylacea have a secretory
origin [12, 20].

Beyond structural roles in increasing the protein stability,
protecting from proteolysis, and improving the protein sol-
ubility [21], glycosylation promotes also general functional
diversity reflected on the high structural possibilities of
glycans [22] which can be acting as key events in apoptosis,
immunomodulation, and antiproliferative activity in tumor
cells [23]. And the lectins remain in focus to decipher these
diverse glycan chains, being intensively used as cyto- and
histochemistry tool for diagnosis and prognosis of cancer
[23].

5. Conclusions

Our results showed that C. mollis lectin isoforms are able
to recognize cells and an extracellular structure (corpora
amylacea) of prostatic tissues. Proving that lectins bind dif-
ferently the glycocode of normal and tamor cells and are able
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to detect subtle neoplastic changes of histologically related
or similar pathologies; these two isoforms of a Brazilian
Mortheast native forage plant can be used as auxiliary tools
in prostate cancer dizgnosis compared to commercial lectins
sach as Con-A and PNA. The knowledge of the saccharide
identity of cell glycoconjugates enables them to be used as
targets for dmg delivery and immunomodulation.
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ABSTRACT

Carcinoma of the uterine cervix is the second most common cancer in women worldwide and
that yet has a poorly known pathobiochemistry. Lectins, due to their ability to bind and
recognize specific carbohydrates, present themselves as important tools for studying cell
surface glycoconjugates that can be involved in the development or progression of human
cervix cancer. This work evaluated the potential of isolectins from Cratylia mollis, Cramoll-
1,4 and Cramoll-3, as histochemical probes for neoplastic and normal tissues of the human
cervix. In normal squamous tissue, degree Il cervical intraepithelial neoplasia and squamous
cell carcinoma presented similar staining by Cramoll-1,4 and Cramoll-3. In normal squamous
tissue, the staining was cytoplasmic only in the basal and inner third of the epithelium. In
degree 111 cervical intraepithelial neoplasia, the staining intensity was higher and present in
the whole extension of the epithelium, while in the squamous cell carcinoma no staining was
evident. In the normal glandular epithelium, staining patterns were different, Cramoll-3
stained cell cytoplasm, while Cramoll-1,4 stained the apical region of cell. These findings
suggest these lectins can be used as histochemistry biomarkers in cell differentiation and in
identification of biochemical changes in carbohydrate profile of the cell surface

glycoconjugates in human cervical tissues.
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INTRODUCTION

Cervical cancer remains a significant health problem for women worldwide and is the
second most common cause of cancer-related deaths in women living in developing countries
[1]. Cancer of the cervix is rare in women under 30 years and their incidence and mortality
increases progressively from the fourth decade of life. In Brazil in 2012, 17,540 new cases are
expected, with an estimated risk of 17 cases per 100,000 women [2].

High-quality screening with cytology (Papanicolaou [Pap] testing) has markedly
reduced mortality from squamous cell cervical cancer, which comprises 80% to 90% of
cervical cancers [3]. However, the true sensitivity of the conventional test is on the order of
50 to 60% in the routine screening setting, including the need for frequent repetition of the
test, which raises costs considerably and results in excessive interventions secondary to the
increase in false-positive rates [4]. Thus it is important to seek new complementary and
sensitive diagnostics.

Currently little is known of the pathobiology of cervical carcinogenesis, therefore
cellular and molecular characteristics of cervical cancer and its precursors need to be
quantified in order to provide insights into the multistep process of cervical carcinogenesis
[5]. Due to the fact that cancer of the cervixis characterized by along pre-invasive stage,
research of cells in this location is ideal to study the gradual transition from normal to
invasive cancer, as well as changes in cell surface carbohydrates of various degrees of injury
[6]. The neoplastic grow is associated with quantitative and/or qualitative changes in the
structure of the carbohydrate residues of glycoproteins and glycolipids present on the cell
surface [7], but the functional significance of this involvement of glycoconjugates is still not
as well defined. It can be related to the metastatic process and prognosis of a number of
human tumors [8].

Due to their ability to bind and recognize specific carbohydrates, lectins are invaluable
tools for the detection, isolation, and characterization of glycoconjugates, primarily of
glycoproteins, for histochemistry of cells and tissues and for the examination of changes that
occur on cell surfaces during physiological and pathological processes, such as cell
differentiation and cancer [9,10]. Therefore, they have been widely used in histochemistry to
monitor changes in cellular environment, being used as indicators of cell type and stages of
development, which has a huge impact on cell biology and histopathology [11, 12, 13, 14].
Among the lectins studied in our laboratory, Cratylia mollis seed lectins has stood out with
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many applications in various areas of biotechnology, including histochemistry [15, 16, 17, 18,
19].

The search for pathobiochemical patterns coupled with the development of novel
biomarkers are useful ways of prematurely trace the gradual transition from normal tissue to
human cervix neoplasia. Thus, this work aims to evaluate possible changes in the expressed
carbohydrates in tissues of the human cervix using lectin histochemistry of different

specificities as possible biomarkers of cervical cancer.

MATERIALS AND METHODS

Cratylia mollis isolectins were purified from Cratylia mollis Mart. (Camaratu bean)
seeds and characterized in the UFPE's Laboratory of Glycoproteins as previously described
[20, 21]. Paraffin-embedded uterine cervix biopsies and with diagnostics of squamous
cervical carcinoma (SCC), degree IlI cervical intraepithelial neoplasia (NIC 3) and normal
tissue (n=14 for each group) were obtained from the archives of the Pathology Department of
Pernambuco Clinical Hospital.

Four micrometer-thick paraffin-embedded sections were deparaffinized in xylan and
hydrated in ethylic alcohol (70-100%). The following were treated with 1% (w/v) trypsin
solution at 37°C for 2 min and a solution of 0.3% (v/v) hydrogen peroxide in methanol- H,O,
for 15 min at room temperature. Histological sections were incubated with peroxidase-labeled
lectins [Cramoll-1,4 (45 pg/ml) and Cramoll-3 (60ug/ml)] for 2h at 4°C. The sections were
then washed (two times, 5 min) with 10mM sodium phosphate buffer (PBS) pH 7.2
containing 150 mM NacCl after each step previously performed. The staining was revealed by
incubation (5-8 min) solution of 20% (w/v) DAB-H,0; in PBS. The histologic sections were
then counterstained with hematoxylin followed by dehydration with 100% alcohol and
fixation with xylol. After assembly of the slides, they were evaluated by light microscopy. To
confirm the specificity of the lectins, each lectin was preincubated with the appropriate
inhibitory sugar using solutions of a-methyl-D-mannopyranoside and galactose to 300 mM in
PBS to Cramoll-1,4 and 3, respectively.

To evaluate the staining intensity of lectins, a qualitative scale of at least 50% of the
cells was used: no stained (0), weak (+), moderate (+ +) and strong (+ + +). The presence of
cytoplasmic and/or apical staining was given as present or absent. In normal tissue, the

squamous epithelium and glandular epithelium were studied separately, and the squamous
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epithelium was divided into four layers: basal layer, the lower third, middle third and upper
third.

RESULTS AND DISCUSSION

Cell surface carbohydrates are involved as markers of cellular differentiation in
various tissues, including epithelial, and the lectins are important tools for studying these
carbohydrates [9, 22, 23]. In squamous epithelium of normal biopsies, Cramoll-1,4 and 3
stained 92,85 % of the cases studied. Both isolectins marked only the cytoplasmic portion of
the basal layers and the lower third of the squamous epithelium according to cell maturation
of this epithelium (Figure 1). In the single case in which there was no labeling of lectins in
squamous epithelium, there was a predominance of squamous metaplasia, without atypia
(Table 1).

The staining of the lectins was completely inhibited by the solutions of a-methyl-D-
mannopyranoside and D-galactose at a concentration of 300mM for Cramoll-1,4 and 3,
respectively (Figures 1, 2, 3 in C and D) to ensure that the labeling corresponds to the specific

carbohydrate-lectin binding.
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Figure 1: Staining and inhibition of lectins in normal squamous epithelium. A, B. Basal cells
and lower third of the squamous epithelium marked with Cramoll-1,4 and Cramoll-3,
respectively. C, D. Inhibition of A with a-methyl-D-mannopyranoside and B with galactose,
respectively. A,C (x400) and B, D (x100).

Table 1: Staining intensityin tissues of the cervix.

Intensity Normal squamous Normal glandular CIN3 SCC
ephitelium ephitelium
Cramoll Cramoll Cramoll Cramoll

14 3 14 3 14 3 14 3
0 1 1 - - - - 14 14

+ 13 13 5 6 5 4 - -

++ - - 9 8 9 10 - -
+++ - - - - - - - -

CIN 3: degree 11 cervical intraepithelial neoplasia; SCC: squamous cell carcinoma; Cra 1,4: Cramoll-1,4; Cra 3:

Cramoll-3; 0: no staining: +: weak staining; ++: moderate staining; +++: strong staining.
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These lectins can be used as tools to study cellular differentiation of normal cervical
squamous epithelium. A possible explanation for this tag may be the presence of
glucose/mannose and galactose residues only in the most immature cells or such cells are
located in regions of cell surface more accessible to Cramoll-1,4 and 3. This change in
expression of glycoconjugates may be related to alterations in the availability of
glycosyltransferases responsible for adding of carbohydrate residues on glycoproteins or
glycolipids in the cell surface. This same pattern of staining was observed for other lectins,
the Griffonia simplicifolia 1 (GSI) which has the same specificity as Cramoll-3 and Griffonia
simplicifolia Il (GSII) which reflected the squamous epithelial maturation [24]. Canavalia
ensiformis (Con-A) and Glycine max (SBA), which have similar specificity of Cramoll-1,4
and 3, respectively, showed different staining pattern in normal squamous tissue. In this case
all layers of the squamous epithelium were labeled, with predominance in the membrane [24].
In another study with Con-A [25], no differences in intensity or binding distribution were
identified in the different layers of normal squamous epithelium. The staining of Arachis
hypogaea (PNA) was distributed within the cytoplasm from the basal layer of squamous
epithelial cells to the plasma membranes of cells in the lower parabasal layers. This can be
explained by the complexity of the cell surface glycan sequences of this tissue and another
factor that may be associated with structural differences among lectins of similar specificity,
contributing to why some are able to reach and bind to certain structures and not others [9].

Only normal glandular tissue, the staining presented by Cramoll-1,4 differed from
presented by Cramoll-3 (Figure 2). With weak to moderate intensity, Cramoll-1,4 marked the
apical part of columnar cells, while Cramoll-3 was predominantly cytoplasmic. In studies of
Bychkov & Toto [26] and Gloor & Hurlimann [27], they used various lectins, including Con-
A and PNA, to study epithelia of the uterine cervix, lectins showed cytoplasmic staining in
cells of normal glandular tissue. The Cramoll-3 showed no disagreement with the result
presented by PNA, but Cramoll-1,4 demonstrated disagreement with the result of Con-A,
which reinforces that cell surface carbohydrates are complex and can lead to differences

between the links of lectins with the same monosaccharide specificity.



Figure 2: Staining and inhibition of lectins in normal glandular epithelium. A, B. Apical
region of normal glandular epithelial cells labeled with Cramoll-1,4 and Cramoll-3,
respectively. C, D. Inhibition of A with a-methyl-D-mannopyranoside and B with galactose,
respectively. A, B, C, D (x400).

Degree 111 cervical intraepithelial neoplasia (CIN 3) showed the same staining pattern
for both lectins (Figure 3): cytoplasmic, with weak to moderate intensity. CIN has been
traditionally defined as a continuum of intraepithelial squamous abnormalities which exhibit
nuclear atypia in all epithelial layers and possess some potential for progression to invasive
carcinoma if not removed [28]. The histopathology of CIN provides clinical evidence for the
multistep process of deregulation of proliferation and differentiation. While the presence of
CIN 3 implies a greater risk for the development of invasive cancer than does the presence of
CIN 1 or 2, itis only a relative risk. There are currently no objective markers of increased risk
for progression and invasion [5].
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Figure 3: Staining and inhibition of lectins in squamous epithelium affected by degree IlI

cervical intraepithelial neoplasia. A, B. Staining of Cramoll-1,4 and Cramoll-3 in entire
epithelium, respecctively. C, D. Inhibition of A with a-methyl-D-mannopyranoside and B
with galactose, respectively. A,C (x400) and B, D (x100).

In our work, it was observed clearly that in tissues affected by CIN 3, there is
increased expression of the glucose/mannose and galactose residues in comparison with
normal tissue. Similar results of increased intensity of CIN 3 staining in comparison with
normal tissue were observed in the studies of Byrne et al. [6] for other lectins with the same
characteristics of Cramoll-1,4 to 3 such as Con-A and SBA, respectively. Gloor & Hurlimann
[27], in also studying specific galactose lectins, PNA and Ricinus communis (RCA), observed
similar staining by Cramoll-3 for CIN 3. Knowing that changes in cell surface carbohydrates
are related to cell differentiation [6, 29], our results corroborate this affirmation, reinforcing
the capacity of Cramoll-1,4 and 3 to be used as tools for the study of cell differentiation in

uterine cervix.
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There no staining in all cases of squamous cell carcinoma using both lectins (Figure
4). This can be explained by glucose/mannose and galactose residues suppression in cells due
to cellular activity loss and/or reduction, dysregulation in the glycosyltransferase synthesis
responsible for transferring residues to glycoconjugates or by a loss of accessibility to
residues by these lectins. Byrne and collaborators [6] showed heterogeneous labeling in cases
of cervical squamous cell carcinoma for all studied lectins, including ConA and SBA. There
is also disagreement with research of Banerjee et al. [25] using Con-A and PNA. Most
malignant cells in all squamous cell carcinomas bound Con-A, however, with heterogeneous
binding distribution throughout the tumors with no specific pattern of apparent localization.
With PNA, 73% of cervical squamous carcinomas showed binding predominantly in better-

differentiated squamous carcinoma cells within the centers of tumor islands [25].

Figure 4: Squamous cell carcinoma. A, B. Absence of staining by Cramoll-,4 and 3,
respectively, in the cells of squamous cell carcinoma. A, B (x400)

Cell surface carbohydrates appear to be related to the development of malignancy,
participating in the process of invasion and metastasis [8]. Many authors have observed an
increase in the appearance of the marking of lectins in malignant tumor tissue, the metastatic
process correlated with increased expression of certain carbohydrates or carbohydrate with
aberrant expression that were not present in normal tissue [16, 30, 31]. However, our results
suggest that the development of malignancy may be related to the loss or non-accessibility of
the residues of glucose/mannose and galactose. Results similar to ours were reported by other
works, emphasizing the possibility of loss or reduction of carbohydrates in the process of
carcinogenesis [19, 32].
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Cellular and molecular characteristics of the pathobiology of cervical cancer and its
precursors need to be quantified in order to provide insights into the multistep process of
cervical carcinogenesis [5]. Once markers of the multistep process are found, they can be used
to identify those precancerous lesions at highest risk for progression to invasion and/or may
be used as potential targets for intervention with chemo-preventive agents, thus shortening the
follow-up time for these studies [5]. A recent study described a molecular imaging approach
in which fluorescence endoscopy and a fluorescently labeled lectin were used to detect the
changes in glycan expression of the epithelial cell surface that accompany the transition of
dysplasia to in situ carcinoma from esophagus, proposing lectins as relatively cheap and
nontoxic imaging probes [33].

As observed in others malignant tumours, our study reinforces the findings of Beltrdo
et al. [16] and Lima et al. [19], by demonstrating the utility of Cramoll-1,4 and 3 as tools to
study cell differentiation in the process of malignant transformation by histochemical tests.
These lectins recognized CIN 3 with a moderate and homogenenous staining pattern in most
of cases studied and with significant difference in relation to normal tissue and squamous cell
carcinoma, indicating that glucose/manose/galactose glycans are present in a higher content in
CIN 3.

CONCLUSIONS

Our findings showed that the glycan phenotype in abnormal cell differentiation
processes in human uteri cervix is different from their normal counterparts. Cratylia mollis
lectins may be potential histochemical biomarkers in distinguish and/or characterizing CIN3
and SCC.
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Abstract

Lectins, proteins which recognize selectively carbohydrates and have the capacity to
interact with molecules of biological fluids, have been used as affinity chromatography to
purify glycoproteins. We have applied a simple method for isolating and purifying differential
serum glycoproteins from patients with benign prostatic hyperplasia and prostate cancer using
Cratylia mollis seed lectin immobilized on Sepharose CL-4B as affinity matrix. Our results
suggest that this one-step purification method utilizing immobilized Cramoll-1,4 lectin has
potential separate glycoproteins from subjects with prostatic alterations and can be auxiliary

tool for the identification of new cancer biomarkers.
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1. Introduction

In Western societies the process of aging is closely related to the onset of chronic
diseases, such as coronary artery disease, diabetic nephropathy or different types of
malignancies [1]. Cancer remains a major health problem in the world due to the dramatic
increase in the number of cancer-related deaths in recent years [2] and the prostate cancer is
now recognized as one of the most important medical problems of the male population [3].
The high incidence of prostate cancer lesions found at postmortem evaluation of
asymptomatic men suggests that overtreatment is likely if all cancers would be detected and
treated earlier in life. An over diagnosis rate of 15% has been estimated suggesting that
biological markers of disease progression are essential to clinical practice [4]. Therefore,
novel biomarkers are urgently needed to assist in managing this disease.

Parallel to technical advancements possibilities for the analysis of the human proteome
for biomarkers have recently made considerable progress [5]. Thus, proteomic tools are
increasingly being utilized for the discovery of biomarkers which will allow us to make
clinical decisions about patient treatment at an earlier stage. The proteome have led to a new
era of research aimed at improving prognoses, diagnoses, and monitoring responses to therapy
through detection of biomarkers in human body fluids (i.e., plasma, serum, saliva, and urine)
[5,6]. Overall, in terms of specific methods, a variety of protocols, including lectin and
antibody has been developed for the capture of glycoproteins and glycopeptides to determine
differences between samples obtained from patient subjects and control individuals. [6].

Lectins are multivalent in nature and can bind to the carbohydrate moieties, without
altering the properties of the carbohydrates [7]. Many of them have been applied in affinity
chromatography that is a form of chromatography in which they are immobilized on gel
beads, glycoproteins are then adsorbed by lectins and eluted with specific carbohydrates [7,
8]. So, it can be employed to fractionate and purify glycoproteins based on their specific
features. Lectin-based protocols include those using single species [9, 10, 11], as well as
mixtures [6]. Serial lectin column chromatography is useful for isolation of extremely small
amounts of glycoproteins [7].

Cratylia mollis (Camaratu bean) plant is native forage from the State of Pernambuco,
Northeast of Brazil used as cattle feed. Cramoll-1,4 containing the molecular forms 1 and 4
(Cramoll-1,4), which has been immobilized on sepharose. It was therefore the aim of the
present study to purify serum glycoproteins from benign prostatic hyperplasia and prostate

cancer patients and healthy individuals through lectin-affinity chromatography with C. mollis
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lectin (Cramoll-1,4) and to identify differences in expression patterns of glycoproteins in
these prostatic alterations.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Electrophoresis reagents were obtained from Bio-Rad (Richmond, USA) and
Amersham Pharmacia (New Jersey, USA). Sephadex G-75 and Cibacron Blue 3 GA,
Agarose, Type 3000 were purchased from Sigma (Saint Louis, USA). Cyanogen bromide
activated Sepharose CL 4B and standard molecular weight markers were purchased from

Amersham Pharmacia (New Jersey, USA). The other reagents used were of analytical grade.

2.2 Human serum samples

Serum samples were collected of patients that had diagnostic pathologically confirmed
for BPH (age 54-80 year) or PCa (age 57-95 year) at various clinical stages in Urology unit of
Clinics Hospital (Pernambuco, Brazil) and gifted a blood sample to the study after informed
consent, the patient details are given in Table 1. PCa patients were stratified in five groups
according to grading system according to Gleason [12]. The serum use for research purposes
has been approved by the Ethics Committee at the Pernambuco Federal University sob
number n® 0158.0.172.000-09. Elderly healthy male subjects (age 4374 year) without any
prostatic complications were also included in this work, totaling seven study groups.

The serum samples were collected in blood collection tubes no additive. A sample of
the blood was sent for routine PSA testing and the remainder was allowed to clot; centrifuged
at 1500 g for 5 min, the supernatant was transferred to a new tube. The serum was
immediately stored at —80 °C in 0.5 ml aliquots until use. Concentrations of serum-PSA were
assayed by Enzyme Immunoassay (EIA) method in the Laboratory of Clinical Hospital of

Pernambuco.
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Table 1. Clinical characteristics of study groups.

Groups Number of subjects Age (years*?) PSA.® (ng/mL™)
Control 19 61 (43-74) 2,028 (0,24-12,07)
BPH 29 68 (54-80) 3,336 (0,44-9,04)

PCa Score 5 2 79 (63-95) 1,6 (0-3,2)
PCa Score 6 24 74 (57-91) 3,965 (0-46,99)
PCa Score 7 18 74 (61-84) 5,091 (0-31,72)
PCa Score 8 3 73 (59-86) 17,286 (0,01-50)
PCa Score 9 6 70 (63-77) 55,038 (0,307-100)

a) Values expressed in mean and the range is given in parenthesis.
b) Total PSA values.

2.3 Isolation and immobilization of Cramoll-1,4 lectin

Cramoll-1,4 lectin was purified from 10% (w/v) C. mollis seed extract following the
previously established protocol [13]. Cyanogen bromide-activated Sepharose 4B (1 g) was
washed with 1 mM HCI, followed by 100 mM NaHCOj; buffer, pH 8.3 containing 500 mM
NaCl and 1 mM HCI. The coupling reaction was proceeded by mixing Cramoll-1,4 lectin
(30mg of protein) and the resin for 2 h at 24°C, stirring. The non-coupled lectin was removed
by filtration on a sintered glass filter. The gel was transferred to 1M ethanolamine, pH 8.0
during 2 h at 24°C for blocking any remaining active groups of the Sepharose. Finally, the
Cramoll-1,4-Sepharose was washed with 100 mM CH3;COONa buffer, pH 4.0 containing 500
mM NacCl, followed by 100 mM Tris—HCI buffer, pH 8.0 containing 500 mM NaCl, 100 mM
sodium acetate buffer, pH 4.0 containing 500 mM NaCl and 100 mM Tris—HCI buffer, pH 8.0
containing 500 mM NaCl. The amount of immobilized protein was calculated by the
difference between the offered protein amount and that found in the filtrates; measurements
were performed according to Lowry et al. [14] using bovine serum albumin as standard, at a
range of 0-500 mg/mL. The support Cramoll-1,4 Sepharose was kept in 100 mM Tris—HCI
buffer, pH 8.0 containing 500 mM NaCl at 4°C until use.
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2.4 Removing high abundant protein with Cibacron Blue 3GA, Agarose, type 3000
column chromatography

To minimize interference in the electrophoretic pattern, the majority of the albumin
present in the serum samples was removed with Cibacron Blue Agarose. Approximately 1mL
of cibacron resin was applied in glass columns and equilibrated with 10mM Tris-HCI buffer,
pH 7.5. The experimental procedure follows the protocol provided by manufacturer (Sigma-
Aldrich). This column enables removal of albumin in a single step. Human serum samples
(seven groups) were diluted for 1ImL (1:4) with 10mM Tris-HCI buffer, pH 7.5 and were
applied to columns and circulated through the column (four times). Fractions (1 mL) were
collected at a flow rate of 10 mL / h with 10mM Tris-HCI buffer, pH 7.5 for the removal of
unbound material. The adsorbed proteins (aloumin) were eluted with a solution of 1.5 M NaCl
in 10 mM Tris-HCI buffer, pH 7.5. For each group were performed four Cibacron columns.
The highest unbound fractions (albumin depleted) of each group were unified and
concentrated using Rotational-Vacuum-Concentrator (RVC) (Martin Christ, USA). Protein
assays were carried out, according to the Smith et al. [15] using bovine serum albumin as

standard, at a range of 0-500 mg/mL.

2.5 Cramoll-1,4 lectin-affinity column chromatography

Briefly, columns of Cramoll-1,4-Sepharose 4B (1mL) were equilibrated 150 mM NaCl
and activated with buffers containing 0.02% CaCl, 0.02% MnCl. Pooled serum samples
(approximately 1mL) and obtained of four cibacron columns were applied to the glass column
(2mL) and reapplied through the column (four times), followed by washing with 150 mM
NaCl of the buffer . Fractions (1mL) were collected and monitored for their absorbance at 280
nm. The first fraction was designated as the lectin unbound fraction. Elution of lectin-bound
fraction was performed with 300 mM D-glucose.

The bound fractions were pooled and dialyzed against 5 mM Tris-HCI buffer, pH 7.5
at 4°C. The dialysis was concentrated in RVC and kept at —20°C for subsequent analysis by
SDS-PAGE.
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2.6 SDS-PAGE

Electrophoresis under denaturing and reducing conditions in the presence of reducing
agent (beta-mercaptoethanol) was done according to Laemmli [16], using a 5% (w/v) stacking
gel and a 12% (w/v) separating gel. The gels of cibacron columns were stained overnight with
2% (w/w) Colloidal Coomassie G-250 prepared in H,O and destained in H,O. The gels of
were also stained for glycoprotein by the Periodic acid-Schiff (PAS) technique [17]. The
standard molecular weight markers were phosphorylase b (97 kDa) albumin bovine serum (66
kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), trypsinogen (24 kDa), trypsin
inhibitor (20.1 kDa) and a-lactaloumin (14.2 kDa).

3. Results and discussion

Proteomic profiling is one of the most commonly applied strategies for cancer
biomarker discovery. There are two general differential proteomic strategies: comparing
protein patterns in cancer tissue with their normal counterparts and comparing plasma/serum
from cancer patients with those from normal controls [18]. In this work, the second strategy
was used with sera of prostate cancer patients. One of the best ways to diagnose cancer early,
aid in its prognosis, or predict therapeutic response, is to use serum or tissue biomarkers [19].

Body fluids, like blood and urine, are comparatively easy to obtain and are useful for
the detection of novel diagnostic markers by applying new technologies, like proteomics [20].
Human plasma and serum represents an important biological material for disease diagnosis.
However, the wide dynamic range in protein concentration remains a major challenge in the
development of diagnostic assays for the very low concentration of biomarker proteins in the
presence of high abundance proteins. A practical and effective strategy is to remove 99% of
the diagnostically uninformative proteins in order to enhance the detection of the low
abundance proteins and penetrate deeper into the plasma proteome. More than 100 proteomic
studies using human plasma or serum with a focus on prostate cancer research have been
reported [21].

The abundant blood proteins, such as albumin immunoglobulin, fibrinogen,
transferrin, haptoglobin and lipoproteins, may mask the less abundant proteins, which are
usually potential markers [22]. Therefore, depletion of at least these two high abundance

proteins is a prerequisite of a successful search for disease markers in blood. Nevertheless,
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these methods may sacrifice other proteins by nonspecific binding, thus lowering the screen
efficiency [23].

Although albumin is not a glycoprotein, it binds to other glycoproteins so that partial
binding to lectins occurs and it is stained by the glycoprotein dye. Since many important
marker proteins are detected in low concentration in biological samples, removing the high
abundant proteins may be a critical strategy for serum biomarker discovery [24]. In our study,
highly abundant protein (albumin) was removed using an affinity column of Cibacron Blue
3GA Agarose 3000 and albumin depletion was similar and efficient for the seven groups
(Figure 1).

Cibacron
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e 30 —— BPH
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—+— PCa Scare
C 1.5+
E —o— PCa Score §
© 1.04 —«— PCa Score 9
o
0.5+
u.u_ CHETELI U] B '
0 10 20 30 40 50

Fractions (1mL)

Figure 1: Cibacron Blue 3GA chromatography columns. The columns were equilibrated with
10mM Tris-HCI buffer, pH 7.5 and pools from seven study groups, were chromatographed. Fractions
were eluted at a flow rate of 10 mL/h. Bounded proteins (e.g., albumin) were desorbed with 1.5 M
NaCl in 10mM Tris-HCI buffer, pH 7.5. Fractions (1 mL) were collected and absorbance at 280nm

was measured.

In electrophoresis (Figure 2), we can distinguish that in patients with BPH and control
individuals, the level of albumin is a little higher in relation to cancer stages corroborating
other studies that analyzed serum protein patterns and observed that there is slight or no
hypoalbuminemia in early stages of cancer but as the disease progresses albumin levels drop
significantly and can serve as good indicators of prognosis of cancer [25]. Serum albumin is
generally used to assess the nutritional status, severity of disease, disease progression and

prognosis [26]. Serum albumin has also been described as an independent prognosticator of
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survival in various cancers like lung, pancreatic, gastric, colorectal and breast [26]. By
electrophoresis also proved the efficiency of aloumin depletion mainly in cases of BPH and
PC a compared to control individuals. With removal of this highly abundant protein, the

remaining proteins can be identified over a relatively high dynamic range [24].
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Figure 2: SDS-PAGE of cibacron affinity from serum samples from seven study groups. Analysis
of applied and retied fractions in cibacron: Line 1 (MW, GE), line 2 (start material of one group), line
3 (eluted fraction of one group), line 4 (start material of two group), line 5 (eluted fraction of two
group), line 6 (start material of tree group), line 7(eluted fraction of tree group) , line 8 (start material
of four group), line 9 (eluted fraction of four group), line 10 (start material of five group), line 11
(eluted fraction of five group), line 12 (start material of six group), line 13 (eluted fraction of six

group), line 14 (start material of seven group), line 15 (eluted fraction of seven group).

Given the complexity and wide range of protein concentrations in the plasma/serum
proteome, most workflows have incorporated one of the several available methods for
depletion of abundant proteins as the first step in the fractionation of serum or plasma. And
lectins are being used singly, in serial combinations or as mixtures of lectins in affinity
chromatography [27, 28]. Many laboratories have successfully employed this technique to
characterize glycoproteomes [29, 30, 31]. Therefore, we besides classical depletion strategy
that involved the use of a cibacron column apply singly lectin affinity chromatography with
Cramoll-1,4.

The coupling of Cramoll-1,4 lectin to Sepharose 4B was efficient; 99% of the lectin
(35 mg) was estimated to be covalently attached to 4 mL of the hydrated CNBr activated

Sepharose 4B beads as indicated by disappearance of protein from the supernatant. This result
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showed be reproducible and was similar to those obtained for Lima et al. [32], which reported
for the first time the attached of Cramoll-1,4 to Sepharose 4B with a yield of 95 %.
Cramoll-1,4-Sepharose was examined separately for the capture of proteins from
human serum. An equivalent sample of depleted albumin serum of each group was loaded on
lectin affinity column and the captured proteins were eluted with 0.3M D-glucose. The
affinity chromatography results from pools depleted of albumin are showed in Figure 3 and

also presented a similar pattern for seven groups in study (Figure 3).
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Figure 3: Affinity chromatography on immobilized Cramoll-1,4-Sepharose. The columns were
equilibrated with 0.15M NaCl and unbound pools in cibacron from seven study groups (A, B, C, D, E,
F and G) were chromatographed. Fractions were eluted at a flow rate of 10 mL/h. Bounded proteins
were desorbed with 0.3M D-glucose in 0.15M NaCl. Fractions (1 mL) were collected and absorbance

at 280nm was measured.
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The yield of the adsorbed proteins from each chromatography is summarized in table
2. It can be observed that has a difference between applied protein concentration and the
proteins amount bound to Cramoll-1,4 Sepharose among groups in study. The yields were
lower for BPH, PCa Score 6 and PCa Score 7.

Table 2. Yield of the adsorbed serum proteins to Cramoll-1,4 Sepharose chromatography.

Serum Applied Protein (mg) Obtained Protein (mg) Yield (%)
Control 36.5 6.8 18.6
BPH 63.5 3.2 5
PCa Score 5 30.9 5.1 16.5
PCa Score 6 61.7 2.2 3.5
PCa Score 7 69.9 2.6 3.7
PCa Score 8 27.4 10 36.4
PCa Score 9 44.2 6.1 13.8

After, each eluted pool of immobilized Cramoll1,4 was dialyzed in 0.15M NaCl and
concentrated in RVC. The captured protein samples were analyzed on SDS-PAGE and
visualized using Colloidal Comassie (G-250) and with Schiff’s reagent (data not show).
Electrophoretic patterns of Cramoll-reactive proteins isolated by affinity chromatography
from pooled human normal (healthy) and PCa-sera are shown in Figure 4. Under the
experimental conditions used, electrophoretic patterns of Cramoll-bound proteins were
observed in the range of 30 kDa — 100 kDa and it could be noticed different bands in each
serum.

Kosanovic and Jankovic [33] evaluated comparatively the glycoprotein patterns of
human prostate cancer (PCa) and normal human sera regarding sialylation and fucosylation as
structural characteristics relevant for cancer progression. They isolated glycoproteins using
affinity chromatography on Sambucus nigra agglutinin (SNA)- and Lens culinaris agglutinin
(LCA)-columns and subsequently characterized by SDS-PAGE. The main differences found
were more abundant 40-150 kD SNA-reactive molecular species an more abundant 50-150
kD LCA-reactive molecular species in PCa-sera than in normal sera. In PCa there was a
general increase in sialylation and decrease in fucosylation of human serum glycans compared

to normal sera [33].
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Figure 4: 12% SDS-PAGE under denaturing and reducing conditions of eluted glycoproteins in
Cramoll,4-Sepharose. Samples with 15uL of eluted protein sample with 0.3 M glucose. Healthy
individuals (lane 1), BPH (lane 2), PCa Score 5 (lane 3), PCa Score 6 (lane 4), PCa Score 7 (lane 5),
PCa Score 8 (lane 6), PCa Score 9 (lane 7). Gel was stained with Colloidal Comassie. Expression

different proteins (in red: a, b, ¢, d, e, f, ). No expression of proteins (yellow squares).

The proteins captured by the Cramoll-1,4 lectin showed different SDS-PAGE profile.
Only one gel band “a” was shown in the lane of healthy individuals. Meanwhile, some bands
from different samples had different staining (expression) intensity although they migrated
with the same approximate molecular weight, such as bands “b, ¢, d” in the lane of healthy
individuals and bands “e, f, g” in the lane of PCa Score 8. Some proteins were not expressed
in PCa Score 6 (e and f) and in PCa Score 9 (band f).

Based on the staining (expression) intensity, singly Cramoll-1,4 can perform selection
of some glycoproteins from human serum, despite did not capture as much glycoprotein from
serum as the other studies that lead to the concept of a multi-lectin affinity enrichment. Zhao
et al. [24] used three separate lectin-agarose conjugates consisting of wheat germ agglutinin
(WGA), Sambucus nigra lectin (SNA) and Maackia amurensis lectin (MAL) as part of
sample preparation to selectively enrich sialic-acid containing glycoproteins from human
cancer serum. The eluate from each lectin column was further separated using other analytical
separation methods as SDS-PAGE. Another applications of serial lectin affinity

chromatography was demonstrated by Sumi et al. [34] who proposed that N-
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acetylglucosaminyltransferase IV is upregulated in patients with early stage prostate cancer
compared with those with benign prostatic hyperplasia and by Yang & Hancock [35] that
combined the affinity of Con-A, WGA, and Jacalin to capture the majority of glycoproteins
present in human serum. These researches indicated that each lectin can enrich specific sets of

glycoproteins with some of overlap glycoprotein specificities [35].

4. Conclusions

This results showed that immobilized Cramoll-1,4 alone was able to isolate serum
distinct glycoproteins, which can be possible glyco-biomarkers for diagnosis and prognosis of
prostatic alterations. This lectin can be an auxiliary tool in characterization of serum

glycoproteins in pathological processes.
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CONCLUSOES

1. Cramoll-1,4 e Cramoll-3 foram eficientes biomarcadores na caracterizacdo do
glicocadigo tecidual prostatico sob condi¢cdes normais, com hiperplasia benigna e com

cancer em diferentes estagios através da técnica de histoquimica.

2. Cramoll-1,4 e Cramoll-3 também apresentaram diferencas significativas, quanto a
marcacdo histoquimica no estudo da diferenciacdo celular dos tecidos do colo uterino
humano. A marcacéo foi mais expressiva para NIC 3 em relagdo ao tecido normal e 0

carcinoma de células escamosas.

3. Cromatografia de afinidade com Cramoll-1,4 imobilizada purificou glicoproteinas
distintas nos soros de pacientes com patologias prostaticas (HPB e CaP em diferentes
estagios). Portanto, sugere-se o potencial dessa lectina como ferramenta auxiliar para a

identificacdo de novos biomarcadores.
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single illustration and should fit on a single page in portrait format. If a figure consists of separate parts, it is
important that a single composite illustration file be submitted which contains all parts of the figure. There is no
charge for the use of color figures.
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e  PDF (preferred format for diagrams)

e DOCX/DOC (single page only)

e PPTX/PPT (single slide only)

e EPS

e PNG (preferred format for photos or images)
e TIFF

e JPEG

e BMP

Figure legends

The legends should be included in the main manuscript text file at the end of the document, rather than being a
part of the figure file. For each figure, the following information should be provided: Figure number (in
sequence, using Arabic numerals - i.e. Figure 1, 2, 3 etc); short title of figure (maximum 15 words); detailed
legend, up to 300 words.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from the copyright holder to
reproduce figures or tables that have previously been published elsewhere.

Preparing a personal cover page

If you wish to do so, you may submit an image which, in the event of publication, will be used to create a cover
page for the PDF version of your article. The cover page will also display the journal logo, article title and
citation details. The image may either be a figure from your manuscript or another relevant image. You must
have permission from the copyright to reproduce the image. Images that do not meet our requirements will not
be used.

Images must be 300dpi and 155mm square (1831 x 1831 pixels for a raster image).

Allowable formats - EPS, PDF (for line drawings), PNG, TIFF (for photographs and screen dumps), JPEG,
BMP, DOC, PPT, CDX, TGF (ISIS/Draw).

Preparing tables

Each table should be numbered and cited in sequence using Arabic numerals (i.e. Table 1, 2, 3 etc.). Tables
should also have a title (above the table) that summarizes the whole table; it should be no longer than 15 words.
Detailed legends may then follow, but they should be concise. Tables should always be cited in text in
consecutive numerical order.

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of the document text file, in
A4 portrait or landscape format. These will be typeset and displayed in the final published form of the article.
Such tables should be formatted using the ‘Table object' in a word processing program to ensure that columns of
data are kept aligned when the file is sent electronically for review; this will not always be the case if columns
are generated by simply using tabs to separate text. Columns and rows of data should be made visibly distinct by
ensuring that the borders of each cell display as black lines. Commas should not be used to indicate numerical
values. Color and shading may not be used; parts of the table can be highlighted using symbols or bold text, the
meaning of which should be explained in a table legend. Tables should not be embedded as figures or
spreadsheet files.
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Larger datasets or tables too wide for a landscape page can be uploaded separately as additional files. Additional
files will not be displayed in the final, laid-out PDF of the article, but a link will be provided to the files as
supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xIs ) or comma separated
values (.csv). As with all files, please use the standard file extensions.

Preparing additional files
Although Journal of Biomedical Science does not restrict the length and quantity of data included in an article,
we encourage authors to provide datasets, tables, movies, or other information as additional files.

Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not include files such as patient
consent forms, certificates of language editing, or revised versions of the main manuscript document with
tracked changes. Such files should be sent by email to editorial@jbiomedsci.com, quoting the Manuscript ID
number.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" can and should be included as additional files.
Since many weblinks and URLSs rapidly become broken, Journal of Biomedical Science requires that supporting
data are included as additional files, or deposited in a recognized repository . Please do not link to data on a
personal/departmental website. The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-
scanned on submission.

Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final published article as supplied by
the author. reuse. e.g. We recommend CSV rather than PDF for tabular data.

Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user in the browser. These include
most movie formats (for users with the Quicktime plugin), mini-websites prepared according to our guidelines,
chemical structure files (MOL, PDB), geographic data files (KML).

If additional material is provided, please list the following information in a separate section of the manuscript
text:

e File name (e.g. Additional file 1)

e File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx (including name and a
URL of an appropriate viewer if format is unusual)

e Title of data

e  Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced explicitly by file name
within the body of the article, e.g. 'An additional movie file shows this in more detail [see Additional file 1]'.

Additional file formats

Ideally, file formats for additional files should not be platform-specific, and should be viewable using free or
widely available tools. The following are examples of suitable formats.

e Additional documentation
o PDF (Adode Acrobat)
e Animations
o SWF (Shockwave Flash)
e Movies
o MP4 (MPEG 4)
o MOV (Quicktime)
e Tabular data
o XLS, XLSX (Excel Spreadsheet)
o CSV (Comma separated values)
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As with figure files, files should be given the standard file extensions.

Mini-websites

Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that they will be browsable
from within the full text HTML version of the article. In order to do this, please follow these instructions:

1. Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the root.

2. Putall files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-folders.

3. Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg" rather than "/images/picture.jpg” or
"http://yourdomain.net/images/picture.jpg” or  "C:\Documents and  Settings\username\My
Documents\mini-website\images\picture.jpg™) and no link is longer than 255 characters.

4. Access the index.html file and browse around the mini-website, to ensure that the most commonly used
browsers (Internet Explorer and Firefox) are able to view all parts of the mini-website without
problems, it is ideal to check this on a different machine.

5. Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that index.html is in the root
of the ZIP, and that the file has .zip extension, then submit as an additional file with your article.

Style and language
General

Currently, Journal of Biomedical Science can only accept manuscripts written in English. Spelling should be US
English or British English, but not a mixture.

There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged to be concise.

Journal of Biomedical Science will not edit submitted manuscripts for style or language; reviewers may advise
rejection of a manuscript if it is compromised by grammatical errors. Authors are advised to write clearly and
simply, and to have their article checked by colleagues before submission. In-house copyediting will be minimal.
Non-native speakers of English may choose to make use of a copyediting service.

Help and advice on scientific writing

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please visit our page on Writing
titles and abstracts for scientific articles.

Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific manuscript. American Scientist
also provides a list of resources for science writing. For more detailed guidance on preparing a manuscript and
writing in English, please visit the BioMed Central author academy.

Abbreviations

Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when first used and a list of
abbreviations can be provided following the main manuscript text.

Typography

Please use double line spacing.

Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.

Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.

Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

All pages should be numbered.

Use the Journal of Biomedical Science reference format.

Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.

Please do not format the text in multiple columns.

Greek and other special characters may be included. If you are unable to reproduce a particular special
character, please type out the name of the symbol in full. Please ensure that all special characters
used are embedded in the text, otherwise they will be lost during conversion to PDF.

e Genes, mutations, genotypes, and alleles should be indicated in italics, and authors are required to use
approved gene symbols, names, and formatting. Protein products should be in plain type.
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Units

Sl units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).

3. Biotechnology Progress

Submission of Manuscripts

Submit your manuscript online at http://mc.manuscriptcentral.com/biotechprog/. If you are a first time user,
follow the instructions for creating an author account under “Create Account” (top right of the Login page).
Please submit your manuscript as a Word or rtf file (for text and tables) and tiff or eps (for figures). Other file
types are not suitable for production. Please note that ScholarOne Manuscripts does not accept a single file
upload from the author. Text, tables, and figures will need to be uploaded individually. Do not embed figures or
tables in the document.

Manuscript submissions must be accompanied by a signed Copyright Transfer Agreement. The completed,
signed, and dated form should be uploaded to ScholarOne Manuscripts using the File Upload field and

designated as a “Copyright Transfer Agreement” file.

LATeX Users: All files must be formatted in LaTeX version 2.02 or earlier. Figures must be formatted as either
tif or .eps files and saved separately. Directory structures should not be used when referencing external files.
This will cause a corrupted upload into ScholarOne Manuscriptsand will result in the cancellation of manuscript
submission. Class and style files may be either internal or external. ScholarOne Manuscripts provides all
standard LaTeX class files for author use; however, you may create your own. Please be sure to check the log
file provided at submission to see if you are missing the class file from your document.

For technical assistance, please contact support@scholarone.com

If you have any questions about the online submission process, you may also contact theBiotechnology Progress
Editorial Office:

Elizabeth Gillard, Ph.D. Biotechnology Progress Editorial Office Email: biotech-prog@andrew.cmu.edu

Manuscript Preparation

Cover Letter

A cover letter should accompany each submitted manuscript and must be uploaded on the Web submission site.
The letter should provide the corresponding author’s name, postal and e-mail addresses, and telephone and fax
numbers.

The letter should address the significance of the manuscript and provide a list of 3-5 key words. Authors are also
urged to provide the names and email addresses of recommended reviewers.

All editorial correspondence concerning receipt, status, review, revision, and publication of manuscripts will be
sent only to one person who has been assigned as the “corresponding author” during the evaluation period. The
corresponding author is responsible for communicating the manuscript status to all coauthors of the paper.

Copyright Transfer Agreement. Manuscript submissions must be accompanied by a signedCopyright Transfer

Agreement. The completed, signed, and dated form should be uploaded to ScholarOne Manuscripts using the
File Upload field and designated as a “Supplementary Material Not for Review” file.

Conflict of Interest Disclosure. Biotechnology Progress and Wiley-Blackwell require that all authors disclose
any potential sources of conflict of interest. Any interest or relationship, financial or otherwise, that might be
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perceived as influencing an author's objectivity is considered a potential source of conflict of interest. These
must be disclosed when directly relevant or indirectly related to the work that the authors describe in their
manuscript. Potential sources of conflict include but are not limited to patent or stock ownership, membership of
a company board of directors, membership of an advisory board or committee for a company, and consultancy
for or receipt of speaker’s fees from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude
publication in this journal.

If the authors have no conflict of interest to declare, they must also state this at submission.

It is the responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors and to collectively list in
the cover letter to the Editor, in the manuscript (under the Acknowledgments section), and in the online
submission system ALL pertinent commercial and other relationships.

Title. The title should accurately, clearly, and concisely reflect the emphasis and content of the paper. The title
must be brief and grammatically correct.

Author List. Use first names, initials, and surnames. At least one author must be designated as the author to
whom correspondence should be addressed and email information should be provided.

Address. The affiliation(s) listed should be the institution(s) where the work was conducted. If the present
address of an author differs from that at which the work was done, the current address should be given in a
footnote.

Abstract. All manuscripts must contain a short abstract (no more than 250 words), which shouldbriefly state the
reason for the work, the significant results, and the conclusions.

Text. The first paragraphs should explain what the motivation and import of the work are, where it fits in the
development of the field, and perhaps why it should be of interest to researchers in other areas. It should be
possible to do this without excessively increasing the length of the paper. Thoughtful use of schemes and
diagrams (with concise and descriptive captions) is recommended, so that even casual browsers can discern the
nature of the work. Well-known procedures should be designated by giving them name or literature references.
Experimental results are of lasting value and should be clearly and logically presented in separate sections. The
addition of a Conclusion section at the end of the paper, which briefly summarizes the principal findings of the
work, is recommended. If desired for clarification, main section headings may be given Arabic numbers and
subsections numbered in decimals (example, subsection 2.1 and subsection 2.2).

Acknowledgments. Dedications and notes acknowledging financial assistance, thesis work, or oral presentations
at a scientific meeting or conference should be brief and placed in the Acknowledgment section.

Supplementary Material Statement. A brief statement, listing the contents of material placed in
Supplementary Material, should be included at the end of the manuscript (after the Acknowledgment and before
the Literature Cited). For instructions on what material should be provided as supplementary material, see the
Supplementary Material section below.
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Figures. All figures must be mentioned in the text in consecutive order and be numbered with Arabic numerals.
A caption giving the figure number and a brief description, preferably only one or two sentences must be
included with each figure. The caption should be understandable without reference to the text.

Color Figure Preparation. For best reproduction, bright, clear colors should be used. Dark colors against a dark
background do not reproduce well; please place your color images against a white background wherever
possible.

Schemes. Schemes must have brief titles describing their contents and should be numbered with Arabic
numerals

Charts. Charts must contain brief titles describing their contents and should be numbered consecutively with
Arabic numerals.

Tables. Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals. Each table must have a brief (one
phrase) title that describes its contents. The title should be understandable without reference to the text. Details
should be put in footnotes, not in the title. Tables should be used when the data cannot be presented clearly as
narrative, when many precise numbers must be presented or when more meaningful interrelationships can be
conveyed by the tabular format. Tables should supplement, not duplicate, information presented in the text and
figures. Tables should be simple and concise. Footnotes in tables should be given letter designations and be cited
in the table by italic superscript letters. The sequence of letters should proceed by row rather than by column. In
setting up tables, authors should keep in mind the type area of theBiotechnology Progress page (17.8 - 25.0 cm)
and the column width (8.5 cm) and should make tables conform to the limitations of these dimensions.

Literature Cited

Literature Cited should be formatted according to the AMA style, and must be listed numerically in the order
they are cited in the text. Authors will need to provide complete information for each citation, as shown in
typical examples below.

Journal:

1. Wang X, Da Silva NA. Estimation of the rate of cloned gene integration via retrotransposition.Biotechnol
Prog. 1997;13:123-131.

Book:

2. Givan AL. Flow cytometry: first principles (2nd edition). New York:John Wiley & Sons, Inc., 2001.

Book Chapter:

3. Luketich JD, Ginsberg RJ. Diagnosis and staging of lung cancer.In:Johnson BE, Johnson DH. Lung cancer.
New York: Wiley-Liss, Inc.,1995:161-73.

For a sample article with correct formatting for Literature Cited, click here.

Download Reference Style for this Journal: If you use EndNote, you can download the reference style for this

journal.

Technical Support: If you need assistance using EndNote, contactendnote@isiresearchsoft.com, or

visit http://www.endnote.com/support.
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Topical Areas and Key Words

Select the heading from the six topical areas listed in the ScholarOne Manuscripts pull down menu under the
Table of Contents Section. (The topical areas are described in the Aims and Scope section of the journal under
Overview.) Provide a minimum of two and a maximum of five key words that best capture the concepts and
scope of the work.

Graphics Preparation

All illustration files should be in TIFF or EPS formats. Do not submit native application formats.
Journal quality reproduction requires the following minimum resolution standards:

grey scale files 600 dpi to 1200 dpi

color files 300dpi

Supplementary Material

Biotechnology Progress authors can publish supplementary material online in Wiley Online Library.
Supplementary material may include (but is not limited to) video clips, large sections of tabular data, program
code, or electronic graphical files that are otherwise not suitable for print media. Supplementary material must
be included with the initial manuscript submission so that it is available for peer review.

Additional Reprint Purchases

Should you wish to purchase additional copies of your article, please follow the instructions provided
at:https://caesar.sheridan.com/reprints/redir.php?pub=10089&acro=BTPR

Copyright Transfer Agreement

No article can be published unless accompanied by a signed Copyright Transfer Agreement from the author(s).

The Copyright Transfer Agreement is available by accessing the link at the top of this page. The completed,
signed, and dated form should be included with the submitted manuscript and designated as a "Supplementary
Material Not for Review" file.

Permission for Reproduction

It is the Author's responsibility to obtain written permission to reproduce material that has appeared in another
publication
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