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“Se 0 Senhor nao edificar a casa, em vao tra-

balham os que a edificam.” (Salmo 127:1a)
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Ist einer Welt Besitz fiir dich zerronnen,

Sei nicht in Leid dartiber, es ist nichts;

Und has du einer Welt Besitz gewonnen,

Sei nicht erfreut dartiber, es ist nichts.

Vortiber geh’n die Schmerzen and die Wonnen,
Geh’an der Welt voriiber, es ist nichts.

Anwari Soheili

(Se se desffez para ti a posse de um mundo,
nao te lamentes, que nada é;

se conquistastes a posse de um mundo,
nao te regozijes, que nada é.

Passam as dores e passam as alegrias,

Passa tu ao largo do mundo, que nada é).
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Resumo

Lectinas sao proteinas que apresentam afinidade por carboidratos especificos. E-
xiste um considerdvel interesse pelos carboidratos de superficie celular posto que estdo
relacionados com fenémenos de diferenciacdo e maturacdo. Durante a transformacao
neopldasica ocorrem alteragdes da membrana celular, principalmente na composicdo de
carboidratos, que determinam caracteristicas especiais as células. Lectinas tém sido utili-
zadas como ferramentas em muitas areas de investigacdo diagnostica, especialmente no
estudo dos glicoconjugados celulares. No presente estudo investigou-se a expressdo de
glicoconjugados especificos para Artocarpus incisa (frutalina) em vérios estagios histolo-
gicos de progressdo tumoral na mama. Foram incluidas amostras de epitélio normal,
metaplasia apdcrina, hipreplasia ductal tipica e atipica, carcinoma ductal in situ, carci-
noma ductal invasivo e metéstase ganglionar. As amostras foram marcadas utilizando o
método da Estrepto-Avidina-Biotina-Peroxidase com duas técnicas diferentes: a frutali-
na, como sonda primdria e o anticorpo anti-frutalina como ponte (Técnica I); anticorpo
anti-frutalina como sonda primaéria (Técnica II). Em ambas as técnicas ocorreu coloragao
mais forte no epitélio alterado do que no normal, sendo o predominio da coloragdo
membranar. Muitos dos carcinomas ductais in situ também coraram tanto a membrana
quanto a citoplasma, pela Técnica I; com a técnica II, o predominio foi de citoplasma.
Todos os carcinomas ductais invasivos coraram fortemente, com ligeira predominancia
do citoplasma, quando foi utilizada a Técnica I. Um ntimero menor de casos corou com a
Técnica II. Com esta técnica nenhuma das hiperplasias atipicas corou a membrana, alias,
a partir das hiperplasias atipicas houve um decréscimo na marcacdo das membranas e
um ganho na marcacdo do citoplasma. Este trabalho mostrou que a frutalina é um mar-
cador de células epiteliais. Revela que durante a progressao tumoral houve modificagao
de glicoconjugados da superficie celular expondo residuos de galactose. O anticorpo
anti-frutalina marcou células epiteliais, aparentemente de forma especifica, porém sem-

pre em menor numero de casos.
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Abstract

Lectins are proteins which bind specifically to carbohydrates. Recently consider-
able interest has been devoted to cell surface carbohydrates, since they are related to
differentiation and maturation phenomena. Neoplastic transformation in cells is associ-
ated to altered cell surface membranes, particularly with an abnormal composition. This
may determine of neoplastics cell characteristics. Lectins have been used as tools in
many areas of diagnostic investigation especially related to changes in the expressions of
membrane and cytoplasmatic carbohydrates. In this study it has been examined the ex-
pression of glycoconjugates especific to Artocarpus incisa lectin (frutalina) in various his-
tological stages of tumor progression in the breast tissues. These included normal epithe-
lium, apocrine metaplasia, ductal hyperplasia, without and with atypia, ductal carcino-
ma in situ, invasive ductal carcinoma and nodal metastasis. This tissue was stained to
bind to the lectin using two different histochemical techniques: frutalina reacting direct-
ly (Technique I) and antibody anti-frulalina as a bridge; antibody anti-frutalina reacting
directly (Technique II). In both techniques the staining was more frequent in malignant
than in benign breast epithelium. Most of the ductal carcinomas in situ stained the mem-
brane as well as the citoplasm. All invasive ductal carcinomas were stained by frutalina.
During the tumor progression there occurred modifications on the glycoconjugate cellu-
lar surfaces showing galactose residues. The most interesting aspect of this study was

that the antibody anti-frutalina did not stained any of the cases of atypical hyperplasia.
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1 Introdugao

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas ligantes reversiveis de mono e oligossacari-
deos com alta especificidade, em geral desprovidas de atividade catalitica e em contraste aos
anticorpos, ndo sdo produtos de uma resposta imune (LIS e SHARON, 1998). Representam um
grupo de proteinas oligoméricas que variam amplamente em peso, estrutura, organizagao

molecular, e os constituintes do sitio de combinacao (LIS e SHARON, 1998).

Durante muito tempo as lectinas foram conhecidas como proteinas fitohemaglu-

tinante, dada a esta sua importante propriedade (ELFSTRAND et al., 1898).

O nome lectina é de origem latina e significa “escolher” (legere) (BOYD e

SHAPHEIGH, 1954).

As lectinas sdo, geralmente, classificadas de acordo com o que foi estabelecido por
MAKELA (1957) que dividiu os monossacarideos de lectinas em quatro grupos conforme a
configuracao do C3 e C4 do anel piranosidico. Lectinas que ligam manose e glicose (Pisum
sativa, Lens culinaris, Vicia faba, Canavalia ensiformis e Dioclea grandiflora) pertencem ao grupo III;
lectinas que ligam galactose e N-acetil-galactosamina (Glycine Max e Phaseolus lunatus), perten-
cem ao qrupo II e lectinas especificas por L-fucose (Lotus tetragonolobus e Ulex europaeus), per-
tencem ao grupo I. Até o momento ainda ndo foram descobertas lectinas que interagam com
actcares do grupo IV (idiose, gulose, L-xylose, L-glicose). Trés novos grupos foram acrescen-
tados aqueles de Makela: as lectinas especificas por N-acetilglicosamina, aquelas especificas
por acido sialico e aquelas especificas por estruturas complexas (GOLDSTEIN e PORETZ, 1986). E
importante notar que esses monossacarideos sdo todos constituintes de polissacarideos e gli-

coconjugados, presente em células e fluidos.

As lectinas foram classificadas em trés tipos, conforme a sua estrutura global

(PEUMANS e Van DAMME, 1994):

As merolectinas, proteinas constituidas exclusivamente por um tnico dominio
ligante a carboidrato. Elas sdo proteinas pequenas, de uma tnica cadeia polipetidica, e

que por causa de sua natureza monovalente, sdo incapazes de precipitar glicoconjuga-



dos ou aglutinar células. Como exemplo deste grupo, podemos citar a haveina e as pro-

teilnas monoméricas de orquidea.

As hololectinas, também constituidas exclusivamente por dominios ligantes de
carboidratos, contém dois ou mais desses dominios, os quais podem ser iguais ou homo-
logos. Este grupo compreende todas as lectinas classicas que tém mdultiplos sitios ligan-

tes e que, portanto, sdo capazes de precipitar glicoconjugados e aglutinar células.

As quimerolectinas, proteinas que além do grupo ligante de agticar possuem um
outro dominio, ndo relacionado com este, possuindo uma atividade catalitica (ou uma
outra atividade biolégica) bem definida, que age independentemente dos dominios li-
gantes de carboidratos. Dependendo do namero de sitios ligantes de acticar, as quimero-
lectinas podem se comportar como hololectinas ou merolectinas. Um exemplo de quime-
rolectinas sdo as RIPs tipo 2, com um sitio possuindo atividade RNA-N-glicosidésica (na
sua cadeia A) além de dois sitios ligantes de agticar (na sua cadeia B), como a ricina, que
é capaz, inclusive de aglutinar células. Um outro exemplo das quimerolectinas sdo as

quitanases classe I, com apenas um sitio ligante de agticar e que nao aglutinam.

Mais recentemente, foi sugerido um outro grupo de lectina, as superlectinas, um
tipo especial das quimerolectinas. Elas seriam proteinas de fusdo, com dois dominios de
ligacdo a carboidratos. Estes dominios sdo estruturalmente distintos e reconhecem car-
boidratos estruturalmente diferentes. Apenas um exemplo de superlectinas foi, até hoje,
descrito, a lectina de bulbos de tulipa, com dois dominios, um especifico por manose e o
outro especifico por N-aceltil-galactosamina (VAN DAMME et al, 1997).

A habilidade das lectinas de plantas de servirem como marcadores de alteracoes celu-
lares para distinguir células normais e alteradas foi relatado inicialmente por Aub et al., em
1963. Desde entdo muitos estudos tém usado as lectinas como provas histoquimicas para de-
monstrar alteragdes na seqtiéncia terminal de carboidratos dos glicoconjugados da membrana
celular em uma variedade de lesdes neoplasicas (SUJATHAN et al., 1996).

Por outro lado, como a estrutura dos carboidratos é altamente resistente nos pro-
cessos de preparagdo histolégica, as lectinas sdo ferramentas valiosas no estudo da estru-

tura dos carboidratos na rotina da patologia cirtrgica (URDIALES-VIEDMA, et al., 1995).



1.1 Historico

O marco inicial na histéria das lectinas foi o trabalho de Stillmark (1888) que ob-
servou a coagulacdo quando uma preparagao proteica de Ricinus communis era adiciona-
da a uma suspensdo de hemaécias. Além disso, foi observado que a ricina reagia de forma

diferente com os diversos tipos de hemacias.

No inicio dos estudos com lectinas, acreditava-se que suas propriedades de he-
maglutinacdo e hemolise eram devidas a principios téxicos. Somente 100 anos depois as
lectinas responsaveis pelos efeitos téxicos foram separadas daqueles responsaveis pela

aglutinagao (OLNES e PIHL, 1982).

As pesquisas em sorologia e imunologia foram estimuladas pela descoberta da

propriedade eritroaglutinante da ricina, que aconteceu pouco mais de uma década apos

o conhecimento da eritroaglutinagao por proteinas de origem animal (LANDOIS, 1875).

A notével toxicidade da ricina e da abrina foi de grande valia para a elucidagao
das bases de resisténcia imunolégica. Quando comparadas com as toxinas bacterianas,
até entdo empregadas, elas eram mais faceis de preparar e muito mais estéveis, além de
produzirem, quando injetadas em animais, anticorpos capazes de inibir tanto a atividade

toxica como a atividade hemaglutinante (EHRLICH, 1891).

As primeiras lectinas de origem animal foram detectadas em 1899 por CAMMUE
et al. em glandula de albtmen do caramujo, Helix pomatia (FLEXNER e NOGHCHI, 1902),
no caranguejo, Limulus polyphemus, [NOGUCHI, 1903), embora a atividade eritroagluti-
nante de venenos de serpentes ja tivesse sido descrita anteriormente (LANDSTE

INER,1902; MARCUSSON-BEGUN,1925).

Um outro pioneiro no estudo das lectinas foi Karl Landsteiner. Ele comecou seus
estudos com aglutininas vegetais logo depois de ter descoberto os grupos sangtiineos do

sistema ABO (LANDSTEINER e RAUBITSCHEK, 1907).

Somente cerca de 20 anos ap6s os trabalhos de Stillmark (1888) é que surgiram os
primeiros estudos, embora sem sucesso, sobre a aplicabilidade das lectinas na identifica-
¢do de grupos sangtiineos (LENZE, 1909; SUGAN, 1910), porém até meados deste século as

lectinas ainda eram tidas como inespecificas.



O periodo entre o fim do século passado e a Primeira Guerra Mundial foi de e-
fervescéncia nos trabalhos com lectinas. Estes estudos puderam comprovar o efeito he-
maglutinante das lectinas em leucécitos, hemacias e células hepaticas e renais devido a
sua propriedade especifica e ndo a possiveis efeitos téxicos (WIENHAUS, 1909; ASSMAN,
1911; SCHNEIDER, 1912; DOSET e HENLEY, 1917; SEMNER e HOWELL, 1936a ; BOYD e
REGUERA, 1949).

Nesta mesma época, surgiu a primeira utilizagdo pratica das lectinas, quando foi
estabelecido um protocolo para a remogdo de hemadcias na preparagdo de anti-soro con-

tra colera suina (RENKONEM, 1948).

Logo ap6s a Primeira Guerra Mundial houve um esfriamento nas pesquisas com
lectinas; entretanto, foi nesta época que foram desenvolvidos os estudos com a concana-
valina, quando foram identificadas duas das suas principais fragdes proteicas: a Conca-

navalina A, com atividade hemaglutinante, e a Concanavalina B (KRUPE, 1956).

Um passo muito importante foi a descoberta de que no soro da enguia Anguilla
japonica havia duas lectinas, uma das quais apresentava especificidade por hemacias
humanas do grupo O. A partir de entdo muitos outros estudos também evidenciaram
especificidade de outras lectinas para outros grupos sangiiineos (KOULUMIES, 1950;

WATKINKS e MORGAN, 1952).

A propriedade de certas lectinas aglutinarem hemaécias apresentando uma espe-
cificidade por grupos, bem como a de serem inibidas por agtcares simples, desempe-
nhou um papel crucial na descoberta das bases quimicas da especificidade do sistema
ABO. Pela primeira vez, foi demonstrado, que substancias soltveis do soro de grupos
sangiiineos inibiam a eritroaglutinacao por lectinas anti-O da Laburnum alpinus, Lotus
tetragonolobus e Cytissus sessilifolius (WATKINS e MORGAN, 1952). Nesta mesma época,
foram encontradas evidéncias de que N-acetil D-galactosamina e alfa-D-galactose eram

o0s aglcares responsaveis pela especificidade dos grupos A e B, respectivamente.

Uma outra descoberta que desempenhou um papel revolucionario foi a das proprie-
dades mitogénicas da lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) a qual fazia proliferar linfécitos ma-

duros in vitro, que até entdo eram consideradas células quiescentes (NOWEL, 1960).



AUB e colaboradores (1963), acreditavam que a diferenca entre as células nor-
mais e as malignas estava nas suas superficies, ou seja, que alteragcdes nas propriedades
da superficie celular habilitariam as células cancerosas a continuar proliferando e se
desprender do seu local inicial, espalhando-se pelo corpo, estabelecendo novos focos
tumorais. Para testar estas idéias, examinaram a resposta de células modificadas ao tra-
tamento com diversas enzimas. Apenas no caso de uma enzima, a lipase de germe de
trigo, houve resposta positiva, isto é, células normais pareciam ndo ser afetadas pela
enzima enquanto as células malignas eram aglutinadas. Entretanto, quando a lipase
pancreatica substituia a lipase do germe de trigo, ndo havia aglutinagdo. Descobriram
que a preparacdo da lipase de germe de trigo continha um contaminante protéico, que
era responsavel pela aglutinacao. Posteriormente, foi demonstrado que a substancia res-
ponsével por aquela agdo era a “aglutinina de germe de trigo” (AUB et 1965; BURGER e
GOLDBERG, 1967). Depois destes estudos, propriedades semelhantes foram encontradas
em outras lectinas como a concanavalina A (INBAR e SACHS, 1969) e a lectina de soja
(SELA et 1970). BURGER e NOONAM (1970) obtiveram, ainda, em presenca de Con A, a

restauracdo da inibi¢do por contato em cultura de células malignas.

O isolamento da Concavalina A por cromatografia de afinidade trouxe um novo

periodo para a histéria das lectinas (AGRAWALL e GOLDSTEIN, 1965).

Somente com o desenvolvimento tecnolégico que resultou na purificagdo das lec-
tinas foi possivel um melhor entendimento da estrutura, acdo e emprego destas molécu-
las. Os anos 80 deram inicio assim a uma nova fase no emprego das lectinas nas mais
diversas areas, inaugurando o que se poderia chamar de periodo biotecnolégico. S6 para
citar alguns casos, j4 em 1981 a lectina de soja foi empregada em transplante de medula

6ssea (SHARON e REISNER, 1986).

1.2 Detecgao e caracterizagao da especificidade de lectinas vegetais

A aglutinacdo é uma das mais importantes propriedades das lectinas (Figura 1).
Esta atividade, no entanto, esta restrita as hololectinas, que apresentam dois dominios
ligantes de actcar. Diferencas na aglutinabilidade das células podem também ocorrer

gracas a mudancas nas estruturas de carboidratos da superficie celular, quer por trans-



formagao maligna (AUB et al, 1963), ou por maturacdo de células embrionarias em adul-

tas ou, ainda, por estimulacao mitética (RAPIN e BURGER, 1974).

Figura 1 — Esquema de aglutinacdo celular, onde o vermelho
representa aclcares da superficie celular e o verde, lectinas
com seus dominios de ligagao.

A aglutinagdo de células tem como pré-requisito, a ligacao da lectina a superficie
celular, a qual é funcdo de um amplo conjunto de varidveis, tais como: valéncia, tama-
nho da lectina, capacidade de interagir com glicopeptideos e/ ou glicolipideos, tipo celu-
lar, estado metabdlico e propriedades da superficie celular; esta dltima se relacionando
com a natureza, o nimero, a distribuicdo, a exposicao e mobilidade de receptores, além
das cargas, deformidades e fluidez da membrana celular. A técnica mais comumente
empregada é baseada na reacgdo entre a lectina e eritrécitos, quando a uma diluicao sali-
na seriada (1:2) da lectina é adicionada uma suspensao (geralmente a 2%) de hemacias

(MOREIRA & PERRONE, 1978).

Existem técnicas de rastreamento para a deteccdo de hololectinas, baseadas na habili-
dade de algumas dessas proteinas precipitar glicoconjugados e polissacarideos. A precipitacdo
entre ligantes multivalentes e lectinas, no entanto, deve ser interpretada com cautela, pois inte-
ragOes inespecificas podem ocorrer (NICHOLSON, 1974). A eletroforese de afinidade e a difusao

radial sao técnicas muito utilizadas (GOLDENSTEIN e PORETZ, 1986).

Antes do emprego de qualquer uma destas técnicas acima citadas, faz-se necessa-
rio o conhecimento da especificidade da lectina a actcares especificos. Este conhecimen-
to também é fundamental para a sua purificagdo, bem como para o seu emprego em
pesquinas bioquimicas e técnicas de imunohistoquimica. A especificidade por agtcar &,
normalmente, determinada pela técnica de inibicdo por hapteno de Landsteiner
(GOLDSTEIN e HAYES, 1978; GOLDSTEIN e PORETZ, 1986). A capacidade inibitéria de um

determinado carboidrato é estabelecida com base na concentracdo minima do ag¢ucar



requerida para inibir a reacdo de hemaglutinacdo ou a reagdo de precipitacdo entre a

lectina e uma molécula reativa

B2
?

Figura 2 — Esquema de inibicdo da acdo da lectina por agticar especifico.

A metodologia mais usada é aquela em que o agtcar a ser testado é submetido a

2

diluicdes seriadas (normalmente 1:2) e a estas solugdes é adicionada uma solugdo da
lectina, com concentragdo conhecida (normalmente 4 UH). A mistura é entdo deixada em
contato por 30 min a 37 °C, ap6s o que é adicionada uma suspensao de hemacias a 2%. A
mistura é deixada, novamente, a reagir por 30 min a 37 °C e 30, min a temperatura ambi-
ente. Entretanto, a técnica pode apresentar erros de até 25% (MOREIRA, 1998). Para con-
tornar este problema, vem sendo utilizada uma outra metodologia, diluindo-se seriada-
mente tanto a solucdo de agticar como a de lectina. Incialmente, sao feitas dilui¢Ges seri-
adas da lectina, na direcdo A-H, em placas de microtitulacdo; a seguir, a solu¢ao do agu-
car a ser testada é diluida na direcdo 1-12. Ao ser feita a segunda dilui¢do a concentracao

da solucao diluida inicialmente é alterada, mas a relacdo lectina/agtcar pode ser deter-

minada, nas diversas fileiras. As rela¢des lectina/acticar podem atingir valores desde 3,9

x 10-3 até 16 x 103 vezes.

1.3 Fontes das Lectinas

Hoje, ap6s século de pesquisas, tem-se nas plantas as principais fontes de lecti-
nas, podendo ainda ser encontradas em bactérias, protozodrios, virus e animais
(SHARON e LIS, 1989a). Estas tltimas sao conhecidas como lectinas endégenas, para dife-
rencia-las das exdgenas. Apesar dos esforcos ja desenvolvidos, as possiveis funcdes de-

sempenhadas pelas lectinas ainda constituem um desafio.



1.4 Biossintese das lectinas vegetais

InvestigacOes extensas tém detalhado o mecanismo de processo de tradugdo na bios-
sintese das lectinas produzindo uma quantidade consideravel de conhecimento sobre a bi-
ossintese e genética molecular destes compostos. A exemplo das demais proteinas vegetais,
a informacao para a sintese das lectinas esta codificada no DNA. A sintese das lectinas vege-
tais tem sido estudada com detalhe, havendo muitas semelhancas entre todas elas. As dife-
rengas, quando ocorrem, provavelmente estdo nas varias etapas de modificacdes pos-
traducdo. Assim, as lectinas sdo sintetizadas nos ribossomos aderidos ao reticulo endoplas-
matico, onde inclusive podem sofrer uma glicosilacao pos-tradugdo, envolvendo um pepti-
deo sinhidrofébico, que facilitaria seu transporte da superficie para o liimen do reticulo en-
doplasmatico rugoso, através de um mecanismo semelhante ao das proteinas secretoras de

mamiferos (HIGGINS et al, 1983a; CHRISPEELS, 1984).

Durante o transporte da recém-sintetizada pré-pré-lectina, uma peptidase especi-
fica, ligada a membrana, remove o peptideo sinal da por¢do N-terminal originando a
pro-lectina, (também denominada de precursora). No processo pode ocorrer uma série
de modificagdes pés-traducionais, como glicosilagao e clivagens proteoliticas, resultando

na lectina madura, plenamente funcional (SHARON e LIS, 1990).

1.5 Propriedades quimicas e fisico-quimicas das lectinas vegetais

As lectinas de vegetais superiores sdo ricas em aminodacidos 4cidos e hidroxilados, os
quais podem perfazer até mais de 30 % do seu contetido, mas pobres ou destituidas de ami-
nodacidos sulfurados. Algumas familias de lectinas possuem uma composicdo de aminodci-
dos singular. As lectinas de gramineas possuem um alto contetido de glicina (23 %) e cistei-
na (21 %), sendo que todos os residuos de cisteina estao envolvidos em pontes dissulfeto
(STINISSEN e PNEUMANS, 1985), enquanto que as lectinas de solandceas sdo ricas em hidroxi-

prolina, serina, glicina e cisteina (SHOWALTER, 1993).

Os principais carboidratos encontrados nas lectinas sdo N-acetil-glicosamina,
manose, L--fucose e xilose. Estes acticares sdo caracteristicos das lectinas de leguminosas

(SHARON e LIS, 1989a). Por outro lado, as lectinas de solandceas possuem arabinose e



galactose como tinicos constituintes da porcao glicidica. Nas lectinas de Solanum tubero-
sum (ALLEN et 1978) e de Datura stramonium (DESAI et 1981), todos os residuos de arabi-
nose (90 % da porgao glicidica) estdo ligados covalentemente aos residuos de hidroxipro-

lina, enquanto que os residuos de galactose estdo ligados aos residuos de serina.

As lectinas apresentam, ainda, sitios funcionais, conservados durante a evolugao,
caracterizados por conterem metais, carboidratos e aminodcidos predominantemente

hidrofébicos.

1.6 Aplicagoes das lectinas vegetais

As lectinas tém se mostrado ferramentas poderosas tanto para propésitos analiti-
cos como para pesquisas em bioquimica, biologia celular, imunologia e areas relaciona-
das. Uma de suas maiores contribui¢des tem sido no esclarecimento do papel de mem-
branas celulares e subcelulares. Nestes estudos usam-se lectinas marcadas, quer radioa-
tivamente, quer com fluoresceina, quer imunomarcadores (NICHOLSON, 1974; RAPIN e

BURGER, 1974; LIS e SHARON, 1986).

A afinidade de lectinas por glicoproteinas de superficie celular tem sido empre-
gada para a identificacdo de microorganismos. Assim é que, Neisseria gonorrhoea pode ser
diferenciada de outras espécies de Neisseria por sua aglutinacdo com a aglutinina de
germe de trigo (SHAEFER, et 1979). Existem relatos que algumas cepas nado encapsuladas
de Neisseria meningitides, assim como alguns meningocos sdo também aglutinados. Ficou
demostrado que a reagdo lectina--Neisseria era especifica por agticar e que as diferengas
residiam nos carboidratos da superficie celular de diferentes cepas de Neisseria gonor-

rheae (CURTIS, e SLACK, 1981).

Na imunologia, algumas lectinas sdo consideradas mitégenos-padrao induzindo

uma potente estimulagdo linfocitaria (CAMPBEL et al. 1982).

Em parasitologia, a capacidade aglutinante das lectinas foi utilizada na anélise de

cepas de Tripanossoma cruzii e Leishmania (SCHOTTELIUS, 1982).



O uso das lectinas como ferramenta para o diagnostico e terapéutica do cancer po-

de ser assim resumido (Figura 3):

1.

Lectinas como sondas diagosticas ligantes de carboidratos nas superficies celulares;

Lectinas como marcadores tumor-especificos com a producdo de neoglicoproteinas,
neoglicoenzimas, pseudopolissacarideos, anticorpos anti lectinas que podem ser as-
sociadas a radiois6topos, biotina, enzimas, fluorocromos, drogas tumoricidas, citoto-

xinas e oligonucleotideo;

Lectinas como citotoxinas antitumorais, quer por agdo direta (como a ricina - RCA-I)

quer por ativagdo de linfécitos;

Lectinas como imunotoxinas (lectinas citotéxicas de plantas acopladas a anticorpos

monoclonais);

Lectinas como indutoras de resposta biolégica, como ativacao de linfécito e inducao

de liberagdo de linfocinas (MODY et al., 1995).

Lectinas na terapéutica e no diagnéstico do canceer

Lectinas associadas

L atumores no soro
8-\

1/81 Sonda especifica
plcélulanormal-1) (@] @\ S—- [~ >

Ligaces a um si- X
tio secundario 2 Apoptose
(célula endotelial (Perda de Ly) Efeito anti-tumor e imuno-|
atividada) estimulagao via células
efetoras ativadas
Liberagao do sitio primario 598 Lg
. AL
1Ly, ILg, TNF Sg Sg

Células mononucleares

Figura 3 - Esquema das intera¢6es provaveis mediadas por lectinas na célula normal (A) e na célula tumoral (B). (L1 e

L2 lectinas especificas de células; L3 lectinas associadas as células tumorais; L4 lectinas em células ativadas; L5 e L6

lectinas de plantas com atividades mitogénicas ou antitumoral direta ou indireta; S1 - S6 moléculas contendo acticares

especificos ligantes de lectinas (Moody et al, 1995).
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1.7 Sitios de combinagao de lectinas com carboidratos

Os sitios de ligacdes da lectina com o carboidrato sdo em forma de depressao rasa
na superficie da proteina, através de um ou dois pontos ou faces do carboidrato ligante.
Este sitio parece estd previamente formado, visto que ocorrem poucas altera¢des con-
formacionais apo6s a ligagdo do agticar. Em geral estes sitios sdo similares dentro de uma
mesma familia de lectina, mas muito diferentes em lectinas de familias diferentes, mes-

mo quando a especificidade é a mesma (LIS e SHARON, 1998).

Lectinas se combinam com carboidratos por uma rede de pontes de hidrogénio e por in-
teragdes hidrofdbicas, e as vezes, ions metélicos podem desempenhar algum papel. As pontes de
hidrogénio ocorrem entre os grupamentos hidroxilicos dos carbonos C3 e C4 do carboidrato e os
grupamentos aminos, hidroxilicos e atomos de oxigénio das proteinas. Assim, quando as duas
hidroxilas adjacentes de um monossacarideo interagem com dois diferentes atomos de um
mesmo aminodcido eles formam pontes de hidrogénio bidentada. Um tipo diferente de ponte
de hidrogénio e caracteristico para complexos glicoprotéicos é a ponte cooperativa em que um
grupo hidroxila age simultaneamente como doador a receptor. As forcas de van der Waals, ape-
sar de fracas, sdo freqiientemente numerosas e juntas contribuem significativamente para a liga-

¢ao (Lise SHARON, 1998).

Mesmo sendo os carboidratos moléculas altamente polares, a disposigao espacial dos
grupos hidroxilas criam pontos hidrofébicos na superficie do agticar que possibilitam contatos
com regides hidrofébicas da molécula protéica. Um tipo comum de interacdo é o empilhamen-
to de monossacarideos na cadeia lateral de aminoécidos arométicos como fenilalanina, tirosi-
na, e triptofano. Em adi¢ao, o grupo metil de acticares N-acetilamina montados frequentemen-

te reage residuos aromaticos das lectinas (LIS e SRARON, 1998).

Contatos entre proteinas e seus ligantes sdo algumas vezes mediadas por pontes de &-
gua. As moléculas de dgua tém a capacidade de agir como doadora e receptoras de hidrogénios.
Comparacdo de uma série de agticares ligados a uma certa lectina, ou uma série de lectinas liga-
das a certo agtcar, muitas vezes revelam comumente moléculas de agua, sugerindo que sao

importantes elementos na ligacdo de reconhecimento (LIS e SHARON, 1998).

Como os sitios de ligacdo dentro de uma mesma familia sdo similares, é provével

que a frutalina apresente os mesmos que a jacalina.
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1.8 Carboidratos das superficies celulares humanas

As membranas celulares sao um mosaico fluido de glicoconjugados. A importan-
cia dos carboidratos da membrana, no reconhecimento celular e no seu micro-ambiente,
é imensa. Pode-se dizer que existe uma espécie de “linguagem glicosidica” para essas
interagdes, envolvendo moléculas especificas conhecidas como receptores de adesao

(SHARON e LIS, 1993).

As superficies celulares dos vertebrados sao recobertas pelo glicocalix, constitui-
do por moléculas glicoproteicas, glicolipidicas e glicosaminoglicanos, conhecidos como

glicoconjugados (MUSTAC et al, 1996, SHUMACHER et al, 1996).

A proporgao de carboidratos covalentemente ligados a membrana plasmatica de células
eucariéticas varia de 2 a 10% do seu peso. Muitos destes carboidratos estdo em ligagdes O-
glicosidicas ou N-glicosidicas com proteinas (glicoproteinas) e em ligagdes O-glicosidicas com as
ceramidas (glicolipidios), sendo que os glicoconjugados predominantes sao realmente as glico-
proteinas contendo 80% de todos os carboidratos da superficie celular. Por outro lado, somente
10% dos lipidios da membrana sao glicosilados (SMETS e BEEK, 1984). Estas unidades de carboi-
dratos tém uma distribuicdo assimétrica na superficie externa da célula. Apesar da sua relativa
baixa proporgao por peso de membrana, os carboidratos estdo distribuidos por toda a superficie
celular e formam, além da matriz extracelular, a primeira camada de interagdo com outras célu-

las (SMETS e BEEK, 1984).

Os residuos de carboidratos dos glicoconjugados desempenham muitas fun¢des
celulares importantes, tais como o reconhecimento, comportamento, inibigdo por conta-
to, crescimento e diferenciacdo celular (MUSTAC et aL, 1996, SCHUMACHER et al, 1996).
Estas fungdes sao dependentes do ntimero e tipo de residuos dos agticares, de conforma-
¢des anomeéricas, presenca ou auséncia de ramificagdes moleculares, tipo e quantidade
de acido sidlico. Essas propriedades particulares dos glicoconjugados contribuem para a
microheterogeneidade estrutural e servem para o reconhecimento de sinais celulares

(MUSTAC et al, 1996; SCHUMACHER et al, 1996).
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Os carboidratos da superficie celular podem mostrar niveis alterados de expres-
sdo em tumores primérios e metastatico. Também, muitas mucinas associadas a tumores
sdo identificadas em canceres como os de mama, pancreas, bexiga, célon e prostata
(ALAN et al, 1990; KROGERUS et al, 1990). Ressalta-se que a lectina HPA (Helix pomatia) é
um preditor da progressdo no cancer do célon (NOGUECHI et al, 1993). Acumulam-se
evidéncias que carboidratos de superficie celular que medeiam a adesividade celular sao

importantes na metastase (SCHMITT, 1998, 2000; NOGUCHI et al, 1993).

Dentre muitos monossacarideos encontrados na natureza, apenas manose, glucose,
galactose, N—-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, acido sidlico e fucose sdo encontra-

dos como componentes dos glicoconjugados animais (SCHUMACHER et al, 1996).

A organizagdo dos receptores de adesdo celular compreende uma variedade de
moléculas, que foram primeiramente entendidas através do estudo das interagdes dos
linfécitos com o endotélio no processo de inflamacdo. Dentre estas, estdo incluidas: as
Selectinas, Integrinas, Caderinas, Membros da classe das superfamilias, Proteinas ricas
em carboidratos referidas como Gly-CAMS (moléculas de adesdo celular-dependentes

de glicosilacdo) e CD44 (BUCK, 1995).

Em geral os receptores de adesao celular sdo moléculas heterodimeras com unidades
alfa e beta em ligacdes ndo covalentes. Apresentam um dominio extracelular, geralmente a
porcao amino-terminal que interage com o ligado, com a matriz celular ou molécula na su-
perficie de células adjacentes. O dominio citoplasmaético interage com elementos do citoes-
queleto. Ha também um dominio intracitoplasmatico hidrofébico (BUCK, 1995). Estas molé-
culas funcionam como ancoras, dando estabilidade aos tecidos e permitindo a polaridade
das células. Servem de transmissores de informacao entre o ambiente extracelular e a célula
para determinar a sua posicdo dentro dos 6rgaos bem como o estado de diferenciacao celu-
lar. Funcionam também como uma via condutora de informacdes induzindo a célula a or-
ganizar uma série complexa de moléculas e ativar processos genéticos especificos agindo,

portanto, como sinalizador de transducao (BUCK, 1995).

1.8.1 Integrinas

Sao moléculas heterodimeras constituidas de uma subunidade a ligada ndo cova-

lentemente a subunidade f. Sao conhecidas 8 subunidades B e 14 subunidades o que nos

13



mamiferos, se organizam para formar 20 diferentes integrinas (WILCOX, 1990). As inte-
grinas com subunidades 1 estdo relacionadas com adesao célula-matriz e servem de
receptores para a laminina, o colageno e a fibronectina (WILCOX, 1990). As que possuem
subunidade B2 sdo exclusivas para os leucdcitos (WILCOX, 1990). As B3 sdo achadas prin-
cipalmente nas plaquetas (WILCOX, 1990). Existe uma espécie de seletividade de combi-
nagao em que as subunidades 3 se combinam com especificas subunidades o. Por exem-
plo, B1 combina-se com a5 e forma o receptor para fibronectina; quando se combina com
a6 forma o receptor para laminina (BUCK, 1995). Apesar da especificidade para ligantes
especificos, as integrinas podem servir como receptores para multiplos ligantes. Porque
a célula precisa de mais de um receptor para a mesma molécula, como, por exemplo,
para o colageno, ndo esta bem entendido, mas sabe-se que as integrinas transmitem si-
nais através da membrana para dentro da célula e, diferentes integrinas podem transmi-
tir diferentes mensagens, assegurando desta forma que atividades importantes para a

célula sem realizadas (BUCK, 1995).

Existe um dominio comum de liga¢do dentro das complexas moléculas ligantes.
Consistem de pequenas seqiiéncias de 3 a 6 aminoacidos. Assim, uma interacdo entre
integrinas e fibronectina envolve os aminoacidos arginina, glicina e &cido aspértico.
Também foi observado, que a estrutura tridimencional é importante para fortalecer a
ligacdo e o reconhecimento do ligante a uma integrina particular o que pode ser influen-
ciada pelo tipo de célula em que o receptor estd expresso (HEMLER et al. 1990), pela pro-
teina em que a integrina esta associada (BROWN et al. 1990), a composicao da camada
bilipidica e a concentracdo de cations divalentes no meio extracelular SMYTH et 1992).

Isto sugere que o microambiente influencia a funcdo da integrina.

As modificacdes da integrina por alteracdes de glicosilacdo (KAWANO et 1993),
fosforilagdo (VALMU et 1991) ou composigdo de aminoacidos resultantes de alteracdes de

RNA mensageiros, afetam a sua fungdo (VALMU et al, 1991).

As subunidades B tém de 90 a 120KDa. Possuem um dominio aminoterminal ex-
tracelular grande com 75Kda, um dominio transmembranar hidrofébico e um citoplas-
matico, pequeno, com 50 aminodcidos que é a porc¢do terminal carboxil (HOGERVORST et
1990). A subunidade B é rica em liga¢des dissulfeto e possue 56 residuos de cisteina colo-

cados em posicdo homoéloga em todas as subunidades (YEE e HYNES, 1993) e sao dobra-
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das na regido homologa dentro da estrutura tercidria e esta precisao é essencial para a
funcado das integrinas (CALVETE et 1991). A subunidade 4 é muito diferente, pois apre-
senta um dominio citoplasmatico maior e mais pesado com 1000 aminoéacidos e pesando

180 kDa (HOGERVORST et 1990).

As subunidades o sdo geralmente maiores que as 3, pesando entre 120 a 140KDa,
com excecdo da al que é cerca de 180 kDa (HELMER, 1990). Sdo também moléculas
transmembranares com o dominio extracelular na extremidade amino. O dominio cito-
plasmaético é significativamente diferente nas diversas subunidades o e pode funcionar
como um regulador natural controlando a distribuicio do receptor e sua atividade

(YLLANE et 1993).

Estudos feitos em carcinomas de pulmado, intestino, préstata e mama, linfomas,
leucemias, melanomas, e neuroblastomas mostram diferentes aspectos de expressao das
integrinas, quando comparados aos tecidos normais (ALBELDA, 1993). Carcinomas po-
bremente diferenciados mostram perda de expressdo das integrinas (STAMP e
PIGNATELLI, 1991). Os caminhos de investigacdo de integrinas alteradas nas células tu-
morais tém ocorrido em diferentes linhas de pesquisa: através do bloqueio de lesdes
metastaticas com agentes especificos, anticorpos ou peptideos, que perturbam a intera-
¢do integrina-ligante; através do estudo de linhas celulares mutantes que falham em ex-
pressar um receptor particular e a sua correlacdo com a expressdo de integrinas e o po-
tencial metastatico; através da transfeccdo de diferentes c-DNA que codificam vérias
subunidades de integrinas e estudar o efeito da expressdao de novas integrinas e suas
propriedades metastaticas (BUCK, 1995). Evidéncias experimentais sugerem que as inte-
grinas podem controlar o crescimento tumoral, promover a migracdo celular e a invasao
pela membrana celular, e facilitar o processo de metéstase. Isto deve refletir uma combi-

nacado de integrinas alteradas para permitir um comportamento aberrante (BUCK, 1995).

1.8.2 Caderinas

Sdo uma superfamilia de moléculas requeridas para o reconhecimento célula-
célula, a morfogénese tecidual e a manuten¢do da integridade dos tecidos em vertebra-
dos e invertebrados (BUXTON e MAGEE, 1992). Os membros desta familia recebem nomes

de acordo com o tecido em que primeiramente foram isolados. Por exemplo, as caderi-
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nas das células epiteliais sdo denominadas como E-caderinas enquanto a N-caderina é

expressa pelas células neurais (BUCK, 1995).

Uma tipica caderina de maniferos é uma glicoproteina transmembranar com 723
a 748 aminodcidos, e tem uma massa molecular de cerca de 120KDa. A porcado extracelu-
lar possui quatro subunidades repetidas com aproximadamente 110 aminoacidos que é o
dominio, dependente de célcio, da atividade da caderina (HATTA et 1988). O dominio
citoplasmaético tem massa molecular de 14KDa e mostra alto grau de homologia dentro
das caderinas (HATTA et 1988), possuindo como fun¢ao comum, a ligacdo ao citoesquele-
to celular. Muitas caderinas contém, ainda, uma seqtiéncia hidrofébica dentro da mem-

brana; uma excecdo é a T-Caderina (HATTA et al. 1988).

Algumas das subfamilias das caderinas sdo vistas como fazendo parte de com-
plexas estruturas de adesao celular, conhecidas como desmossomos (BUXTON e MAGEE,
1992). Outras aparecem envolvidas na adesdo celular durante a histogénese e fazem par-
te de estruturas menos complexas como as juncdes aderentes. Estas estruturas comple-

xas de adesdao possuem um mecanismo homofilico dependente de calcio (BUCK, 1995).

Existem duas regides na molécula que controlam a especificidade de ligagao.
Uma delas é dentro dos 113 aminoécidos na extremidade aminoterminal e envolvem
residuos ndo conservados e também uma seqiiéncia comum His-Ala-Val (HATTA et al,
1988). A segunda regiao esta localizada perto da regido contendo cisteina adjacente ao
dominio transmembrana. Estas duas regides estdo separadas por um peptideo linear

(BUCK, 1995).

O dominio citoplasmaético das caderinas é altamente conservado e regula a inte-
racdo entre os elementos do citoesqueleto e o seu préprio receptor. A interacdo com o
citoesqueleto ocorre com os ultimos 72 aminoacidos da porgdo carboxilterminal. A dele-
¢do desta regido inativa a atividade de adesao (BUCK, 1995). As caderinas interagem com
microfilamentos de actina via moléculas intermediarias associadas ao citoesqueleto. En-
volve 3 diferentes proteinas chamadas cateninas que sdo designadas a, 3 e y, com pesos
entre 83 a 120 kDa (NAGAFUCHI et al, 1991). Existem evidéncias de algumas diferencas
entre as cateninas dos diversos tecidos. Por exemplo, a a-catenina existe nas células epi-

teliais que interagem com a E-caderina e possui uma forma diferente porém relacionada
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a o-catenina do tecido neural. Estas diferencas sdo importantes na organizacao e regula-
cdo dos varios tecidos (HIRANO et al. 1992). E fundamental no processo morfogenético
(EDELMAN, 1992). A movimentacao celular de uma camada para outra, bem como a rein-
tegragdo em outro tecido durante a embriogénese é acompanhada pela perda da expres-

sdo de uma caderina e subseqiiente expressdo de uma outra (HIRANO et al. 1992).

A perda da expressao das E-caderinas ou a faléncia de sua fungdo poderia facili-
tar a invasdo das células tumorais (VAN ROY e MARELL, 1992). Muitos tumores experi-
mentais mostram esta correlagdo. Em geral as células tumorais que permanecem epite-
libdes continuam expressando caderinas e ndo sdo invasivas. As células dos carcinomas
com fenétipo fibroblédstico ndo expressam E-caderinas, produzindo tumores indiferenci-

ados e com grande potencial de invasividade (FRIXEN et al, 1991).

A fungao alterada das caderinas pode ocorrer por uma expressao anormal por al-
teracdo nos seus receptores, bem como das proteinas a elas associadas, como as cateni-
nas (VALLES et al, 1992). Os fatores de motilidade celular também podem influenciar de
maneira negativa, uma vez que estes fatores induzem a fosforilagdo de proteinas trans-
membrana que podem afetar de alguma forma as caderinas ou suas proteinas associadas

(MATSUYOSHI et al, 1992).

1.8.3 Selectinas

As selectinas sdo lectinas enddgenas Sao moléculas reconhecedoras de oligissaca-

rideos que intermedeiam a interacdo celular com o endotélio (BUCK, 1995).

A L-selectina (linfdcitdria) estd expressa nos linfécitos, neutréfilos, macrofagos e
mondcitos e foi identificada por anticorpo monoclonal que bloqueia a adesao dos linféci-

tos em um receptor especifico designado por LAM-1 (TELDDER et al, 1989).

A E-selectina (endotelial) também foi identificada por anticorpo monoclonal e i-
nicialmente foi reconhecida como molécula de adesdo celular endotélio-leucécitol
(ELAM-1). A sua expressdao no endotélio é transitéria quando induzida por citocinas

como Interleucina-1, fator de necrose tumoral e interferon (POBER et al, 1987).

A P-selectina (plaquetaria) foi originalmente identificada nas plaquetas. E tam-

bém conhecida como proteina granular de membrana-140 (GMP-140) (STENBERG et al,
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1985) e ainda como proteina de membrana granular externa dependente de ativagdo
plaquetéria - PADGEM (BERMAN et al, 1986). A histamina, a interleucina 8 e agentes oxi-
dantes promovem a répida expressao de selectina na superficie de plaquetas e endotélio

(GENG et al, 1990).

A porgdo extracelular das trés selectinas consiste de 3 dominios. O dominio ami-
noterminal é uma seqiiéncia de 120 aminoacidos homélogos com um dominio de reco-
nhecimento de carboidratos do tipo C ou lectina animal dependente de calcio. O domi-
nio de lectina é composto por 35 a 40 aminoacidos como a seqiiéncia EFG. Este é seguido
de cerca de 60 aminoécidos que sdo homoélogos para ligacdo complementar ao dominio
proteico. Existe um pequeno dominio hidrofébico transmembrana e um citoplasmatico

de 17 a 35 aminoécidos (BUCK, 1995).

Os ligantes para cada selectina incluem carboidratos. A L-selectina pode ser ini-
bida por polissacarideos ricos em manose-6 fosfato e fucoidina, que ¢ um polimero sulfa-
tado de fucose (BUCK, 1995). A remocao de acido sidlico da superficie dos linfécitos e do
endotélio suprime a ligacdo de um ao outro (BUCK, 1995), sugerindo que o 4cido sialico é
um importante constituinte ligante de carboidrato. A remocao da fucose ou acido sidlico
por bloqueio com o anticorpo Sialil-Lewis impede a adesdo mediada por E- selectina.

(MOORE et al, 1991).

Curiosamente a L-selectina pode servir como ligante para E-selectina (PICKER et
al, 1991), uma vez que as selectinas podem apresentar oligossacarideos os quais servem

de ligacao para a selectina da célula vizinha.

Como as selectinas reconhecem receptores oligossacarideos sialisados e fucosila-
dos podem esta envolvidas no processo metastatico ja que muitas células tumorais mos-

tram elevados niveis de glicoproteinas sialisadas e fucosiladas (WARREN et al, 1972).

1.8.4 CD44

Membro da familia das proteinas ligantes de coldgeno, inicialmente foi reconhe-
cido como molécula ligante dos linfécitos ao endotélio venular para a movimentagdo dos
linfécitos do sangue aos tecidos (HEIDER et al, 1993). O CD44 também pode se ligar ao

acido hialuroénico e facilitar o extravasamento das células tumorais por se ligar a micro-
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vasculatura ou ao linfécito e também por funcionar cooperativamente com outros recep-

tores em estabilizar interacoes célula-célula (BUCK et al, 1995).

A massa molecular do CD44 é variavel de 80 a 200 kDa e depende da glicosilagao
de cada forma (TOLG et al, 1993). A forma mais comum é encontrada nos linfécitos com

peso de 90 kDa e nas células epiteliais (TOLG et al, 1993).

O CD44 estd expresso em muitas isoformas diferentes que estdo relacionadas
com o potencial metastatico de varios tumores. As isoformas tém diferentes potenciais
de adesividade (CAMP et al, 1991). Também pode funcionar como facilitador de sinal de

transdugao (KOOPMAN et al, 1990).

1.8.5 Receptor da superfamilia das imunoglobulinas

Constitui uma das mais diversas familias de receptores. Incluem, imunoglobuli-
nas, receptor do complexo maior de histocompatibilidade, receptor de células T e molé-
culas associadas com vdarias neoplasias como o antigeno carcinoembrionario (CEA), mo-
lécula alterada no céncer colon-retal (DCC) e molécula de adesdo neural (NCAM)

(BENCHIMOL et al. 1989; FEARON et al, 1990; CUNNINGHAM et al, 1987).

Os membros mais importantes da familia das imunoglobulinas incluem: ICAM-1,

ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1 (BUCK, 1995).

Uma caracteristica particular dos membros da superfamilia das imunoblobulinas
é a presenca de unidades homoélogas de imunoglobulinas no dominio extracelular
(BUCK, 1995). Muitos membros deste grupo sao moléculas transmembranas e interagem
com o citoesqueleto, com proteino-quinases e regulam a atividade de receptores ou ini-
ciam reagdes de ativacdo, funcionando como segundo mensageiro que resulta na ativa-
¢do de outros receptores ou induzindo fungdes celulares como a divisdo (SHIMIZU et al,

1991).

O ICAM-1 fica expresso por ativagdo com interferon gama, fator de necrose tu-
moral, interleucina-1 e lipopolissacarideos. A expressao do ICAM-2 é constitutiva e nao
é afetada por mediadores inflamatérios (BUCK, 1995). Todas as trés moléculas de ICAM
funcionam como receptores para as integrinas al e 2 (BUCK, 1995). O VCAM-1 é encon-

trado nas células endoteliais ativadas por citoquinas (LEPPA et al, 1992).
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A freqtiéncia de expressao de ICAM-1 é baixa em muitos tumores, exceto para os me-
lanomas e certos carcinomas (ALBELDA, 1993; JONSON et al. 1989). A progressao do melanoma
e o risco de metastase tém sido correlacionados com a expressdo de ICAM-1 (JONIC et al,
1992). A expressao de VCAM-1 no endotélio em cultura promove adesdo de células de mela-

noma através da integrina a4f1 nas células do melanoma (THOMAS et al. 1991).

O CEA é uma proteina oncofetal que esta associada a certos tumores como os de
intestino e pulmao (ACHESON et al, 1991). Existem 6 tipos de CEA. A diferen¢a maior é a
forma como estdo ligados a superficie celular. O CEA estd ancorado em uma ligacdo com
o fosfatidilinositol e ndo tem dominio citoplasmético, enquanto que outras moléculas
relacionadas se ancoram a membrana via seqiiéncias tipicas de aminoacidos em dominio
hidrofébico transmembrana e possuem dominio citoplasmatico. A funcao do CEA néo
esta totalmente clara. Sabe-se que promove a agregacao entre células homofilas, depen-

dente de calcio (BENCHIMOL et al, 1989).

Existem evidéncias experimentais de que as células com expressdao do CEA mos-

tram mais metéstase hepatica especificamente para os sinuséides (BUCK, 1995).

Outra molécula relacionada a superfamilia é o NCAM. Inicialmente descrita co-
mo molécula de adesdo das células neurais, é, agora, sabida estar presente em muitos
tipos celulares (BUCK, 1995). E importante para o desenvolvimento embrionario e tem
papel central na inervacdo muscular (CUNNINGHAM et al, 1987). Existem a forma embri-
ondria e a adulta com diferengas nos homopolimeros a-2,8 acido sidlico, com a quanti-
dade maior na forma embrionaria (KIBBELLAR et al, 1991. A expressdao de NCAM foi en-
contrada em tumores neural e neuroenddcrinos, sendo a forma embrionéaria, menos ade-

siva, a que tem sido identificada em tumores (KIBBELLAR et al, 1991).

Todos estes diferentes grupos de moléculas envolvidas na adesdo celular sao
fundamentais para o complexo e harmonico processo de crescimento e diferenciacao das
células. As alteracdes que ocorrem nas moléculas de adesdo levarao ao crescimento a-

nodmalo dos tecidos.
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1.8.6 Mucinas

Mucinas sdo grandes moléculas glicoproteicas em forma de bastao devido a pre-
sencga de aglomerados de serinas e treoninas enfileiras em sitios repetidos. Muitos glico-
conjugados epiteliais pertencem a familia MUC. No epitélio normal polarizado as muci-
nas sdo expressas exclusivamente na sua regido apical em dire¢do ao limen do 6rgao. As
mucinas soltveis sdo secretadas, exclusivamente, na cavidade dos 6rgdos. Nas células
malignas esta organizagdo é perdida, onde as mucinas podem estar expressas tanto no
citoplasma como em qualquer parte da superficie celular e podem ainda ser langadas no
sangue (VARKI, A., et al, 1999). Alguns estudos avaliaram a expressao de diferentes tipos
de mucinas em carcinomas; por exemplo, MUC1, MUC2, MUC3, MUC5AC, MUC6 a-

presentam alterada expressdo em carcinomas de mama (SCHMITT, FC., ROSE, V., 2001).

As mucinas parecem ser os principais alvos de glicosilagdo alterada nos carcino-
mas, conferindo um potencial de metastase as células malignas. Devido a glicosilagao
incompleta as células passam a expressar formas imaturas dos residuos serina e treoni-
nas, os conhecidos antigenos T e Tn (VARKI, A., et al, 1999). Existe uma correlacdo entre a
expressdo destes antigenos e pior progndstico em pacientes com cancer, notadamente,

da mama (SCHMITT, FC, 2000).

1.8.7 Galectinas

Constituem uma familia de lectinas end6genas ligantes de glicoconjugados con-
tendo B-galactose com sitios de ligagdo conservados (ANDRE, A., et al, 1999). As galecti-
nas estdo amplamente distribuidas no reino animal podendo ocupar diversas localiza-
¢Oes sub-celulares, podem ser multivalentes ou oligoméricas. Sao capazes de promover
adesao celular, enquanto que outras apresentam potente atividade biol6gica, como por
exemplo, capacidade para induzir apoptose, alteracdes metabdlicas, ativacao celular e

mitose (VARK], A. et al, 1999).

Em 1976, foi isolada por Kornfeld, a primeira galectina de mamifero (Galectina-1)
de extratos de coragdo e pulmdo bovinos. Outros elementos desta familia foram sendo

descobertos em diversos tecidos, recebendo uma sistematizagdo em 1994 (VARKI, A. et

al, 1999).
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O dominio de ligacdo das galectinas tem, aproximadamente, 130 aminodcidos;
porém, apenas poucos residuos estabelecem contato direto com o carboidrato ligante

(VARKI, A. et al, 1999).
A expressdo destas moléculas é altamente regulada. Quando existem mutagdes
ocorrem defeitos no desenvolvimento animal, com alteragdes da fisiologia e diferencia-

¢do celular (VARK], A. et al, 1999).

Foi demonstrado que a presenca de RNAm para galectinas humanas 1, 2, 3, 4,7, 8
e 9 em tumores de mama, de célon, de pele, de rim, sistema hematopoético e sistema
urogenital mostram expressdo aumentada de uma forma especifica dependente do tipo
celular; por exemplo, a positividade para galectinas 2 e 4 ficou confinada a uma fragao
significativa de tumores célon-retal e neural (LAHM, H., ef al, 2001). Outro estudo de-
monstrou uma correlacdo com um aumento da galectina-1 e reducdo da galectina-3, ou
uma redugdo de ambas as galectinas com a ocorréncia de metéstase ganglionar em tu-

mores de mama e colon (ANDRE, A., et al, 1999).

1.9 Lectinas no cancer de mama

Os estudos epidemiolégicos e experimentais apontam que o cancer de mama se
desenvolve a partir do epitélio normal através de multiplos estagios intermediarios de
progressdo tumoral, que compreendem a hiperplasia ductal tipica, hiperplasia ductal
atipica, carcinoma in situ e por altimo, carcinoma invasivo (DUPONT et al, 1993: SLOANE,

1993) (Figura 4).

O maior problema no tratamento dos canceres é que podem se disseminar para
sitios distantes do organismo e uma vez desenvolvidos multiplos focos tumorais nao
existe um tratamento efetivo e em geral as metastases determinam a morte do paciente.
O processo de metastase é insidioso, progressivo e complexo (N OGUCHI et al, 1993). A
possibilidade de conhecer e predizer a disseminagdo tumoral depende do entendimento
da microanatomia local e de seu microambiente e das propriedades das células tumorais

envolvidas (SCHMITT et al, 1994).
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Na verdade, estudar as interacdes da membrana celular tumoral com o ambiente
extracelular pode possibilitar uma compreensao das etapas importantes da cascata me-

tastatica e o desenvolvimento de meios efetivos de intervencao terapéutica.

Em cancer de mama néo existe um modelo metastatico animal de relevancia cli-
nica. Schumacher e colaboradores tém estudado o processo metastatico usando lectinas
em ratas imunodeficientes. A lectina HPA funciona como um marcador metastatico

promissor (SCHUMACHER et al, 1995).

Um outro grande problema no cancer de mama é que cerca de 50% das pacientes
tém metéstase axilar no momento de seu diagnéstico e necessitam de terapia adjuvante. Da
outra metade das pacientes com axila negativa, 70% tem cura com a cirurgia e 30% tera reci-
diva e/ou metéstase (MICHELL ef al, 1995). A procura de fatores progndsticos que possam
predizer qual dos pacientes com axila negativa terdo progressdo de sua doenca é de funda-
mental importancia, j& que implica em uma conduta terapéutica adjuvante. Com este desa-
fio, muitos fatores prognoésticos tém sido pesquisados, como o tamanho do tumor, o envol-
vimento dos linfonodos axilares, tipo e grau histolégico, receptores hormonais e indice proli-
ferativo, mas de longe o melhor deles é o estado dos linfonodos axilares (BROOKS et al, 1993;
SCHMITT et al, 2000). Dentre os diversos fatores prognésticos moleculares investigados, exis-
tem aqueles que rotineiramente devem ser avaliados pelo patologista e informados ao clini-
co para ajudar nas condutas terapéuticas: os receptores de estrégeno e de progesterona, a
taxa de proliferacao celular tumoral pelo anticorpo MIB-1, os oncogenes c-erb-B2 e p53; o
antigeno Sialil-Tn, e o indice angiogénico sdo dois outros fatores bastante promissores
(SCHMITT et al, 2000). Dentro de perspectiva do estudo das lectinas como um marcador
prognostico, a HPA esté fortemente correlacionada com o acometimento dos ganglios axila-

res (SCHUMACHER et al, 1995; BROOKS, 2000).

Os estudos do cancer de mama utilizando lectinas demonstram a heterogeneida-
de para expressao de vdrias lectinas dentro da populacao tumoral (TOMAS et al, 1993),
outros relacionam a expressdo de sitios de ligacdo com receptores hormonais, também
com o aumento de acido sialico nas células tumorais (TOMAS et al, 1993), e ainda expres-
sdo das lectinas com o potencial metastatico (SCHUMACHER et al, 1995; RAK et al, 1992;
FUKUTOMI et al, 1991; BROOKS et al, 1991; 2000), e com muitos outros fatores de prognos-

tico para cancer de mama, como a ploidia, oncogenes e fracao de fase S, dentre outros.
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Alguns também correlacionam a sobrevida e tempo livre de doenca. Estes achados de
literatura podem ser vistos nas Tabelas 1 e 2, que mostram uma revisao bibliografica de

18 anos (1983 a 2001).

FIGURA 4 - Progressao tumoral no cancer de mama.

\‘\‘ A £ . &l Z
C: hiperplasia ductal atipica (HDA) D: carcinoma in situ (CDIS)

E: carcinoma ductal i 1nva51vo (CDIV) - ' F: metastase ganghona
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Tabela 1 — Trabalhos publicados entre 1983 e 2001 sobre interacdo entre lectinas e
cancer de mama, relacionadas com parametros clinicos, patolégicos e moleculares.

Correla-
Parametros cao Posi- Referéncias
tiva
Brooks, AS & Leathem, AJ (1993)%;, Rak, JW, et al
Taxa de Proliferacao 4*/4  |(1992)*; Klein, PJ, et al (1983)* e Vierbuchen, M, et al
(1983)*.
Terapéutica Endécrina 2*/2  |Klein, PJ, et al (1983)* e Vierbuchen, M, et al (1983)*.
Mustac, E, et al (1996)*; Schumacher, U, et al (1996)%;
Heterogeneidade 8+/8 Kr.ogerus, L, et al (1990)*; Schumarcher, U, et al (1995)%;
Michell, BS, et al (1995)*; Rak, JW et al (1992*; Dansey, R,
et al (1989)* e Leathen, A, et al (1983)*.
Receptor da proteina do leite 2*/2  |Klein, PJ, et al (1983)*, Schmuacher, u et al (1995)*
Mustac, E, et al (1996)*; Usa et al (1992)*, Fukutomi, t, et
) al, (1989)*, Leathen, A, et al (1983)*, Dansey R et al
Receptor de Estrogeno /8 (198(8)**, )Helle, M & Krohn, K (1(986)’?, Remmele, W et al
(1986)* Helpap, B et al (1989)*.
Barry, J D et al (1984)**Brooks AS, et al (1996)%,
Krogerus, L, et al (1990)*, Tomas, M, et (1993)*, Fukutomi,
T, et al (1991)*, Brooks SA, et al (1991)*, Walker, RA, et al
L . 1990)**, Alam, SM, et al (1990)**, Fukutomi, t, et al,
Recorréncia e Sobrevida 117/16 51989i*, Marth, R, et al (198(8)**, )Fenlon, S, et al (1987)*,
Leathem, AJ, et al (1987)*, Barry, JD, et al (1994)**,
Gusterson, BA et al(1993)*, Dansey, R et al 1988)*, Dwek,
MV (2001)*.
Mustac, E, et al (1996)*, Schumacher, U, et al (1996)*, No-
guchi, M, et al (1993)*, Noguchi, M, et al (1993)*, Tomas, M,
et (1993)*, Brooks, AS & Leathem, AJ (1993)**, Brooks SA,
Metastase axilar 13*/16 [et al (1991)*, Walker, RA, et al (1990)**, Leathen, A, et al
(1983)*., Fenlon, S, et al (1987)*, Mitchell, BS, et al (1998)%,
Gusterson, BA et al (1993)*,Melato, M et al (1998)**, Ludwiig
group (1993)*, Alam, SM et al (1990)*, Brooks, SA (2000)*.
Inibicao da proliferacao celular 1*/1 |Marth, R, et al (1988)*
Barry, J D et al (1984)**, Marth, R, et al (1988)*, Hen-
Progresso tumoral 7+/8 ou, C, et al (1998)*, Karuma, V, et al (1992)*,
Skutelsky, E et al, (1988)*, Streets, AJ et al (1996)*,
Dandey, R et al 1988)*, Remani, V et al (1989)* .
Nucleélos 1*/1 |Helpap, B. (1989)*
Grau nuclear 2*/2  |Fukutomi, t, et al, (1989)*, Alam, SM et al (1990)*
Oncogene 1*/1 |Leathen, A, et al (1983)*.
Brooks SA, et al (1991)**, Alam, SM, et al (1990)*,
Tamanho do tumor 2*/3 Leathen, A, et al (1&83).*) ( )
Mustac, E, et al (1996)*, Brooks SA, et al (1991)**,
Grau histolégico 4*/5 |Alam, SM, et al (1990)*, Leathen, A, et al (1983).%,
Karuma, V, et al, (1992)*
Tipo histologico 1*/1 |Leathen, A, et al (1983).*
Fase S 1**/1 |Brooks SA, et al (1991)**
Idade 1**/1 |Brooks SA, et al (1991)**
Amplificacdo do C — Myc 1*/1  |Fukutomi, T, et al (1991)*
Amplificacdo do C — Erb 1*/2  |[Tomas, M, et (1993)*, Fukutomi, T, et al (1991)*
Metastase cerebral 1*/1  |Schumacher, U, et al (1992)*
. g Mustac, E, et al (1996)*, Noguchi, M, et al (1993)*,
Aneuploidia 3*/3 Brooks, AS & Leatlglem, AJ (19%3)* ( )
Metastase para mamaria interna 1*/1  |Noguchi, M, et al (1993)*

* Correlacao estatistica; ** Nao correlacao estatistica.
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Tabela 2 —Lectinas utilizadas em publicacées relacionadas com cancer de mama
entre 1983 — 2001

Lectinas Referéncias

Barry, J D et al (1984), Mustac, E, et al (1996), Usa
et al (1992), Walker, RA, et al (1990), Marth, R, et al
(1988), Marth, R, et al (1988), Kelli, M, et al, (1996),
Reusmele, W, et al (1096), Klein, PJ, et al (1983),
Vierbuchen, M, et al (1983), Mitchell, BS et al
(1998), Karuma, V et al (1992), Skutelsky, E et al
(1988), Dansey, R et al (1988), Melato, M et al
1998), Remmele, W et al (1986) .

PNA (Peanut Agglutinin)

Erva dos cancros (Pokeweed) Vierbuchen, M, et al (1983)

Walker, RA, et al (1990), Vierbuchen, M, et al

LTA (Lotus Tetragonolobus Agglutinin) (1983), Karuna, V et al (1992)

Walker, RA, et al (1990), Marth, R, et al (1988),

WGA (Wheat Germ Agglutinin) Vierbuchen, M, et al (1983), Karuma, V et al (1992),
Dansey, R et al (1988), Skutelsky, E et al (1988).

Bandeiraea 1 Leathen, A, et al (1983)

SBA (Soyabean Agglutinin) Leathen, A, et al (1983), Karuma, V el al (1992).

Walker, RA, et al (1990), Alam, SM, et al (1990),
Marth, R, et al (1988), Leathen, A, et al (1983),
Karuma, V et al (1992), Skutelsky, E et al (1988),
Dansey, R et al (1988), Alam, SM et al (1990) .

Con A (Concavalin A)

(RCA-Ricinuscommunis Reusmele, W, et al (1096), Karuma, V et al (1992),
Agglutinin) Skutelsky, E et al (1988).

Tumner, GA, et all (1997), Brooks AS, et al (1996),
Schumacher, U, et al (1996), Noguchi, M, et al
(1993), Noguchi, M, et al (1993), Tomas, M, et
(1993), Tomas, M, et (1993), Schumacher, U, et al
(1995), Michell, BS, et al (1995), Brooks, AS & Lea-
them, AJ (1993), Schumacher, U, et al (1996), Usa
et al (1992), Fukutomi, T, et al (1991), Brooks SA,
et al (1991), Alam, SM, et al (1990), Fukutomi, T et
al, (1989), Mitchell, BS et al (1998), Fenlon, S et al
(1987), Streets, AJ (1996), Gusterson, BA et al
(1993), Alam, SM et al (1990), Brooks, SA (2000),
Dwek, MV (2001).

HPA (Helix Pomatia Agglutinin)

Walker, RA, et al (1990), Fenlon, S et al (1987),

UEA I (Ulex Europeus Aggutinin ) Skutelsky, E et al (1988).

Artocarpus integrifolia (Jacalina) Remani, U et al (1989).

26



1.10 Caracterizac¢ao da frutalina

Artocarpus incisa (fruta-pao) pertencente a familia Moraceae, classe Magnoliadae e
subclasse Hemaneliadae é amplamente encontrada por todo Brasil. (Figura 5). Esta fami-
lia é formada por aproximadamente 75 géneros e 1550 espécies tropicais, sendo que ape-
nas poucas ocorrem nas regides temperadas. No Brasil podem ser encontrados 28 géne-
ros com cerca de 340 espécies (BARROSO, 1978). Somente dos géneros Artocarpus e Maclu-

ra, foram isoladas e caracterizadas lectinas.

1, 6rgdo masculino; 2, 6rgdo feminino; 3, ovario; 4, semente.

Figura 5 — Fruta-pao (Artocarpus incisa).
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O género Artocarpus é composto por cerca de 50 espécies; dentre estas ha varias
espécies que contém lectinas em suas sementes. A primeira lectina isolada na familia
Moracea pertencente ao género Maclura, foi isolada de sementes da espécie M. pomifera.

Esta lectina aglutina fortemente eritrécitos humanos e é mitogénica para linfécitos.

O género Artocarpus possui vérias lectinas isoladas e caracterizadas. A primeira
delas foi A. intergrifolia (MOREIRA & AINOUZ, 1977), conhecida como jacalina, sendo a
lectina mais estudada deste género e de toda a familia. A jacalina é uma glicoproteina
ligante de a-D-galactopiranoideos (BASU et al, 1988), embora ligue fortemente oligossa-
carideos a-ligados ao antigeno Thomsen-Friedenreich mais fortemente que outros dissa-
carideos (SASTRT, 1986). A jacalina é uma glicoproteina tetramérica de aproximadamente
56 kDa formada por quatro subunidades a, ligadas ndo covalentemente (AUCOUTURIER,
1987) e um pequeno peptideo de 20 residuos, a subunidade p. A estrutura tridimensional da
jacalina complexada com metil a-D-galactose foi recentemente caracterizada por cristalogra-
fia em que cada subunidade é formada por um P prisma simétrico, composto por trés gru-
pos de quatro folhas B. A lectina exibe um novo sitio ligante envolvendo o N-terminal da
cadeia o e que é gerado por modificagdes pos-traducdo envolvendo protedlise, se constitu-
indo no primeiro exemplo conhecido no qual tal modificagdo foi feita para conferir a especi-
ficidade por carboidratos. Este novo tipo de enovelamento deve ser caracteristico da familia
Moraceae. A estrutura fornece uma explicacdo a especificidade relativa da lectina por deri-
vados de galactose e fornece detalhes da base estrutural de sua especificidade pelo anti-

geno T (SANKARANARYANAN, 1996).

Uma outra lectina, manose especifica com forte efeito estimulador da migragao
de neutrofilos foi detectada também em sementes de Artocarpus integrifolia (MIRANDA,

1991) e isolada posteriormente (SANTOS, 1994) sendo denominada de KM+.

A espécie Artocarpus incisa popularmente conhecida como fruta-pao, é uma arvore de
médio porte, podendo atingir 15 metros de altura, de raizes profundas e caule de casca cinzen-
ta e lisa com 80 a 90 cm de didmetro, folhas grandes de 30 a 90 cm de comprimento por 30 a 45
cm de largura, alternadas em simples, coridceas, curvadas na base, recortadas em 5 a 7 lobos,
raramente inteiras, de cor verde escura. Suas flores sdo sem pétalas e muito pequenas. Ha du-

as variedades de fruta-pdo que diferem exclusivamente no fruto. A variedade apyrena nao
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possui sementes ou se as possui sao atrofiadas (variedade ndo seminifera). A variedade com
sementes, conhecidas como fruta-pao de carogo, possui fruto que pesa cerca de 1 Kg, com epi-
derme formando protuberancias hexagonais, massa ou polpa em pequena quantidade, envol-
vendo em média 80 sementes (Figura 4). Os primeiros estudos com a variedade seminifera de
Artocarpus incisa, culminaram no isolamento de uma lectina (MOREIRA & OLIVEIRA, 1983) e
posteriormente nomeada frutalina (MO REIRA et al, 1998). A frutalina aglutina hemdcias de
varios animais, aglutinando fortemente as hemaécias humanas, ndo apresentando especificida-

de por qualquer antigeno do sistema ABO.

A frutalina é uma glicoproteina alfa-D galactose ligante , contendo 2,1% de car-
boidratos em sua estrutura. Apresenta elevados teores de aminoécidos 4cidos, hidroxi-

lados e hidrofébicos e baixo teor de aminodacidos sulfurados (MONTEIRO, 1998).

A frutalina é uma proteina tetramérica, que apresenta uma massa molecular aparen-
te, dependente do meio, de 48KDa, com formagdo de tetramero apenas em pH alcalino de 10
(Figura 6). A presenca do agucar ligante parece estabilizar a estrutura quaternaria, mantendo
a estrutura tetramérica mesmo em valores de pH &cidos. A frutalina é composta por duas
subunidades de 15,5 kDa e duas de 12 kDa. A estrutura secundéria desta lectina é formada

predominantemente por folhas § antiparelalas (MONTEIRO, 1998).

1 ' 1 ' 1
I Mr=483kDa 1
05— 1 Mr=323-339kDa LT .
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Figura 6 — Cromatografia de filtracdo em gel da frutalina em diferentes
valores de pH. (Cedido por MONTEIRO, 1998)
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A frutalina é uma proteina de estabilidade moderada. A desnaturacdo térmica
desencadeia quase que simultaneamente um afrouxamento da estrutura tercidria, a per-
da de atividade hemaglutinante e da estrutura secundaria organizada. Quando tratada
em diferentes valores de pH, s6 apresenta modificacdes significantes ao nivel de estrutu-
ra secundaria e tercidria, apenas em pH12. Agentes caotrépicos sdo capazes desnaturar a

frutalina (MONTEIRO, 1998).

Também de sementes de Artocarpus incisa foi isolada uma lectina manose especi-
fica, conhecida como frutapina e que apresenta muitas semelhangas com a KM+

(MONTEIRO, 1997).

As lectinas da familia Moraceae tém-se tornado ferramentas em imunoquimica e
imunologia celular (AUCOUTURIER et al, 1987). A jacalina é comumente usada em imuno-

quimica porque é capaz de precipitar IgA e IgD humanos (ROQUE-BARREIRA, 1985) e é

seletivamente mitogénica para linfécitos TCD4" humano (BLASCO et al, 1996). A frutali-
na quando comparada com a jacalina (Artocarpus integrifolia) apresenta uma grande se-

melhanca em torno de 97% (MONTEIRO, 1998)
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2 Hipétese de Trabalho

Existe uma necessidade de se desenvolver métodos que possam detectar altera-
¢Oes significantes em células transformadas com acuracia diagéstica para se obter infor-
magao concernente ao potencial de malignidade. Muitos estudos usando lectinas mos-
traram alterada expressdo de glicoconjugados nas células tumorais. A frutalina, uma
lectina a-D-galactose ligante seria capaz de identificar modificagdes de agticares na su-
perficie celular do epitélio mamaério alterado? O anticorpo anti-frutalina funcionaria

também como um possivel marcador epitelial?

2.1 Estratégia de trabalho

Utilizar a frutalina como sonda e observar o padrdo de marcacdo avaliando des-
de o epitélio mamério normal, metaplasia apdcrina, lesdes hiperplasticas, carcinoma in

situ, carcinoma invasivo e metédstase ganglionar.

Avaliar se o anticorpo anti-frutalina proporciona a ocorréncia ou nao de marca-
¢des apenas inespecificas ou que possam ser utilizadas como marcadoras de células epi-
teliais, estudando desde o epitélio mamaério normal, metaplasia apdcrina, lesdes hiper-

plasticas, carcinoma in situ, carcinoma invasivo e metdstase ganglionar.

2.2 Observacgoes correlacionadas

Verificar o efeito de alteragdes do pH sobre a frutalina nos resultados dos ensaios

imunohistoquimicos.

Correlacionar a marcagdo da frutalina e do anticorpo anti-frutalina com fatores
prognosticos: idade, tamanho do tumor, grau histologico, receptores de estrégenos e

metéastase axilar.

Comparar os resultados de marcagdo da frutalina com a jacalina e outras lectinas

citadas na literatura relacionadas com o cancer de mama.
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3 Material e Métodos

3.1 Pacientes e tumores

As pacientes foram aquelas atendidas no Hospital do Céancer do Instituto do
Céncer do Ceard e cujos exames anatomopatolégicos das pecas cirtrgicas foram analisa-
das no laboratério de patologia do referido hospital. Foram estudadas 23 amostras de
epitélio mamario normal, 18 amostras de metaplasia apdcrina, 9 amostras de hiperplasia
ductal tipica, 7 amostras de hiperplasia ductal atipica, 18 amostras de carcinoma ductal
in situ, 26 amostras de carcimoma ductal invasivo e 13 amostras de metéstases ganglio-

nares.

Nos casos de carcinomas a idade das pacientes variou de 32 a 81 anos com a mé-
dia de 55,7 anos; o tamanho do tumor variou de 1,5 a 14 cm, com a média de 4,9 cm . No
grupo das hiperplasias, a idade variou de 27 a 69 anos, com a média de 52,3 anos e o

tamanho do tumor variou de 1,5 a 5 cm, com a média de 3,2 cm.

Os tumores foram medidos em trés dimensdes, fixados em formalina, incluidos
em parafina, cortados em 5S5pum e corados por Hematoxilina e Eosina (HE). Utilizou-se a

graduacao histologica de ELSTON e ELLIS, 1991).

3.2 Linfonodos

Os casos selecionados tinham no minimo 10 linfonodos isolados para as pacien-

tes do grupo axila negativa.

3.3 Isolamemto e purificagao da frutalina

O isolamento da frutalina seguiu as etapas abaixo:
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3.3.1 A semente

As sementes de Artocarpus incisa, (Fruta-pao de carogo) provenientes do munici-
pio de Maranguape, Estado do Ceard, foram destegumentadas, desidratadas com aceto-

na e secas ao ar livre.

3.3.2 A farinha

A farinha foi obtida pela trituracdo das sementes livres de tegumento e desidra-
tadas, reduzidas a uma farinha fina (60 mesh), peneirada e acondicionada em frascos

fechados a temperatura ambiente.

3.3.3 O extrato total

A extragdo das proteinas foi feita suspendendo-se a farinha em solugdo de NaCl
0,15 M, na proporcao 1:10 (m/v) e deixada em agitacdo continua por 30 minutos a tem-
peratura ambiente. A suspensado obtida foi centrifugada a 8.000 xg por 30 minutos a 4C,
obtendo-se um residuo que foi re-extraido e posteriormente descartado.e os sobrenadan-

tes reunidos, constituindo o extrato total.

+NaCl 0,15 M
+ 30 min. em agitagao
+ Centrifugacao a 8000 x g, 30 min. 4°C

Sobrenadante |

Residuo

+NaCl 0,15 M
+ 30 min. em agitagao
+ Centrifugagao a 8000 x g, 30 min. 4°C

Sobrenadante I

Residuo

Descartado Extrato total

Figura 7 — Esquema do isolamento da frutalina

3.3.4 Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade é uma técnica de isolamento de macromoléculas
biolégicas, que utiliza o principio da ligacao reversivel destas macromoléculas a ligantes

especificos. Envolve a preparacao de uma matriz de ancoragem que é um polimero de
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carboidratos que pode ser de diversas naturezas como Agarose, Celulose, Dextrano, Po-
liacrilamida, Galactomanana, dentre outras. A matriz é preso, covalentemente, o ligante
especifico para a substancia que se esta estudando. Esta é conhecida como fase estacio-
néria seletiva da cromatografia de afinidade. Quando a amostra contendo a molécula de
interesse (analito) é aplicada sobre a matriz, a mesma seré retida através de interagdes
fracas reversiveis. As demais substancias contidas na solucdo aplicada, ndo interagindo

com o ligante, sdo eluidas com a solucao de equilibrio.

A elui¢do das moléculas ligadas é feita empregando-se substancias com maior a-
finidade pela molécula que se deseja purificar, do que o ligante estaciondrio. A eluigdo
do analito também é possivel por alteracdo do pH e/ou forga idnica do meio, que torna o

complexo molécula-ligante menos estével, levando a dissociagdo do mesmo.

A cromatografia de afinidade pode ser empregada para isolamento de varias ma-
cromoléculas, como lectinas, enzimas, antibidticos, antigenos, acidos nucléicos, proteinas

transportadoras, drogas, receptores hormonais, entre outros.

3.3.5 Cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana extraida de
Adenanthera pavonina

Para isolar a lectina de A. incisa, foram feitas cromatografias de afinidade utili-
zando colunas preparadas a partir da goma endospérmica de semente da leguminosa
Adenanthera pavonina (carolina). A galactomanana extraida do endosperma da Adenathera
pavonina foi reticulada pela formacao de ligacdes cruzadas com epicolidrina seguindo de
perto a metodologia utilizada por TAVARES, 1998. Apés a extragdo, purificacdo e pulveri-
zagdo a galactomanana de A. pavonina foi adicionada NaOH 3N e a mistura foi acrescen-

tada epicolidrina de tal forma a se obter uma concentragdo final de 3M. A mistura foi

mantida em estufa a 40 "C por 24 horas, e em seguida, a temperatura foi aumentada para
70 °C por mais 12 horas. Apoés estes procedimentos o gel foi passado em peneira de 30
mesh, lavado exaustivamente com agua deionizada e HCl 0,1 N para neutralizar o exces-

so de NaOH, novamente lavado com agua e as particulas mais finas desprezadas.

Para a cromatografia de afinidade do Extrato Total obtido das sementes de Artocarpus
incisa um coluna de galactomanana reticulada de Carolina (20 mL) foi preparada. Para acumu-

lar lectina suficiente para o desenvolvimento do trabalho, vérias cromatografias foram feitas,
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observando a padronizagdo seguinte: volume da coluna de 20mL; volume aplicado de 8mL;
fluxo de eluente 30mL/h; solucao de equilibrio e aplicacdo, NaCl 0,15M; tampao de eluigdo da
lectina B-alanina 0,1M, pH 2,6 cotendo NaCl 0,15 M. A concentragdo protéica foi monitorada
pela absorbancia a 280nm. Apds a eluicdo as fragdes contendo a lectina foram reunidas, diali-

zadas contra a 4gua, liofilisadas e estocadas em freezer.

Para controlar a pureza da lectina isolada, a mesma foi submetida a cromatogra-
fias, eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo SDS e -mercaptoetanol e imuno-

eletroforese em gel de agarose.

3.3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e 3-mercaptoetanol

Para avaliar a pureza das preparacdes de frutalina foi utilizada a eletroforese em
gel de poliacrilamida em presenca de SDS e B-mercaptoetanol. A eletroforese foi feita
segundo o método LAEMMLI (1970), utilizando o sistema vertical da Gibco BRL, Life
Technologies, Inc., Gaithersburg, EE.UU. A placa foi montada com um gel de aplicagdes
a 3,5 % de acrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS 1,0 % e o gel de separa-
¢do a 15 % em tampado Tris-HCl 3 M, pH 8,8 e SDS com pH 8,3. As amostras liofilizadas
do extrato total e frutalina, obtida em galactomanona e agarose-D-galactose, foram ana-
lisadas por eletroforese. A amostra (1 mg) foi dissolvida em 1 ml do tampao Tris-HCI
0,0625 M, com pH 6,8, glicerol e SDS a 1 %, na auséncia ou presenca de f-mercaptoetanol
e submetida a fervura por 5 a 10 minutos. Azul de bromofenol (0,05 %) foi adicionado as
amostras para controle das corridas eletroforéticas que foram realizadas a 200 V, 150 a
200 mA durante 1 hora. Os géis foram corados com solucdo contendo Coomassie Brilli-
ant Blue 250 R a 0,05 % em metanol, dcido acético e dgua (1: 3: 8). O descoramento foi
feito com uma solucao de 4cido acético, metanol e dgua (1: 3: 8). Os marcadores de mas-
sa molecular utilizados foram: albumina sérica bovina (66 kDa). Ovalbumina (45 kDa),
anidrato carbonico (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa), citocromo C (12,4
kDa) e inibidor de calicreina (6,6 kDa).
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3.3.7 Cromatografia de filtragao em gel Superdex

Uma amostra de frutalina (0,2 mg/ml) em um tamp&do misto (glicina, acetato, fos-
fato, tris e borato) 0,01 M foi ajustado para pH 7,4 e submetida a cromatografia de filtra-
¢do em gel em coluna de Superdex 75 HR (Pharmacia LKD Biotechnology, Uppsala, Sue-
cia) usando HPLC (Bio-Rad, 2800). A cromatografia foi monitorada pela absorbédncia a
280 nm, coletando-se 0,5 ml por minuto. Para a calibragdo da coluna utilizaram-se as
seguintes proteinas: albumina sérica bovina (BSA), quimiotripsina e citocromo C. O

“void” foi determinado com azul de dextrana.

3.4 Soro policlonal anti-extato total e anti-frutalina

Soros imunes contra o Extrato-total e a lectina de Artocarpus incisa foram obtidos
por imunizacao de coelhos da raga Nova Zelandia branca. Os animais foram inoculados via
intramuscular com emulsdo tendo o antigeno de interesse (10mg de Extrato Total, 2mg de
frutalina, em 0,5ml de NaCl 0,15M e 0,5mL de adjuvante completo de Freund). Foram feitas
doses de reforco com os mesmos antigenos dissolvidos em 1,0ml de NaCl 0,15M via subcu-
tanea, com 21, 28 e 35 dias. Sete dias apds o terceiro reforco procedeu-se a primeira sangria.
A seguir, a cada sete dias retirava-se cerca de 10ml de sangue e era inoculado novo reforco

até o término do experimento (HARBOE e INGILD, 1973). (Figura 8).
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Figura 8 — Esquema de producao de soro policlonal anti-extrato total e anti-frutalina

As imunoglobulinas policlonais foram obtidas por precipitacdo do soro imune
com sulfato de amoénio e dialises alternadas com agua deionizada e tampdo acetato

0,05M, pH 5,0, conforme técnica padronizada (HARBOE e INGILD, 1973).

3.5 Imunodifusao radial dupla

Para avaliar a pureza da lectina, imunodifusdes radiais de Ouchterlony (HARBOE
e INGILD, 1973) foram desenvolvidas tendo como anticorpo IgG anti-frutalina e como
antigenos a propria frutalina ou o extrato total de Artocarpus incisa. A técnica foi empre-
gada para demonstrar o reconhecimento especifico da frutalina pela IgG anti-frutalina

preparada.
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3.6 Imunohistoquimica

A histoquimica é o estudo dos constituintes quimicos dos tecidos biol6gicos vi-
sualizados in situ com ajuda de um microscépico. A imunohistoquimica é uma subédrea
em que a deteccdo de um substrato antigénico é feita através de anticorpos especificos
que atuam como sondas marcadoras. E uma técnica muito abrangente, sendo utilizada
para determinar histogénese de neoplasias histologicamente indiferenciadas; subtipa-
gem (imunofenotipagem) de neoplasias ja classificadas quanto a morfologia; identifica-
¢do de produtos sintetizados por células neoplasicas; identificacdo de fatores prognosti-
cos nas neoplasias malignas; e, determinagdo de antigenos de agentes infecciosos (ALVES

et al 1999, MASON e SAMMONS, 1978).

Um grande avango na técnica da imunohistoquimica ocorreu devido ao desen-
volvimento de procedimentos de recuperacdo dos antigenos, uma vez que estes ficam
mascarados durante as etapas de fixacdo dos tecidos e sua inclusdo em parafina. A utili-
zagdo de enzimas proteoliticas, a desnaturacdo pelo calor tmido e a irradiagdo por mi-
croondas, expdem os antigenos alvo da pesquisa. Concomitante, aquele desenvolvimen-
to, surgiram os anticorpos capazes de reagir nos tecidos anteriormente fixados e inclui-

dos em parafina (ALVES et al. 1999).

Neste trabalho o estudo iminohistoquimico foi realizado pela técnica da estrep-
to-avidina-biotina-peroxidase de cortes histolégicos de tecido mamaério fixados em for-

malina e incluidos em parafina e cortados a Sum de espessura.

3.6.1 Técnica de imunohistoquimica utilizando frutalina (Técnica l) e anticorpo anti-frutalina
(Técnica ll), como sondas:

1.  preparar as laminas de vidro com substancia colante para tecidos;

2. preparar os cortes histolégicos na espessura de 5 pm, incubados em estufa a
60 °C, durante 60 minutos;

3. desparafinizar e hidratar em tampao Tris (pH 7.2):
- xilol, a temperatura de 60 °C, por 15 minutos;
- xilol, a temperatura ambiente, por 15 minutos;
- etanol 100%, 3 vezes, por 30 segundos;
- etanol 95%, por 30 segundos;
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10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.

23.
24.

- etanol 80%, por 30 segundos;
- etanol 70%, por 30 segundos;

lavar as laminas com dgua destilada;

colocar as laminas em um recipiente de plastico, em tampdo citrato (pH 6).
Colocar as laminas em microondas, programado em poténcia maxima. Li-
gar e esperar a ebulicdo do tampao, apds a qual marcar 7:30 minutos;

deixar as ldminas no tampdo citrato a temperatura ambiente, durante 20
minutos;

lavar em TBS durante 5 minutos;

bloquear a peroxidase endégena com H>O, a 3% com metanol, por 10 mi -
nutos (repetir, caso necessario);

lavar com TBS, por 5 minutos;

incubar em camara tmida com os primadrios: (a) frutalina, na diluicao
1:20 durante 18 horas a 8 °C; (b) anticorpo anti-frutalina na dilui¢do de 1:20
durante 18 horas, a 8 °C; (c) preparar os controles (topico 3.7.2)

lavar com TBS, por 5 minutos;

incubar em cadmara dmida, com anticorpo secundério (anti-coelho e anti-
mouse, biotinilado), diluido em 1:200, durante 30 minutos;

lavar em TBS, durante 5 minutos;
incubar em camara tmida, com StreptABC-HRP, durante 30 minutos;
lavar em TBS, durante 5 minutos;

revelar com diaminabenzidina (DAB), durante 7 minutos. Adicionar 10 ml de
H>O; no momento de uso;

lavar em dgua corrente;
contrastar com hematoxilina - 30 segundos (controlar);

desidratar:
- etanol, 50%, por 1 minuto;

- etanol, 80%, por 1 minuto;
- etanol, 95%, por 1 minuto;

- etanol, 100%, 3 vezes, por 1 minuto;
- xilol, 3 vezes, por 1 minuto;

montar a lAmina em béalsamo;

obsservar em microscépio 6ptico comum;
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3.7.2 Controles da técnica de imunohistoquimica

Controles negativos: cortes histoldgicos de um mesmo caso em que se omite a co-

locagdo da frutalina, do anticorpo anti-frutalina, foram submetidos as seguintes

situacdes:

a. incubacdo em cdmara tmida com galactose a 2 % durante 30 minutos, em
temperatura ambiente; em seguida, tirar o excesso e retornar a seqiiéncia
da técnica (topico 3.7.1);

b. incubagdo em cdmara iimida com a mistura de galactose a 2 % com fruta-
lina na diluicdo de 1:20 em tampao Tris com pH 7,6 durante 1 hora, em
temperatura ambiente; em seguida, tirar o excesso e retornar a seqtiéncia
da técnica (tépico 3.7.1);

c. incubagdo em cdmara timida com IgG anti-IgG policlonal de rato contra
coelho, na diluicao de 1:50 (Sigma) durante 18 horas no refrigerador a 8
°C; em seguida, tirar o excesso e retornar a seqiiéncia da técnica (t6pico
3.7.1);

d. incubacdo em cadmara tmida com IgG na diluicdo de 1:50 durante 1 hora,
retirar o excesso, incubar com IgG anti-frutalina na diluicdo de 1:20 du-
rante 18 horas a 8 °C; em seguida, tirar o excesso e retornar a seqiiéncia da
técnica (topico 3.7.1);

Controle positivo: cortes histolégicos de um caso de cancer de mama que foi po-
sitivo para frutalina em experimento anterior (projeto piloto).

3.7.3 Variagao do pH

Todos os testes de variacdo de pH foram realizados apenas com a frutalina como
sonda. As variagdes consideradas foram: pH 2,6; pH 4,0; pH 8,6 e pH 10, sendo proces-

sadas durante banhos e dilui¢des a partir da etapa (7), da técnica da imunohistoquimica.

3.7.4 Padronizagao da coloracao

Os casos foram considerados positivos para a lectina quando mais de 5% das cé-
lulas eram obviamente positivas ou mais de 50% das células eram fracamente positivas.
(BROOKS e LEATHEM, 1995; MUSTAC et al, 1996). As coloracdes foram consideradas fracas

(+), fortes (++ e +++).
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4 Resultados

4.1 Cromatografia de afinidade do extrato total em coluna de galactomanana
de Adenanthera pavonina.

Foi utilizado neste trabalho, um tipo de cromatografia de afinidade, tendo como
matriz a galactomanana obtida de endospermas de sementes de Adenanthera pavonona,
estabilizada com epicloridrina. Esta coluna foi recentemente desenvolvida (TAVARES, 1998)
e consiste de ligacOes éter entre terminais de carboidrato da galactomanana. A galactoma-
nana é formada por uma cadeia linear (a1-4) de D-Manose, com ramifica¢des (o 1-6) de D-
galactose, na proporcao de 1,8:1,0 e com alguns poucos residuos de arabinose e xilose.
Demonstrou-se, ha bem pouco tempo que a cromatografia de afinidade em coluna de ga-
lactomanana extraida de Adenanthera pavonina é um método eficiente para purificar a

frutalina (MONTEIRO, 1998).

A frutalina foi entdo purificada por uma metodologia simples, desenolvolvida
por (MONTEIRO, 1998). O extrato total dissolvido em NaCl 0,15M, foi aplicado a coluna
de galactomanana, duas fragdes foram obtidas. A primeira, foi eluida com solucao salina
0.15 M, solucao de equilibrio, que ndo contém material ligante para a galactose, que cor-
responde ao primeiro pico na Figura 9; e a segunda fracdo, corresponde ao segundo pico
na mesma figura, foi eluido da coluna com tampdo B-alanina 0,1 M, pH 2,6 contendo
NaCl 0,15 M. Este pico (frutalina) podia também ser obtido por elui¢do da coluna com

uma solugdo de D-galactose 0,2 M, dissolvida na solucado de equilibrio.
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Figura 9 — Cromatografia de afinidade do extrato total de Artocarpus incisa em coluna de
galactomanana de Adenanthera pavonina. A amostra dissolvida em NaCl 0,15M, foi apli-
cada a coluna equilibrada previamente com a mesma solucdo. O pico retido foi eluido
com f-alanina 0,1M pH 2,6 contendo NaCl 0,15M. Foram coletadas fragdes de 3,0 mL
com fluxo de 30 mL/h.

4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e f3-
mercaptoetanol

O extrato total e a frutalina isolada foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 15 % em condi¢des dissociantes e ndo redutoras (Figura 10). Em
condigdes redutoras, na presenca de B-mercaptoetanol, foi encontrado o mesmo per-
fil. A eletroforese da frutalina obtida em agarose-D-galactose foi também realizada,
obtendo-se o mesmo resultado. A frutalina apresentou duas bandas protéicas com
massas moleculares aparentes de 12 e 15,5 kDa, respectivamente. Resultados seme-
lhantes foram obtidos por OLIVEIRA (1980), MOREIRA & OLlveira (1983) e PINTO (1987)
que trabalharam com a lectina de fruta-pdo purificada por metodologias diferentes.

Lectinas isoladas do mesmo género (Artocarpus) apresentam comportamento similar.
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Moreira & Ainouz (1981) isolaram duas isolectinas de A. integrifélia (provalemente,
duas formas estruturais da jacalina) que apresentaram duas bandas protéicas de Mr

de 11 a 15 kDa, respectivamente.

- | - 45KFa
c— s 30 KDa
20,1 KDa
 ——
- | W 12,4 KDa
6,6 KDa
1 2 3 4

Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em presenca
de SDS. Pista (2) extrato total; (3) frutalina; (1 e 4) marcadores de mas-
sa molecular. BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), citocromo C (12,4 kDa) e ini-
bidor de calicreina (6,6 kDa).

4.3 Cromatografia de filtracao de gel em coluna Superdex

A frutalina foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de super-
dex acoplada a uma sistema de HPLC, equilibrada e eluida com tampao Tris-HCl 0,1 M, com
PH 8,0, contendo NaCl 0,15 M e D-galactose 0,2 M. D-galactose foi usada para prevenir uma
possivel interagdo entre a frutalina e o Superdex que tem como constituinte a galactose. O re-
sultado deste experimento pode ser verificado na Figura 11, onde se pode observar a presenca

de um tnico pico proteico correspondendo a Mr de 48 kDA.
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Figura 11 - Cromatografia da frutalina em Superdex 75 HR, acoplada a sistema
HPLC. A coluna foi equilibrada e eluida em um tampao misto (glicina, acetato,
fosfato, tris e borato) 0,01 M, pH 7,4. A frutalina foi aplicada na concentracdo de
0,2 mg/ml, no tampao de equilibrio, a temperatura ambiente. A cromatografia
foi monitorada a 280 nm, coletando-se 0,5 ml/ minuto.

4.4 Imunodifusao radial

Observou-se formacao de um halo completo em torno do poco central (IgG anti-
frutalina), refletindo uma identidade total entre o anticorpo e a frutalina, além de evi-

denciar a semelhancga entre esta lectina e a jacalina.

LEGENDA:

6 1, 2, 3: frutalina, nas
diluicoes 1:4, 1:2 e 1:1,
respectivamente.

4, 5, 6: jacalina, nas
diluicoes 1:4, 1:2 e 1:1,
respectivamente.

IgG: anticorpo anti-
frutalina.

Figura 12 - Imunodifusao radial de soro policlonal anti-frutalina.
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4.5 Imunomarcagoes com frulalina como sonda (Técnica I) e com o anticorpo
anti-frutalinina como sonda (Técnica Il)

Os resultados quantitativos estdao resumidos na Tabela 3 e os de intensidade de

coloracao nas Figuras 13 e 14.

Tabela 3 - Relagao quantitativa entre o epitélio mamaério normal
e as diferentes lesdes pelas Técnicas I e II.

Técnica I Técnica I1
m 82,6% o 30,4%
N (19/23) N (7/23)
69,6% 26,1%
¢ | e/ : 6/23)
m 83,3% o 50,0%
(15/18) (9/18)
e 55,6% Ma 33,3%
¢ | o/ c (6/18)
m 66,7 % o 33,3%
(6/9) (3/9)
HDT : I HDT : i,
(5/9) 2/9)
m 71,4% m 0,0%
(5/7) (0/7)
HDA : ) HDA : (a3
(4/7) (1/7)
m 88,9% o 27,8%
(16/18) (5/18)
CDIS : e CDIS : i
(15/18) (11/18)
m 88,5% o 34,6%
(23/26) (9/26)
CDIV : i CDIV : co
(26/26) (18/26)
m 69,2% o 23,1%
M (9/13) M (3/13)
c 69,2% . 53,8%
(9/13) (7/13)

LEGENDA:

m = membrana celular; ¢ = citoplasma; N = epitélio normal; Ma = metaplasia apdcrina;
HDT = hiperplasia ductal tipica; HDA = hiperplasia ductal atipica; CDIS = carcinoma
ductal in situ; CDIV = carcinoma ductal invasivo e M = metéstase axilar.
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Figura 13 - Comparacao da intensidade de coloragdo da membrana e citoplasma do epitélio normal e alterado pela Técni-
cal

Intensidade de coloragao pela frutalina do epitélio
normal e alterado
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LEGENDA:

m = membrana celular; ¢ = citoplasma; N = epitélio normal; Ma = metaplasia ap6crina; HDT = hiperplasia
ductal tipica; HDA = hiperplasia ductal atipica; CDIS = carcinoma ductal in situ; CDIV = carcinoma ductal
invasivo; M = metastase axilar; Nc = ndo corou; Cf = corou fraco e CF = corou forte.

Figura 14 - Comparacao da intensidade de coloracdo da membrana e citoplasma do epitélio normal e alterado pela Técni-
call

Intensidade de coloragao pelo anticorpo anti-frutalina do epitélio
normal e alterado
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LEGENDA:

m = membrana celular; ¢ = citoplasma; N = epitélio normal; Ma = metaplasia ap6crina; HDT = hiperplasia
ductal tipica; HDA = hiperplasia ductal atipica; CDIS = carcinoma ductal in situ; CDIV = carcinoma ductal
invasivo; M = metdstase axilar; Nc = ndo corou; Cf = corou fraco e CF = corou forte.
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Os dados da Tabela 3 e das Figuras 13 e 14 serdo explicados a seguir.
4.5.1 Epitélio mamario normal

A frutalina foi expressa no epitélio normal, em geral, fracamente, e predomi-
nando, na membrana plasmatica, pela Técnica I. Com a Técnica II, a coloragao foi
menos freqiiente e com um predominio um pouco maior do citoplama. Ha diferen-
ca significativa entre as Técnicas I e II (p = 0,001) com tendéncia do anticorpo anti-
frutalina de ndo corar ou corar fracamente as membranas; ndo é significativa a dife-

renca entre as duas técnicas no que diz respeito ao citoplasma.

Figura 15 - Ductos mamarios normais. A coloracdo com frutalina estava presente em
82,6% dos casos na membrana e 69,6% no citoplasma, predominando uma intensi-
dade de coloracao fraca; 160X.
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Figura 16 - Ductos mamarios normais. A coloragdo com anticorpo anti-frutalina es-
tava presente em 30,4% dos casos na membrana e 26,1% no citoplasma; 160X

4.5.2 Metaplasia apécrina

Muitos casos de metaplasia apdcrina exibiram imunorreatividade pelas Técnicas I e II.

A intensidade de coloracdo foi forte predominantemente nas membranas (Tab. 3 e Fig. 17 e 18).

-

*
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Figura 17 - Metaplasia ap6crina. A marcagao pela frutalina foi intensa; 160X.
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Figur 18 - Meta
intensa; 80X

A intensidade de marcacdo da metaplasia apdcrina pela frutalina foi mais forte
que no epitélio normal e muito semelhante as encontradas nas hiperplasias, carcinomas

in situ e invasivo.

4.5.3 Hiperplasia ductal (com e sem atipia)

Quando foi utilizada a frutalina como sonda, a intensidade de coloracdo foi mais
intensa na hiperplasia ductal do que no epitélio normal (Técnica I), sendo que neste o
predominio foi de membrana e naquela, tanto membrana quanto citoplasma marcaram
bem. Nao houve diferenga de intensidade e de localizagdo de coloragdo quando a hiper-
plasia ductal foi dividida em tipica e atipica pela Técnica I. Houve, no entanto, uma
grande diferenca de resultados entre esses dois grupos em relacao a Técnica II, em que
as hiperplasias atipicas ndo marcaram. (Tabela 3, Figuras 13, 14, 19, 20, 21 e 22). Foi sig-
nificante a diferenca entre as duas técnicas em relacdo as membranas, tanto na hiperpla-

sia tipica (p < 0,000003) e atipica (p < 0,02).

49



Figura 19 - Hiperplasia ductal tipica. A marcagdo pela frutalina foi intensa e em 66,7%
dos casos na membrana e 55,6% no citoplasma; 320X

Figura 20 - Hiperplasia ductal tipica. A marcagdo pelo anticorpo anti-frutalina foi expressa em 33,3% dos casos na mem-
brana e 22,1% no citoplasma; 320X
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Figura 21 - Hiperplasia ductal atipica. A marcacéo pela frutalina ocorreu em 71,4% dos casos na membrana e 57,2% no
citoplasma; 320X
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Figura 22 - Hiperplasia ductal atipica. A marcac¢do pelo anticorpo anti-frutalina ndo ocorreu em nenhum dos casos na
membrana e apenas em 14,3 % no citoplasma; 160X
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4.5.4 Carcinoma ductal in situ (CDIS)

A marcacdo pela frutalina (Técnica I) foi observada em 88,9% dos casos na mem-
brana e 83,3% no citoplasma, com forte intensidade. Com a Técnica II (anticorpo anti-
frutalina), apenas 27,8% dos casos da membrana marcaram, enquanto que 61,1% foi po-
sitivo para o gtop‘lagyr}g ‘(:l;gbsla 3, Figuras 13, 14, 2 e 24).

Figura 23 - Carcmoma ductal in sztu A marcagao pela frutahna foi forte, na
membrana e citoplasma; 320X.

Figura 24 - Carcinoma ductal in situ. A marcagao pelo anticorpo anti-frutalina
predominou no citoplasma (61,1%); 320X.
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A diferenca entre as duas técnicas em relagio a membrana é favoravel a Técnica I

(p = 0,0002).

4.5.5 Carcinomas invasivos

Todos os casos estudados foram de carcinomas ductais. De acordo com ambas as
técnicas existiu uma forte intensidade de coloragdo nos carcinomas ductais invasivos do
que no epitélio normal, porém comparavel a intensidade das hiperplasias e dos carci-
nomas in situ, mas com diferenca no namero de casos marcados e na localiza¢do da colo-
ragdo. Assim, houve imunomarcagao citoplasmatica em 100% dos carcinomas invasivos,
sendo 80,8% de forte intensidade no citoplasma e 73,1% na membrana quando se utili-
zou a frutalina como marcador (membrana, p = 0,00001; citoplasma, p = 0,0003). Com

relagdo a Técnica II, chama a atencdo que 17 dos 26 (9 coraram, 34,6%) casos ndo apre-

sentaram coloracdo de membrana, enquanto que 69.2% tiveram coloracdo citoplasmati-

ca. (Tabela 3 e Figuras 13, 14, 25, 26, 27 e 28).

Figura 25 - Carcinoma ductal invasivo Grau I. Forte marcacao citoplasmatica e de mem-
brana pela frutalina; 160X.
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Figura 26 - Carcinoma ductal invasivo Grau I. Forte marcacao citoplasmatica e de mem-
brana pelo anticorpo anti-frutalina; 160X.

Figura 27 - Carcinoma ductal invasivo Grau III. Forte marcacdo citoplasmaética e de
membrana pela frutalina; 320X.
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Figura 28 - Carcinoma ductal invasivo Grau III. Forte marcagdo citoplasmatica pelo anti-

corpo anti-frutalina; 320X.

Quando os carcinomas invasivos foram classificados quanto ao grau histolégico

nao houve diferenca significante entre as Técnicas I e II, tanto para a membrana como

para o citoplasma - ambos coram bem, como pode ver-se na figura 29.

Figura 29 - Comparacao entre as intensidades de coloracdo de membrana e citoplasma pelas
Técnicas I (a esquerda) e II (a direita) dos carcinomas invasivos de graus I, Il e IIL

Insidade de coloracdo com a frutalina de carcino-
mas ductais invasivos conforme o grau histolégico.
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LEGENDA - GI, GII e GIII: graus histolégicos de carcinomas invasivos; m: membrana; c: citoplas-

ma
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4.5.6 Metastase ganglionar

Dos 26 casos de carcinomas invasivos, ocorreu metastase axilar em 13 casos. A
frutalina mostrou imunomarcagdo em 69,2% dos casos tanto de padrao membranar
quanto citoplasmatico. Novamente, chama a atencdo que 10 das 13 metédstases ndo
marcaram a membrana com a Técnica II, sendo positivos apenas 23,1% dos casos.
(Tabela 3, Figuras 13, 14 e 30). E significante a diferenca entre as Técnicas I e Il com p

= (0,05 - favoravel a frutalina.
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Figura 30 - Metastase ganglionar de carcinoma ductal infiltrante marcado com frutalina;
160X.

Quando as metastases foram classificadas em relacdo ao grau histolégico, obser-
vou-se uma marca¢ao mais intensa das membranas com a Técnica I e uma diminuicdo
de marcacao em relagdo a membrana e ganho em relacdo ao citoplasma com a Técnica II,

como pode ser visto nas Figuras 31 e 32.
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Figura 31 - Comparacao entre as intensidades de coloracao de membrana e citoplasma pelas
Técnicas I (a esquerda) e II (a direita) de metastases ganglionares dos carcinomas invasivos
de graus I, I e IIL

Intensidade de coloracdo com a frutalina de metés- | Intensidade de colorac¢do a anti-frutalina de metéas-
tases ganglionares relacionadas com o grau histo- | tases ganglionares, relacionadas com o grau histo-
l6gico do tumor primario. l6gico do tumor primario.
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LEGENDA - GI, GII e GIII: graus histolégicos de carcinomas invasivos; m: membrana; c: citoplas-
ma e M: metéstase ganglionar.
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Figura 32 - Metastase de carcinoma ductal infiltrante grau I, negativo para a marcacdo da
membrana e fraco coloragdo citoplasmaética em poucas células; 160X.
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4.5.7 Estroma

Os casos marcados pela frutalina mostraram sempre coloragao do estroma, o que
nao ocorreu com o anticorpo anti-frutalina (p = 0,0000003). Este aspecto pode ser visua-

lizado em todas as figuras das paginas anteriores.

4.6 Correlagao com os fatores progndsticos para cancer de mama

Os fatores prognosticos para o cancer de mama invasivo e as marcacdes com a frutalina

e 0 anticorpo anti-frutalina, que estdo sumarizados na Tabelas 4 e 5, sem significado estatistico.

Tabela 4 - Percentuais e valores absolutos de marcacdo da membrana e citoplasma pela frutalina
(Técnica I) nos carcinomas invasivos da mama e fatores prognésticos

Fatores prognosticos Membrana Citoplasma
Corou Nao corou Corou Nao corou
Faixa etéaria
<55 (9/10) 90% (1/10) 10% (10/10)100% (0/10) 0%
> 55 (14/16) 87,5% | (2/16)12,5% | (16/16) 100% (0/16) 0%
Tamanho do tumor
<2cm (2/3) 66,7% (1/3) 33,3% (3/3) 100% (0/3) 0%
>2cm (21/23)91,3% | (2/23)8,7% | (23/23) 100% (0/23) 0%
Grau histolégico
GI (6/8)75% (2/8) 25% (8/8) 100% (0/8) 0%
GII (11/11) 100% (0/11) 0% (11/11) 100% (0/11) 0%
GIII (6/7) 85,7% (1/7) 14,3% (7/7) 100% (0/7) 0%
Metastase ganglionar
0 (9/9) 100% (0/9) 0% (9/9) 100% (0/9) 0%
la3 (5/6) 83,3% (1/6) 16,7% (6/6) 100% (0/6) 0%
>3 (9/11) 81,8% | (2/11)18,2% | (11/11) 100% (0/11) 0%
Receptores de estrégeno

Positivo (17/19) 89,5% | (2/19)10,5% | (19/19) 100% (0/19) 0%
Negativo (6/7) 85,7% (1/7) 14,3% (7/7) 100% (0/7) 0%
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Tabela 5 - Percentuais e valores absolutos de marcacdo da membrana e citoplasma pelo anticorpo
anti-frutalina (Técnica II) nos carcinomas invasivos da mama e fatores progndsticos

Fatores progndsticos Membrana Citoplasma
Corou Nao corou Corou Nao corou
Faixa etéaria
<55 (2/10) 20% (8/10) 80% | (10/10) 100% (0/10) 0%
>55 (7/16) 43,8% | (9/16) 56,2% | (16/16) 100% (0/16) 0%
Tamanho do tumor
<2cm (2/3) 66,7% (1/3) 33,3% (2/3) 66,7% (1/3) 33,3%
>2cm (7/23)31,4% | (16/23) 69,6% | (16/23) 69,6% | (7/23)30,4%
Grau histologico
GI (2/8)25% (6/8) 75% (4/8) 50% (4/8) 50%
GII (3/11)27,3% | (8/11)72,7% | (8/11)72,7% | (3/11) 27,3%
GIII (4/7)57,1% (3/7) 42,9% (6/7)85,7% (1/7) 14,3%
Metéstase ganglionar
0 (4/9) 44,4% (5/9) 55,6% (7/9)77,8% (2/9) 22,2%
la3 (2/6) 33,3% (4/6) 66,7% (4/6) 66,7% (2/6) 33,3%
>3 (3/11)27,3% | (8/11)72,7% | (7/11) 63,6% | (4/11)33,4%
Receptores de estrégeno
Positivo (6/19) 31,6% | (13/19) 68,4% | (13/19) 68,4% | (6/19) 31,6%
Negativo (3/7)42,9% (4/7)57,1% (5/7)71,4% (2/7) 28,6%
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4.7 Variagao do pH

Nao houve imunomarcagao da frutalina quando o pH foi igual a 2,6 (Figura 33).

A marcagdo foi positiva para os valores de pH 4,0; 7,0; 8,6 e 10,0 (Figura 34).
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Figura 34 - Marcacdo positiva para frutalina em pH 10,0; 160X
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5 Discussao

5.1 Frutalina como sonda

Acumulam-se evidéncias de que os carboidratos sdo os marcadores primarios
para o reconhecimento celular (SHARON e LIS, 1998). Os residuos de carboidratos dos
glicoconjugados desempenham muitas fun¢des celulares diferentes, tais como, o reco-
nhecimento, inibigdo por contato, crescimento e diferenciagdo celular. Essas fung¢des sao
dependentes do ntiimero e tipo de residuos dos agticares, de ligacdes anoméricas, pre-
senga ou auséncia de ramificagdes moleculares, tipo e quantidade de &cido sialico. Estas
funcdes contribuem para a heterogeneidade estrutural e servem para o reconhecimento
de sinais celulares (MUSTAC et al, 1996, SCHUMARCHER et al, 1996). Os carboidratos da
superficie celular sdao modificados durante a diferenciacdo celular, transformagao malig-
na e metéastase (MUSTAC et al, 1996; SCHUMARCHER, 1996). O acimulo de carboidratos
tipo mucina simples, como Tn, Sialil-Tn e T, em geral sdo expressos em carcinomas e
possivelmete, relacionados ao processo de carcinogénese (SCHMITT et al, 1993; SCHMTTI et

al, 1995,; 2000).

Recentes avangos na compreengao dos antigenos associados a tumores os quais in-
cluem muitas glicoproteinas e glicolipidios, tém mostrado especial atengdo para antigenos
relacionados a canceres (MUSTAC, 1996). Aberrante glicosilacdo é um aspecto comum de
malignidade, resultando na aparicao de antigenos associados a tumores, os quais podem
influenciar o crescimento tumoral e disseminag¢do. Muitos trabalhos mostram o encontro de
lectinas endégenas novas, presentes apenas em lesdes precursoras e carcinomas
(SCHOEPPNER et al, 1995; LALWANI et al, 1996). Por outro lado, com o emprego de lectinas

vegetais tem sido possivel evidenciar alteracdes de glicoconjugados celulares.

No presente trabalho o epitélio mamaério normal cora fracamente com a frutalina,
enquanto foi aumentando em intensidade e percentagem de reatividade nas metaplasias
apocrinas, hiperplasias, carcinomas in situ, carcinomas invasivos e nas metdstases. Estes
achados sugerem que ha um especifico rearranjo de glicoproteinas de superficie celular

durante a transformacao neoplasica, expondo a galactose com a qual a frutalina reage.
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Recentemente, foi demonstrado que h4 uma superexpressdao do antigenos Tn e
Sialil-Tn em lesdes precurssoras e invasivas da mama (SCHMITT, et al, 1999) e a pesquisa
de Sialil-Tn nos carcinomas mamadrios estd recomendada como um fator de prognéstico
que deveria ser feito de rotina pois, se correlaciona com pior prognoéstico e menor res-
posta a quimioterapia (SCHMITT et al, 2000). Os antigenos T, Tn, e sialil-Tn, representam
produtos imaturos iniciais de glicosilacdo dos residuos serina-treonina de proteina celu-
lar. Estes antigenos estdo mascarados nos tecidos normais por sializacdo e/ou alonga-

mento e ramificacdo por adi¢do de outros actcares (SOARES et al, 1996).

Como o antigeno Tn possui um residuo terminal de galactose, poderia funcio-
mar como o local de ligacdo da frutalina. E importante lembrar, que a jacalina, uma lec-
tina muito semelhante a frutalina, ndo s6 tem a capacidade de se ligar a terminais glici-
dicos contendo a-D-galactopiranosideo, mas também se liga a oligossacarideos alfa liga-
dos ao antigeno Thomsen-Friedenreich (Galf1-3-GalNaca), mais fortemente que outros

dissacarideos (MONTEIRO, 1998).

Possivelmente hd uma glicosilacao alterada nas lesdes precursoras, refletindo
um provavel evento precoce no processo da carcinogénese. A fraca expressao no epitélio
mamadrio normal e o crescente aumento nas lesdes precursoras, apéiam os estudos epi-
demiolégicos, histologicos e experimentais de que o cancer de mama se desenvolve do
epitélio normal através de mdltiplos estagios intermedidrios (DUPONT et al. 1993;

SLOANE, 1993).

Um comportamento similar tem sido observado utilizado-se diferentes lectinas e
diferentes neoplasias. Um estudo com varias lectinas avaliou graus de hiperplasia en-
dometrial e o adenocarcinoma; mostrou que a perda de galactosamina, junto com a re-
duzida expressao de fucose, é um fendémeno comum de malignizacdo endometrial e po-
de refletir um comportamento biol6gico mais agressivo (SIVRIDIS & AGNANTIS, 1996).
Também em um trabalho semelhante, utilizando a jacalina e a lectina do gérmen de trigo
na mucosa colonica normal, hiperpléstica, adenoma e adenocarcinoma, mostrou que

estas lectinas sdo preditoras de lesdes pré-malignas e malignas (DESILETS et al, 1999).

Estudos sobre cancer de mama e lectina tém demonstrado a heterogeneidade tumo-

ral; outros relacionam a expressdo de sitios de ligacdo com receptores hormonais, com a
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ploidia, expressdao de oncogenes, fracdo de fase S, potencial metastatico, sobrevida, tem-

po livre de doenga, dentre outros, o que pode ser observado na Tabela 1.

De todas as lectinas utilizadas no estudo do cdncer de mama, a HPA e PNA sdo
as mais empregadas, e os trabalhos mostram correlacdo destas lectinas, principalmente a
HPA, com o potencial metastatico (MITGHELL et al, 1998; BROOKS, 2000). A Tabela 2 mos-

tra uma revisao bibliogréfica das lectinas mais usadas no cancer de mama.

A jacalina, uma lectina estruturalmente semelhante a frutalina, é vastamente uti-
lizada em imunohistoquimica em diversas neoplasias,como cancer de mama, neoplasia
cervical intraepitelial, carcinomas da cavidade oral, carcinomas da tiredide, astrocitomas,
leucemias e linfomas. Nestes trabalhos mostrou-se que células benignas tém somente
uma leve ligacdo com a jacalina; a ligagdo aumenta com a transformagdo das células
(BEEVI et al, 1991; PILLAI et al, 1994; SUJATHAN et al, 1996; REMANI et al, 1990; ENGEL et
al,1996; PILLAI et al, 1996). Em um trabalho estudando populagdes histiocitarias, ficou
demonstrado que a jacalina marca histidcitos reativos, nas nao cora histiécitos tumorais
(URDIALES-VIEDMA et al, 1995). A jacalina é uma lectina mitogénica para linfécitos
TCD4+. Recentemente foi descoberto que esta lectina apresenta uma seqiiéncia similar a
proteina gp120 que se liga ao receptor CD4 e tem a capacidade de inibir infec¢des que
utilizam este receptor nas células CD4+. Ainda utilizando este receptor, a jacalina esti-
mula a producao de interleucina 6 (TAIMI ef al, 1994). Em uma outra publica¢do a jacalina
foi capaz de promover o amadurecimento de células leucémicas, induzindo ao apareci-

mento de receptores maduros de linhagem monocitica (YAGI et al, 1995).

E razoavel admitir que alteragdes citomorfolégicas durante o processo de trans-
formacao maligna sdo também processadas e acompanhadas por alteracdes bioquimicas
na célula transformada. Essas alteragcdes expressadas nas glicoproteinas da superficie
celular desempenham um papel vital desde que estas moléculas estdo principalmente
envolvidas no sinal de transducdo (GABIUS, 1988). Estas alteragdes podem estar relacio-
nadas a alteragdes funcionais e a capacidade proliferativa das células. Durante a trans-
formacao neoplasica, modificacdes de glicoconjugados de superficie podem estar relaci-
onadas ao potencial metastatico. Trabalhos utilizando diferentes lectinas tém comprova-

do estas alteragdes (MITGHELL ef al, 1998; BROOKS, 2000).
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Alteragdes na expressao de glicoconjugados na superficie celular podem resultar
da auséncia ou alteragdes de uma glicosiltranferase relacionada a tumores (PILLAI et al,
1996). A biossintese dos componentes de carboidratos da membrana envolve etapa por
etapa de ligagdo com uma glicosiltranferase especifica, catalizando a adi¢do de um mo-

nossacarideo para o crescimento da cadeia (PILLAI et al, 1996).

O potencial oncogénico de uma célula estd associado a perda do controle do cres-
cimento e com a perda da diferenciagdo celular, levando a aquisicdo de novos fenétipos,
com por exemplo, a produgdo aberrante de gliconconjugados da superficie celular. E
provavel que os oncogenes estejam relacionados com o controle da expressao de enzi-
mas envolvidas na glicosilagdo (FUKUTOMI et al, 1991; BROOKS e LEATHEM, 1995). Existem
trabalhos correlacionando a expressdo de lectinas e oncogenes, como por exemplo, a
aumentada expressdo para a proteina do p53 (MAEHARA et al, 1995), C-erb-B2 (THOMAS
et al, 1993), C-myc (FUKUTOMI et al, 1989).

Pesquisas com ativacao celular e sinais de transducdo é uma érea de investigacao
ativa. As alteracOes na expressdo de genes codificadores de glicosiltransferases e glicosi-
dases sdo as responsaveis pela producao modificada de glicoconjugados. Relativamente
pouco se conhece sobre a regulacdo dos mecanismos de transcricdo desses genes. Sabe-se
que os genes codificadores de GIcNACT-II e GIcNACT-IV sdo regulados por seqiiéncias
promotoras que apresentam sitios para varios fatores de transcricao e de crescimento,
algumas das quais sdo definidas como proto-oncogenes ou sdo reguladas por proto-
oncogenes. Por exemplo, a oncoproteina src ativa o gene promotor GIcNAcT-IV (N-

acetil-glicosamina transferase). (VARKI et al, 1999).

Os achados do presente trabalho mostram que as células normais, tém somente
leve ligagcdo com a frutalina ou mesmo nao se ligam a ela, ao passo que na metaplasia
apocrina, nas lesdes hiperplésticas e neoplésicas hé positividade, em geral forte (Tabela 3
e Figura 13). Essas diferencas podem ser devidas ao fato de que a frutalina é capaz de
identificar formas incompletas, ndo sializadas de glicoconjugados da membrana que
podem estar expressas na superficie das células hiperplésticas e neoplasicas. Um aspecto
interessante demonstrado neste trabalho foi a marcacdo forte de metaplasia apdcrina de
forma similar aos epitélios alterados e bastante diferente do epitélio normal. Foi demonstrado

que na metaplasia apécrina ha uma aumentada expressao de Tn e sialyl-Tn, que é similar ao
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epitélio maligno (SCHMITT et al, 1995). Este achado, provavelmente, reflete mais uma
diferenciacdo anormal do que um evento pré-maligno. Portanto, isso ndo significa que a
metaplasia apdcrina seja uma lesdo precursora para o cancer de mama (SCHMITT et al,
1995). Outros estudos reforcam que a metaplasia apdcrina ndo representa um fator de

risco para o cancer de mama (RAJU, et al, 1993).

5.2 Anticorpo anti-frutalina como sonda

Os métodos de estudo empregados para avaliar a ligacdo de uma lectina nos cortes his-
tologicos e esfregacos citolégicos sdo através de testes imunoldgicos diretos ou indiretos que
empregam marcadores, como substancias fluorescentes (testes de fluorescéncia), enzimas (testes
imunoenzimaticos/ imunohistoquimicos) do tipo peroxidase-anti-peroxidase-PAP (EMMERICH
et al, 1998), ou substancias radioativas (testes de radioimunoenséaio). Os testes a base de
marcadores podem ser diretos (marcador ligado diretamente ao antigeno, geralmente) ou
indiretos (marcador ligado a anti-globulina que se liga ao anticorpo especifico para antige-
no). Nos testes imunohistoquimicos, todos os trabalhos citados na literatura utilizam ou a
lectina diretamente acoplada a peroxidase ou lectina biotilizada/avidina peroxidase. Alter-
nativamente, a lectina pode ser ligada diretamente a produtos fluorescentes, ou ao anticorpo

especifico para determinada lectina.

No presente trabalho, testou-se a possibilidade de ligacdo do soro policlonal anti-
frutalina, como um marcador de células epiteliais, evitando-se a intermediagdo da fruta-
lina. Os resultados apontam que este anticorpo marca células epiteliais, na metaplasia

apoécrina, nas lesdes precursoras, carcinomas e metéstases. (Tabela 3 e Figura 14).

Uma diferenca importante foi observada na hiperplasia atipica com a perda de
reatividade para a membrana (Tabela 3 e Figura 14). Este achado merece investigagdes
futuras com um estudo envolvendo maior nimero de casos, pois se confirmado, seria
resolvido um grande dilema mundial, que é a distincao entre uma hiperplasia atipica e
um carcinoma in situ, levando em conta apenas aspectos morfolégicos de microscopia
6tica comum. E possivel que esta alteracio esteja relacionada a perda de alguma porgao

da membrana a medida que a célula foi se tornando atipica. Outro aspecto interessante
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foi o ganho de positividade de marcacado citoplasmaética a partir da hiperplasia atipica,

continuando no carcinoma in situ, invasivo e metastase (Tabela 3 e Figuras 14).

A obtengdo de imunomarcagdo direta como o anticorpo anti-frutalina tanto nas
células epiteliais normais quanto nos tecidos pré-neopldasicos e neoplésicos é um resulta-
do curioso, merecendo analise de possiveis hipoteses imunolégicas que possam explicar

essas observagoes de forma logica e satisfatoria.

As imunoglobulinas policlonais empregadas no presente estudo, reagem com di-
ferentes segmentos imunogénicos da lectina frutalina, o que vem comprovar que a molé-
cula desta lectina se comporta como um antigeno complexo portador de diferentes “de-
terminantes antigénicos” (ou epitopos) que lhe conferem a imunogenicidade. Levando-
se em consideracdo esta caracteristica molecular da frutalina, as seguintes hipoteses po-
dem ser levantadas para explicar a reagdo direta dos anticorpos anti-frutalina como o

epitélio em estudo:
1. o epitélio em estudo possui moléculas de superficie celular idénticas a frutalina;

2. algumas moléculas da superficie celular possuem, pelo menos, um epitopo
igual, ou bastante similar ao da frutalina, gerando, conseqiientemente, uma

reacdo cruzada;

3. as imunoglubulinas anti-frutalina reagem inespecificamente com as
membranas mediante ligacdo com receptores especificos para a porcado Fc

dos anticorpos;

4. as imunoglobulinas anti-frutalina reagem com anticorpos anti-idi6étipos
que ja existem ligados a membrana, numa cadeia de respostas imunes
induzidas no organismo por algum antigeno da familia de lectinas, a

qual pertence a frutalina.

Devido a complexidade dos conceitos imunobiolégicos envolvidos nestas
hipoteses formuladas acima, cada uma delas exige uma anélise aprofundada para a

Sua compreenséo.

1) Estudos imunobiolégicos recentes de tecidos humanos, de modo geral, tém

revelado a existéncia de inimeras moléculas nas superficies celulares. Geral-
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mente denominadas de moléculas de adesao, elas sdo, de fato, lectinas que
possibilitam interagdes celulares, influenciando as atividades das células ou
dos tecidos que coexistem e colaborando nas respostas bioldgicas do orga-
nismo. Varias familias de moléculas, dentre elas as caderinas, integrinas e se-
lectinas foram descritas na literatura. As células do sistema imunolégico, co-
mo os macréfagos e linfécitos, se valem abundantemente destas moléculas de

adesdo, para gerarem e regularem as suas respostas (MALE, D. et al, 1996).

Diante desta realidade, é possivel imaginar que existam uma ou mais molé-
culas nas membranas do epitélio em investigacdo, que se assemelhem o sufi-
ciente a frutalina, provocando, conseqiientemente, a reagdo com os anticorpos

anti-frutalina.

A segunda hipdtese baseia-se na possibilidade da reacdo dos anticorpos anti-
frutalina com alguma, ou algumas, moléculas que tenham, possivelmente, no
minimo um determinante antigénico capaz de reagir com algum anticorpo,
dentre tantos gerados contra a frutalina. Denominada de reacdo cruzada, tais
reacdes sdo freqlientemente encontradas nos testes imunolégicos laboratori-
ais, e também no organismo humano. As reagdes cruzadas, tipicamente, nao
exigem a identidade absoluta das moléculas com as quais reage o anticorpo,
mas apenas uma semelhanca de composi¢do da segunda substancia, cuja con-
figuracdo quaternaria do epitopo reativo possibilite um acoplamento estavel
do anticorpo gerado contra o antigeno primdrio (BRACIALE, & BRACIALE,
1991). Este principio proporciona, por exemplo, a reacdo classica do anticorpo
anti-estreptococos com o cora¢do humano, predispondo o organismo a febre
reumatica. Surpreendentemente, também deve ser lembrado que ja foram
descobertas lectinas animais (MR60/ERGIC53 e VIP36), homodlogas a lectinas
de leguminosas (FIEDLER, & SIMONS, 1994; ROCHE, 1996). De acordo com esta
teoria, a existéncia de alguma molécula prépria, ou substancia estranha ao
organismo “aderida” ao epitélio em estudo, mas com razoavel grau de seme-
lhanga nos sitios reativos, possibilitaria a reacdo cruzada com os anticorpos

policlonais anti-frutalina.
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De fato, desconhece-se a existéncia nos tecidos humanos normais ou patolo-
gicos, de moléculas similares as da frutalina embora se saiba que a etiopato-
genia do processo neoplasico de modo geral, e 0 metastatico de forma especifica,
acarretem o surgimento de moléculas alteradas e até totalmente novas nas células.
E possivel que algumas destas moléculas possam se comportar, molecularmente,
como similares as lectinas do género Artocarpus (frutalina e jacalina). Ha a possibi-
lidade que os produtos vegetais desta familia, notadamente a jaca, bastante con-
sumida pela populacdo nordestina, possam proporcionar moléculas que sejam ab-
sorvidas, ainda bastante intactas, a ponto de poderem permanecer aderidas aos te-
cidos humanos, proporcionando reagdes cruzadas com os anticorpos anti-frutalina

empregados no estudo.

E uma possibilidade que merece investigacdo especifica, para se avaliar a hi-

potese aqui formulada.

Os anticorpos gerados no sistema imunolégico para combater os elementos
estranhos imunogénicos instalados no organismo, também véem dotados da
capacidade para se ligarem a estruturas células do organismo - principalmen-
te as do proprio sistema imune. Essa propriedade fisiologicamente normal
das imunoglobulinas é explorada no sistema imune tanto para proporcionar
mecanismos mais eficazes de eliminagdo do corpo estranho (ex: a opsoniniza-
¢do de microorganismos e particulas para uma melhor fagocitose pelos ma-
créfagos e neutréfilos polimorfonucleares), como também para possibilitar a
destruicdo citotoxica de parasitas e células infectadas por microorganismos
intracelulares, por células citotoxicas (assassinas ou “killer cells”) proficionais
(NAIDU, 1998). Em uma condicdo patolégica, anticorpos (“reaginicos” - IgE e
algumas IgG) se ligam a células como o mastocito, basoéfilo e eosindfilo,
constituindo o mecanismo principal de mediagao das reacdes anafilaticas
de manifestagdo clinica tdo grave quanto o choque anafildtico e o edema

de glote, capazes de ameacar a vida.

A facilidade de algumas imunoglobulinas para a ligacdo também com estru-
turas do préprio organismo, reside na conhecida bifuncionalidade da sua es-

trutura: o anticorpo se liga ao epitopo do antigeno por meio do sitio de com-
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binacdo que depende da configuracdo especifica dos terminais N das cadeias
leve e pesada dos aminoacidos (segmento Fab); ao passo que os terminais
COOH das cadeias pesadas compdem o ponto de ligacdo inespecifico (frag-
mento Fc) que se fixa no receptor para Fc existente nas membranas de varia-

dos tecidos e células do organismo (ALZAR], et al, 1988).

Pelas propriedades inerentes a todas as imunoglobulinas, é de se esperar que os
anticorpos policlonais anti-frutalina também se fixem aos tecidos e células, por
meio da ligagdo dos seus terminais Fc. Se isso ocorrer, a ligagdo dos anticorpos
anti-frutalina aos tecidos pode ser detectada tanto na técnica imunohistoquimica
direta (a peroxidase ligada diretamente ao anticorpo primario) quanto na indire-
ta (peroxidase ligada ao anticorpo secundario - este ligado ao anticorpo primario
ligado ao tecido). Em ambos os casos, a ligagdo dos anticorpos anti-frutalina ao
epitélio serd consequencial, podendo acontecer com varios tecidos e células
normais ou patolégicas, portadores dos receptores para as imunoglubulinas;

sem nenhuma seletividade para com os tecidos estudados.

A dltima hipétese, formulada para explicar o fato da ligacao direta dos anti-
corpos anti-frutalina aos tecidos humanos estudados, se baseia na mais nova
teoria de regulacdo interna do sistema imune, conhecida por “Rede Idiotipi-
ca” e formulada pelo genial (Premio Nobel) Niels K. Jerne na década de 70.
Essa teoria redefine o sistema imunolégico como uma rede fechada e autore-
gulada, podendo tanto iniciar respostas imunes especificas a antigenos tanto
estranhos quanto préprios, como também encerrar as respostas iniciadas;
sempre buscando manter o estado de homeostase do sistema imune e o esta-
do normal do organismo, constituindo-se um estado de excecado a sua ativa-

¢do para gerar respostas imunes exacerbadas.

De acordo com a teoria da Rede Idiotipica, o encontro de antigeno com o sis-
tema imunolégico resulta ndo somente na geracdo de respostas imunes celu-
lares e humorais especificas, como também no desencadeamento de uma se-
qliéncia de respostas : resposta secundéria, para regular a resposta primaria;
resposta tercidria para regular a resposta secunddria, evitando assim dessa maneira

uma inibicao exagerada pela resposta secundéria, e assim por diante, 4t¢ que seja
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restabelecida a condicao ideal de homeostasia interna. O instrumento princi-
pal dessas respostas imunes em seqiiéncia é a porgao antigénica (parte imu-
nogénica da prépria imunoglobulina) residente no segmento Fab do receptor
para o antigeno, conhecido por idiétipo. Em sintese, a teoria da Rede Idiotipi-
ca afirma o seguinte: cada uma das familias dos linfocitos B (responsaveis pelos
anticorpos) e linfocitos T (mediadores de respostas celulares e por citocinas), se
constitue como uma rede de clones (pequenos grupos portadores de receptores
especificos para reconhecimento de epitopos), na qual cada clone também reco-
nhece o ididtipo de um clone da rede e, por sua vez, é reconhecido por outro clone. O
idiétipo reside no receptor dos clones do linfécito B e T especificos para um
determinado epitopo do antigeno; portanto existe uma s6 rede idiotipica, en-
volvendo os dois tipos de linfécitos. Nesse esquema, o clone de células B que
reconhecem o antigeno serd o clone primério (gerador de resposta imune - o
anticorpo - contra o agente estranho), e o clone que reconhece o idiétipo da
resposta imune (que existe no receptor do clone reconhecedor do antigeno, e
também no anticorpo por ele gerado) constituindo-se no clone anti-idiétipo
ou clone secundario. Conforme a teoria, ha um equilibrio nas concentracdes
de idi6tipos que existem nos diferentes clones de linfécitos B e T; qualquer
aumento exagerado do idiétipo de um clone, resultara na ativacdo do clone
anti-idiotipo secundario do linfécito B. Esse, por sua vez, fica estimulado pelo
excesso do ididtipo do clone primario, entra em atividade e gera o anticorpo
anti-idiotipo, o qual se liga ao receptor do clone primadrio; impedindo-se a liga-
¢ao do antigeno estranho a ele e, conseqientemente, a continuagdo da resposta imune
ja iniciada contra o antigeno. O anticorpo anti-idiétipo, desta maneira, desempenha a

funcao de “encerrar” uma resposta imune montada contra um antigeno estranho.

O anticorpo anti-idiétipo é considerado como a “imagem interna” do antigeno, haja
vista que ele reage exatamente como o receptor do clone de linfocitos B, com que se li-
ga o epitopo do antigeno. A verificacdo deste conceito vem das provas experi-
mentais que revelam que é possivel empregar o anti-idiétipo no lugar do an-
tigeno como “vacina” para induzir no organismo de animais anticorpos con-

tra o antigeno (HOLT, 1994).

70



A atuacdo demasiada do clone anti-idiétipo acarretaria, potencialmente, o
prejuizo de bloquear o desencadeamento do anticorpo protetor da resposta
primaria; portanto, o aumento do clone secundario (aumento do idiétipo do
clone secundério) ativaria um clone tercidrio (clone anti-anti-idiétipo), cujo
anticorpo (anti-anti-idiétipo) bloquearia o sitio ativo do receptor do clone se-
cundério, diminuindo a producdo do anticorpo anti-idiétipo e liberando o
clone primario da regulacdo pelo anticorpo anti-idiétipo. O sistema imune es-
tabelece, por via dessa rede idiotipica, os controles positivos e negativos para iniciar e
regular as suas respostas imunes aos estimulos imunogénicos. Dessa forma, a revo-
luciondria teoria da Rede Idiotipica esclarece, em base ldgica e coerente, a se-
cular dificuldade para compreender o “por qué e como” as respostas inicia-

das sao sempre encerradas no organismo.

Partindo-se destes principios da teoria da Rede Idiotipica, pode-se explicar a
reatividade direta dos anticorpos anti-frutalina com as estruturas tanto nor-
mais, como patolégicas, estudadas no presente trabalho. Lembrando-se que a
frutalina faz parte do género Artocarpus ao qual também pertence a jaca,
muito difundida na vegetacdo nativa do nordeste brasileiro, e consumida pe-
la populagdo local. Vale ressaltar que, além da cobicada fruta jaca, a fruta-
pao, é também bastante consumida pelos cearenses. A absorcao de suas lecti-
nas, em condi¢des que ainda conservam a sua integridade molecular e imu-
nogénica, podera resultar no desenvolvimento da resposta imune no orga-
nismo, com a presenca do anticorpo anti-lectina. De acordo com a teoria da
Rede Idiotipica, a presenca deste anticorpo devera deslanchar, com o tempo,
a geragdo do anticorpo anti-ididtipo, capaz de regular a atividade do clone
reconhecedor das lectinas. Haja vista que tanto os anticorpos anti-lectinas
quanto os seus anti-idiétipos, sdo dotados do segmento Fc, é de se esperar,
que um entre os dois tipos de anticorpos venha a se ligar a células e tecidos
do organismo com que tenham alguma afinidade molecular. Se os anticorpos
anti-idiotipos ficarem ligados aos tecidos imunes, os anticorpos anti-frutalina devem
se ligar a eles, numa reacdo espontinea de ididtipo-anti-idictipo. Esta hipotese se

fundamenta na probabilidade de que as lectinas do género Artocarpus tenham
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semelhancas moleculares significativas, possibilitando assim as reagdes cru-

zada entre elas, como aludido anteriormente.

Pesquisas relevantes futuras podem revelar informacdes importantes as quais
podem sugerir quais das hipéteses aqui levantadas sdo capazes de explicar de forma

mais coerente as observagdes evidenciadas no presente trabalho.

5.3 Variagao do pH

A maneira de demonstrar a importancia da estrutura especifica das proteinas pa-
ra a fungao biolégica que exercem é alterar esta estrutura e determinar o efeito que isto
causa nesta fungdo. Uma alteracdo extrema é a perda total da sua estrutura tridimensio-
nal que é conhecido como desnaturacao, e esta relacionada a perda da sua funcado. Al-
gumas proteinas podem recuperar as suas estruturas nativas e sua fungdo, um processo
conhecido como renaturagdo. Algumas condigdes sdo reconhecidamente desnaturantes,
tais como aquecimento, alguns solventes orgénicos como o etanol e acetona, substancias
detergentes, variacdo de pH, dentre outras. Os valores extremos de pH, alteram a carga
liquida da proteina, provocando repulsdo eletrostatica e rompimento de algumas pontes

de hidrogénio.

Em um trabalho recente, a frutalina foi submetida a filtracao em gel em coluna de
Superdex 12 HR, acoplada a um sistema de HPLC, em condigdes de pH variando de 2,6
a 10. Observou-se que na auséncia do ligante e a pH 10, a frutalina apresentou-se na sua
forma tetramérica com Mr de 48 KDa. O mesmo ndo ocorreu em valores de pH mais
baixos (8,0, 6,0 e 4,0), quando a lectina apresentou Mr entre 32 e 33,9 kDa, sugerindo
uma forma intermedidria entre dimero e tetramero, talvez um estado de equilibrio. Em
um pH de 2,6, a frutalina assumiu a forma monomérica, com Mr de 17Kda (Figura 6
cedida por MOREIRA et al, 1998). Na presenca de D-galactose a 0,2 M, a frutalina apre-
sentou massa molecular relativa correspondente a forma tetramérica com Mr de 48,3
kDa, em todos os valores de pH, com excegdo para o pH 2,6, no qual o Mr encontrado foi
ligeiramente inferior. Dessa forma parece que a D-galactose de alguma maneira, estabili-

za a estrutura quaterndria da frutalina, mesmo em pH 2,6 (MONTEIRO, 1998). Estes mes-
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mos autores, em outro experimento, mostraram que com pH 12 a frutalina apresenta um

desenovelamento estrutural (MONTEIRO, 1998).

No experimento realizado neste trabalho observou-se que com o valor de pH de 2,6
as reagOes de imunohistoquimica foram negativas. Com os valores de pH igual a 4,0, igual a
7,0, igual a 8,6 e igual a 10,0 reagdes foram positivas. Estes resultados sugerem que a forma
monomérica da frutalina ndo permite a ligacdo com o ligante e que a forma bimérica e/ou

tetramérica é provavelmente a sua conformacao funcional (Figuras 33 e 34).

5.4 Comparacao de resultados obtidos com a frutalina com os da jacalina citados
na literatura

A jacalina e a frutalina sao lectinas pertencentes a mesma familia (Moraceae) e classe
(Magnoliadae). Ambas sdo lectinas D-galactose ligantes (MONTEIRO, 1998). A jacalina é uma
glicoproteina tetramérica de aproximadamente 50KDa formada por duas subunidades de
133 aminoacidos, ligadas ndo covalentemente, com massas moleculares aparentes de 12 e 15
KDa, respectivamente (MONTEIRO, 1998) e um pequeno peptideo de 20 residuos, a subuni-
dade B. A jacalina apresenta um novo sitio ligante de carboidrato envolvendo o N-terminal
da cadeia o e que é produzido por modificagdo pds-traducdo envolvendo protedlise, se
constituindo no primeiro exemplo conhecido em que tal modificagdo foi feita para conferir a
especificidade por carboidrato. Este novo tipo de enrolamento deve ser caracteristico das
lectinas da familia Moracea. A estrutura fornece uma explicacdo para a relativa especificida-
de por derivados de galactose e fornece detalhes da base estrutural de sua especificidade

pelo antigeno T (SANKARANARYANAN, et al, 1996).

A estrutura primadria da frutalina ndo foi totalmente resolvida. Sabe-se que os 48
aminiacidos na por¢ao N-terminal da frutalina, quando comparados com a seqiiéncia da

jacalina sao totalmente semelhantes (Figura 35, MONTEIRO, 1998).
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Figura 35 - A seqiéncia da frutalina estd destacada: os aminoacidos idénticos podem ser
visualizadas nos espacos abertos (Young et al, 1989).

P

A jacalina é comumente usada em imunohistoquimica e imunologia celular
(AUCOUTURIER et al, 1987) porque é capaz de precipitar IgA e IgD humanos e é seletivamen-
te mitogénica para linfécitos TCD4+ humanos (AUCOUTURIER et al, 1987; TAIMI et al, 1994).
Além disto, a jacalina tem sido amplamente utilizada no estudo da progressao tumoral de
diversos tipos de tumores, tais como, da cérvice uterina (REMANI et al, 1990; PILLAI et al,

1994), da cavidade oral (PILLAI et al, 1995) e da mama (REMANI et al, 1989).

5.5 Comparacao dos resultados obtidos com a frutalina com lectinas de outras
familias citadas na literatura

Os resultados do presente trabalho quando comparados aos revisados na literatura
(Tabelas 1 e 2) foram semelhantes quanto ao estudo da progressao tumoral, onde o epitélio
normal mostrou marcacao fraca com diferentes lectinas e intensidade forte nos epitélios alte-

rados. O presente trabalho foi o primeiro avaliando a frutalina como marcador celular, bem

74



como a mostrar resultados de marcacdo imunohistoquimca com a frutalina sob diferentes

condigdes de pH.

O anticorpo anti-lectina como marcador celular direto foi pioneiramente utiliza-

do no presente trabalho como uma nova técnica de marcagdo no estudo de glicoconju-

gados da superficie celular.

5.6 Resumo de todos os achados deste trabalho:

1)

2)

A frutalina (Técnica I) marca células epiteliais.

O anticorpo anti-frutalina (Técnica II) quando usado diretamente, também

marca células epiteliais.

Ha tendéncia a reacdes mais freqiientes e mais fortes nas lesdes hiperplasti-

cas e neoplasicas do que no epitélio normal por ambas as técnicas.

A frutalina é capaz de se ligar a metaplasia apdcrina, as células transformadas
nas hiperplasias e carcinomas, evidenciando que estas células apresentam
formas incompletas, nao sializadas de gliconjugados da membrana, ex-

pondo residuos ricos em galactose.

O anticorpo anti-frutalina provavelmente se liga a uma porcao da membrana

que apresenta alguma semelhanca com a frutalina (reacao cruzada?).

O anticorpo anti-frutalina ndo apresentou nenhuma marcagdo nos casos de
hiperplasia ductal atipica. Este achado deve ser posteriormente aprofundado
com maior nimero de casos, vez que tem importante implicacdo no diagnds-

tico.

A imunomarcacdo da frutalina e da jacalina é muito semelhante, ambas marcam

células epiteliais, como € amplamente citado na literatura.

A variacao de pH desempenha um papel importante na estrutura da fru-
talina, com perda de atividade em pH igual a 2,6 quando estd em sua

forma monomérica.

A frutalina marcou matriz estronal. O mesmo ndo ocorreu com o anticorpo

anti-frutalina.
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6 Conclusao

A frutalina marca membrana e citoplasma de células epiteliais com maior ex-

pressao no epitélio mamadrio transformado.

Os resultados do anticorpo anti-frutalina, considerando os controles realizados,
levam a crer que provavelmente reflitam reacdes especificas da célula com este anticor-
po, ocorrendo maior expressdao no epitélio mamario alterado com predilecdo para o cito-
plasma, a medida da progressao tumoral evidenciando, possivelmente, a internalizagdo

de moléculas. O esquema abaixo ilustra o fenémeno verificado.

Enitélio nomal Hiperplasia Carcinoma Carcinoma
P Ductal afipica in situ invasivo

Intensidade da

Membrana

Citoplasma
Celular P
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