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RESUMO 

Neste trabalho foram analisados os carboidratos de membrana de 05 variantes 

celulares derivadas do câncer de cólon humano (LS 180, EB3, 3LNLN, 5W e 8W). No 

intuito de discriminar os tipos de glicanos de superfície presentes nestas células, foram 

utilizadas 15 lectinas vegetais, de especificidade conhecida, acopladas a FITC: 

Lectinas de sementes de Canavalia ensiformis (Con A), Canavalia brasiliensis (Con Br), 

Canavalia bonariensis (Con Bo), Canavalia grandiflora (Con Gr) , Canavalia marítima 

(Con M); Dioclea grandiflora (DGL), Dioclea guianensis (Dgui), Dioclea virgata (Dvir), 

Dioclea violacea (Dvio), Dioclea rostrata (Dros); Cratylia floribunda (CFL); Parkia 

platycephala (PPL); Vatairea macrocarpa (VML); Lotus tetragonolobus (LTA) e Ulex 

europeus (UEA-I). 

Os resultados de citometria de fluxo revelaram que com exceção de DGL e VML, 

todas as demais lectinas foram capazes de reconhecer estruturas glicanas na 

superfície das células estudadas. Contudo, algumas das lectinas utilizadas foram 

capazes de discriminaram uma ou mais variantes celulares (como no caso de Con Bo). 

Apesar do alto grau de homologia, lectinas da sub-tribo Diocleinae exibiram capacidade 

de reconhecimento diferente frente as células das diferentes linhagens. Dentre as 

lectinas utilizadas, UEA-I e LTA (ambas fucose específicas) apresentaram maior 

capacidade de ligação, revelando a presença de níveis elevados de glicanos 

fucosilados na membrana celular. 

A análise da atividade de fucosiltranferases revelou a presença exacerbada de 

enzimas que catalizam formação de estruturas fucosiladas do tipo Lewis, sendo mais 

elevados os níveis de Lewis X  e Lewis a, com baixa formação de Lewis b, não sendo 

detectada a presença de estruturas do tipo Lewis Y. 

Através de avaliação da capacidade bioadesiva das lectinas utilizando-se 

microscopia confocal, foram confirmados os teores elevados de estruturas fucosiladas 

(reconhecidas por UEA-I e LTA). De modo interessante, foi constatado que as lectinas 

Con Bo e Dros parecem potencializar sua internalização, mostrando-se quase que 

completamente em meio citoplasmático após uma hora de contato a 37°C. 
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ABSTRACT 

In the present work carbohydrate of membrane from 05 cellular cellular variants 

of the human colon cancer (LS 180, EB3, 3LNLN, 5W and 8W) were analysed. In order 

to discriminate the types of glycan present on those cell surfaces, 15 lectins with known 

specificity and coupled to PITC were used. They were obtained from seeds plants 

namely Canavalia ensiformis (Con A), Canavalia brasiliensis (Con Br), Canavalia 

bonariensis (Con Bo) Canavalia grandiflora (Con Gr) and Canavalia maritima (Con M); 

Dioclea grandiflora (DGL), Dioclea guianensis (Dgui), Dioclea virgata (Dvir), Dioclea 

violacea (Dvio) and Dioclea rostrata (Dros); Cratylia floribunda (CFL); Parkia 

platycephala (PPL); Vatairea macrocarpa (VML); Lotus tetragonolobus (LTA) and Ulex 

europeus (UEA-I). 

The results of flow cytometry revealed that all lectins tested are able to recognise 

were the glycans structures on the cell surface studied. However, some of the lectins 

assayed were able to differentiate one or more variant cell (as in the case of Con Bo). 

Despite the high homology, lectins from Diocleinae sub-tribe exhibited different capacity 

to recognise the cells from different strands. From all lectins tested UEA-I and LTA (both 

fucose-specific) have showed higher binding capacity indicating the presence of high 

levels of fucosylated glycans. 

The fucosyltranferases analysis has revealed the presence of a great amount of 

enzymes that catalyse the formation of fucosylated type Lewis structures with higher 

levels of Lewis x  and lewis a, and low levels of Lewis b. Lewis " type structures were not 

detected. 

Upon the bioadhesive capacity of the lectins using confocal microscopy it was 

possible to confirm the high levels of fucosylated structures (recognized by UEA-I and 

LTA). Interestingly, it was been found that both Con Bo and Dros lectins seem to 

potentialize theiruptake, since they appear almost completely in the cytoplasm after a 

hour at 37°  C. 
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RÉSUMÉ  

Dans le présent travail, les glycoconjugués membranaires de cinq variants 

cellulaires isolés à partir d'un cancer du colon humain (LS180, EB3, 3LNLN, 5W et 8W) 

ont été étudiés. De façon à comparer les différentes structures glycaniques présentes à 

Ia surface de ces cellules, 15 lectines de spécificités bien définies ont été utilisées aprés 

marquage par l'isothiocyanate de fluoresceine (FITC). Ces lectines ont été purifiées à 

partir de graines de Canavalia ensiformis (Con A), C.brasiliensis (Con Br), 

C.bonariensis (Con Bo), C.grandiflora (Con Gr), C.maritina (Con M), Dioclea grandiflora 

(DGL), D.guianensis (Dgui), D.virgata (Dvir), D.violacea (Dvio), D.rostrata (Dros), 

Cratylia floribunda (CFL), Parkia platycephala (PPL), Vatairea macrocarpa (VML), Lotus 

tetragonolobus (LTA) et Ulex europeus (UEA-I). 

Les résultats obtenus par cytométrie de flux ont montré qu'à I'exception de Ia 

DGL et de la VML, toutes les lectines utilisées reconnaissaient des structures 

glycaniques présentes à la surface de ces cellules. Cependant, et en dépit d'une 

grande homologie structurale, certaines lectines telle que Con Bo sont capables 

d'interagir différemment avec ces variants cellulaires. Parmi toutes les lectines utilisées, 

les deux lectines fucose-spéfiques LTA et UEA-I interagissent trés fortement avec les 

cellules, montrant ainsi que celles-ci expriment des taux élevés de glycannes 

fucosylés. 

La détermination des activités fucosyltransférasiques d'extraits prepares à partir 

des cinq variants cellulaires a montré l'existence des enzymes permettant une 

production élevée d'antigènes fucosylés de type Lewis' et Lewisa  ainsi qu'un peu 

d'antigéne Lewis. Une synthèse d'antigène Lewis' par ces cellules n'a pu être mise en 

évidence. L'utilisation de la microscopie confocale a permis de confirmer l'expression 

importante de ces structures glycanniques fucosylées dans les lignées cellulaires 

dérivant d'un cancer du colon humain. D'autre part, cette dernière étude a permis de 

montrer qu'à 37 °C, deux de ces lectines, Con Bo et Dros, étaient trés rapidement et 

totalement internalisées. 

i 
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1 - INTRODUÇÃO: 

1.1 - LECTINAS 

1.1.1 - Considerações Gerais 

A capacidade de se combinar específica e reversivelmente com várias 

substâncias é uma característica da maioria das proteínas. Enzimas que se ligam a 

seus substratos e inibidores ou anticorpos que se ligam ao antígeno, são exemplos 

bem conhecidos (SHARON & LIS, 1989). Lectìnas, entretanto, são proteínas definidas 

inicialmente como moléculas que se ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinam 

células e/ou precipitam polissacarídeos e glicoproteínas. A primeira definição de 

lectinas foi proposta por BOYD & SHAPLEIGH (1954) que utilizaram o termo "lectina", 

oriundo da palavra latina legere, que significa selecionar ou escolher, para definir uma 

classe de aglutininas de plantas superiores, algumas das quais mostraram 

especificidade para grupos sanguíneos humanos. 

GOLDSTEIN et al. (1980) propuseram uma nova definição de lectinas, na qual 

estas foram descritas como "proteínas de origem não imune, que se ligam a 

carboidratos ou glicoproteínas, aglutinam células eiou precipitam glicoconjugados". 

Esta definição foi modificada posteriormente por KOCOUREK & HOREJSI (1981), que 

sugeriram serem as lectinas "proteínas ou glicoproteínas de natureza não imune que se 

ligam a carboidratos, sem apresentar atividade enzimática frente a esses açúcares e 

não requerem grupos hidroxilas livres para sua ligação". 

Atualmente, a definição mais aceita para lectinas é a proposta por PEUMANS & 

VAN DAMME (1995), que definem lectinas como proteínas de origem não imune 

contendo pelo menos um domínio não-catalítico capaz de ligar-se reversivelmente a 

mono ou oligossacarídeos específicos. Baseados no conhecimento da estrutura das 

lectinas, PEUMANS & VAN DAMME (1995) classificaram as lectinas em três grupos: 

merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. As merolectinas possuem um único sítio 

de ligação a carboidratos sendo desprovidas de atividade hemaglutinante. As 

hololectinas são semelhantes as merolectinas, entretanto, possuem dois ou mais sítios 

de ligação a carboidratos podendo, desta forma, aglutinar células ou precipitar 

glicoconjugados. As quimerolectinas se diferenciam das duas outras classes por 

possuírem além do sítio de ligação a carboidratos, um outro domínio não relacionado 

que apresenta atividade biológica distinta e independente, podendo ou não apresentar 

atividade hemaglutinante, dependendo do número de sítios de ligação a açúcares. No 

ano de 1998 os mesmos autores introduziram o termo superectinas, referindo-se a 
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lectinas que possuem pelo menos 02 sítios de ligação a carboidratos com 

especificidades diferentes. 

1.1.2 — Especificidade 

1.1.2.1 - Monossacarideos 

A especificidade de lectinas frente a monossacarídeos permite sua classificação 

em 05 grupos distintos: Man, Gal/GaINAc, Glc/G1cNAc, Fuc e NeuAc (todos açúcares 

da série D, exceto a fucose, da série L) (MAKELA, 1957). Dentro desta classificação 

chama á atenção o fato de que dentre os diversos monossacarídeos encontrados na 

natureza, somente estes acima descritos são encontrados normalmente fazendo parte 

de estruturas que compõem a superfície de células eucariáticas. 

Via de regra, a afinidade de lectinas por monossacarídeos é fraca, com 

constantes de associação da ordem de milimolar (SHARON & LIS, 1989). Lectinas são 

bastante seletivas, capazes de discriminar 02 ou mais monossacarídeos por mais 

elevada que seja a semelhança entre as moléculas. Deste modo, lectinas específicas 

por glicose não reconhecem galactose (epímero C-4) ou manose (epímero C-2) e vice-

versa. Com  exceção da WGA (lectina de germe de trigo), lectinas específicas por 

GloNAc não reconhecem GaINAc. Entretanto, a seletividade de lectinas pode admitir 

certa tolerância quanto à variação de grupos hidroxila do anel piranosídico. Assim, 

lectinas manose específicas podem reconhecer o epímero glicose e vice-versa. Do 

mesmo modo, muitas lectinas que se ligam a galactose interagem também com 

GaINAc. Em alguns casos até preferencialmente, como é observado com a lectina de 

soja (SBA), na qual a afinidade por GaINAc é 25-30 vezes maior que por galactose 

(GOLDSTEIN & PORETZ, 1986). Entretanto, outras lectinas se ligam a estes 

carboidratos com a mesma afinidade, como no caso da lectina de sementes de 

Erythrina collarodendro (EcorL). Por esta razão, tais lectinas são classificadas como 

pertencentes ao grupo Gal/GaINAc específico, mesmo que algumas dentre elas não 

reconheçam fortemente GaINAc como no caso da lectina de amendoim (PNA). 

Ocasionalmente, uma lectina pode reconhecer monossacarídeos que parecem 

não estar relacionados estruturalmente, mas que apresentam características 

topográficas similares quando vistos em ângulos apropriados. Por exemplo, WGA 

reconhece GIcNAc e NeuAc. Considerando-se a estrutura tridimensional destes dois 

açúcares, observa-se similaridade nas posições C-2 (grupo acetamida) e C-3 (grupo 
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OH) do anel piranosídico com C-5 e C-4 do NeuAc, respectivamente. Estas posições 

são determinantes para o contato com o sítio de ligação da lectina (LIS & SHARON, 

1998). 

Algumas lectinas pertencentes ao mesmo grupo de especificidade combinam-se, 

preferencialmente, com monossacarídeos a ou J3, enquanto outras não apresentam 

especificidade anomérica. De modo particular, glicosideos aromáticos são fortemente 

reconhecidos por muitas lectinas quando comparados com outros alifáticos, indicando 

o envolvimento de uma região hidrofábica no sítio de ligação (LIS & SHARON, 1984). 

Lectinas de um mesmo grupo podem diferir consideravelmente em relação a sua 

especificidade por outros ligantes. Por exemplo, Con A (lectina de sementes de 

Canavalia ensiformis) e favina (lectina de sementes de Limux favus) reconhecem 

glicose com constantes de associação similares, enquanto que seus derivados metil ou 

fenil são reconhecidos de forma distinta. Con A apresenta 10-20 vezes menos 

afinidade por estes açúcares ao passo que favina apresenta afinidade 04 vezes maior. 

Por outro lado, Con A também reconhece e interage com peptídeos que 

contenham motivos Tyr-Pro-Tyr com afinidade semelhante aquela apresentada para a-

metilmanosideo (OLDENBURG et al, 1992). De fato, peptídeos podem ser 

reconhecidos por lectinas sendo a ligação mediada por pontes de hidrogênio entre 

grupos OH de tirosina (que mimetiza o oxigênio do açúcar) e interações hidrofóbicas 

entre carbonos das cadeias laterais (que mimetizam os carbonos do açúcar). Este tipo 

de ligação (lectina-peptídeo) tem sido relatada e nela, ambos ligantes ocupam a 

mesma posição-no sítio, o que representa um glicomimetismo (KAUR etal, 1997). 

1.1.2.2 - Oligossacarídeos 

Comparada à sua especificidade por monossacarídeos, lectinas costumam 

apresentar constantes de associação 100 vezes mais elevadas quando interagem com 

di-, tri- ou tetrassacarideos, havendo casos de lectinas que reconhecem apenas 

oligossacarídeos (TABELA 1). Entretanto, lectinas pertencentes a um mesmo grupo 

podem diferir consideravelmente em relação a suas afinidades por determinados 

oligossacarídeos. Do ponto de vista funcional, o reconhecimento de oligossacarídeos 

apresenta um aspecto especial, na medida em que são estas as estruturas glicídicas 

encontradas freqüentemente, quer na superfície celular ou em suspensão nos fluidos 

orgânicos (FRENETTE & WAGNER, 1996). 
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A afinidade de lectinas pode ser influenciada pela forma como estes 

oligossacarídeos se encontram geralmente ligados, uma vez que se tratam de 

moléculas flexíveis, com considerável liberdade de rotação em torno das ligações 

glicosídicas dos açúcares constituintes. Estas observações têm sido confirmadas por 

técnicas de modelamento molecular e RMN (HOMANS et al, 1998). 
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TABELA 1. Lectinas específicas para oligossacarideos 

Lectina Abreviação Oligossacarídeo 

Escherichia coli fimbria tipo P, 

k99 

Gala4Gal-R 

NeuGca2,3GaIf34GIcNAc 

Galectinas Gal(34GIc; Gal(34GIcNAc 

Griffonia simplicifolia GS1V Fuca.2Ga103(Fuca4)G1cNAc 

Phaseolus vulgaris E-PHA 

L-PHA 

Ga1(34GicNAc(32Mana.6 

G1cNAc(34Man(34-R 

GIcNAc(i2Mana3 

Gal(34G1cNAc(i6 

Man(i 

Gal(34GIoNAc(32 

Batata STA (GIcNAc(i4)2-4  

Selectinas 

- 

Neu5Aca2,3Ga1(34GIcNAc 

Fuca3 

(sLex) 

Tomate LSA (GICNAc(34)3-4  

R = GIcNAc0(1,4)GIcNAc. 

Adaptada de SHARON, 1990. 
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Por causa de sua flexibilidade, oligossacarídeos que diferem em sua estrutura 

química podem apresentar características topográficas similares e, como resultado, 

ligarem-se a uma mesma lectina. Por outro lado, diferentes lectinas específicas pelo 

mesmo oligossacarídeo podem reconhecer diferentes regiões na superfície da 

molécula. Apesar da flexibilidade em torno de ligações glicosídicas induzirem uma 

heterogeneidade conformacional, lectinas parecem discriminar e se ligar a ramificações 

de conformação simples as quais não são necessariamente as mais abundantes 

(HOMANS et al, 1993). Todavia, após a ligação, a liberdade de rotação do 

oligossacarídeo torna-se restrita, resultando na diminuição da entropia do sistema. 

1.1.3 - Estrutura molecular 

Do ponto de vista estrutural, as lectinas podem ser classificadas de acordo com 

a complexidade da molécula. Ao longo dos últimos anos, a classificação estrutural 

proposta por SHARON & LIS (1990) tem sido acatada pela maioria dos lectinólogos. 

Nesta classificação, lectinas são divididas em 03 classes principais: 1- Lectinas 

simples; 2- Multidomínios; 3- Resultantes de arranjos moleculares. 

1 — Lectinas simples consistem de um pequeno número de subunidades, não 

necessariamente idênticas, que apresentam massa molecular inferior a 40 kDa e 

cadeias laterais contendo sítios de ligação a carboidratos. Nesta classe estão contidas 

quase todas as lectinas veg tais, bem como as galectinas ou s-lectinas, uma família de 

lectinas animais galactose específicas. 

1.1- Leguminosas 

Lectinas vegetais obtidas em sua maioria a part=a de sementes de plantas 

pertencentes à família das leguminosas figuram entre as mais estudadas, contando 

com mais de 100 proteínas já completamente caracterizadas bioquimicamente, dentre 

as quais muitas com estruturas determinadas por técnicas cristalográficas. Neste grupo 

destaca-se a Con A (lectina de sementes de Canavalia ensiformis), isolada por 

SUMNER (1919) e descrita por SUMNER & HOWELL (1936) como sendo específica 

por glicose/manose. 

Como a Con A, outras lectinas desta família têm sido estudadas, entre elas PHA 

'lectina de sementes de Phaseolus vulgaris), SBA (lectinas de sementes de Glicine 
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max), PNA (lectina de sementes de Arachis hipogea), Ecorl (lectina de sementes de 

Erythrina collarodendro). Particularmente, outras espécies do gênero Cana valia vêm 

sendo exaustivamente estudadas, sendo a Con Br (lectina de sementes de Canavalia 

brasiliensis) a primeira lectina do mesmo grupo a ter sido clonada com sucesso após a 

Con A (GRANGEIRO et a/, 1997). 

Em alguns casos, diferentes lectinas têm sido isoladas de sementes 

provenientes de uma mesma planta, como no caso das 03 lectinas Gal/Ga1NAc, 

GIcNAc e oligossacarídeo específicas isoladas de sementes de Griffonia simp/icifo/ia. 

Por outro lado, lectinas de leguminosas podem se apresentar como uma mistura de 

proteínas estreitamente relacionadas denominadas de isolectinas. Tipicamente, 

lectinas de leguminosas são compostas de 02, 04 ou mais unidades idênticas ou quase 

idênticas (protômeros) de 25-30 kDa, cada uma apresentando um sítio de ligação a 

carboidratos de mesma especificidade. Elas também costumam conter em sua maioria 

dois sítios de ligação a metais (geralmente Ca++  e Mn++) por subunidade, sendo estes 

determinantes para a ligação a carboidratos. Além disto, algumas lectinas parecem 

apresentar em sua estrutura um sítio hidrofóbico capaz de ligar-se a adenina ou ao 

ácido indolacético (LIS & SHARON, 1998). 

As subunidades de lectinas de leguminosas são comumente constituídas de 

cadeias polipeptídicas simples de aproximadamente 250 resíduos de aminoácidos que 

podem conter 01 ou 02 oligossacarídeos N-ligados. Em algumas lectinas (Ex. ervilha e 

lentilha), as cadeias polipeptídicas são fragmentadas em frações a(leve) e 13(pesada) 

(LIS & SHARON, 1998). 

Lectinas de leguminosas exibem elevada homologia, apresentando cerca de 

20% dos aminoácidos invariáveis. Entre os aminoácidos conservados, incluem-se a 

maioria daqueles implicados em pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas 

estabelecidas durante a ligação lectina-carboidrato, bem como um elevado percentual 

de resíduos de aminoácidos que coordenam o sítio de ligação a metais (LIS & 

SHARON, 1998). 

A Con A apresenta uma propriedade especial que a distingue das demais 

lectinas de leguminosas, esta é descrita como sendo uma homologia circular, 

observada a partir do alinhamento de seu resíduo 119 com o aminoterminal de outras 

ectinas de leguminosas. Isto é resultado de um re-arranjo não usual da cadeia 

oolipeptídica que ocorre durante o último passo da síntese desta lectina (MIN and 

JONES, 1994). 
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Lectinas de leguminosas podem se apresentar na forma de tetrâmero ou dímero 

de dímero. Na Con A e, provavelmente, nas demais lectinas de sementes de espécies 

de Cana valia e Dioclea, a formação de tetrâmeros parece envolver a parte central de 

ambos os dímeros e os contatos são basicamente estabelecidos pelos loops (RINI, 

1995). 

1.2 — GLICOPROTEÍNAS 

Glicoproteínas constituem um grupo de macromoléculas complexas que são 

freqüentemente encontradas em quase todas as formas de vida: animal, vegetal e 

microbiana. Bactérias, em geral, não parecem conter glicoproteínas. Contudo, sua 

presença tem sido relatada em espécies do gênero Halobacterium e Bacillus 

stearothermophilus (KENT, 1989). 

Várias classes importantes de macromoléculas apresentam estrutura 

glicoprotéica, como hormônios, enzimas, imunoglobulinas, proteínas de transporte, 

moléculas de adesão celular, toxinas, lectinas, proteínas estruturais, além de proteínas 

presentes no invólucro nuclear. Entre as diversas funções desempenhadas por esta 

classe molecular destacam-se a catálise enzimática, controle hormonal, proteção 

imunológica, transporte de íons, lubrificação, proteção de superfícies, suporte 

estrutural, diferenciação de antígenos sanguíneos, adesão, interação e reconhecimento 

celular, dentre outros. Em geral, glicoproteínas são encontradas em fluidos extra e intra 

celulares, tecido conectivo e membranas. Segundo GOTTSCHALK et al (1966), 

glicoproteínas são melhor definidas como sendo agregados protéicos contendo como 

grupo prostético 01 ou mais heterossacarídeos covalentemente ligados a uma cadeia 

polipeptídica. 

Muito embora compostos de natureza glicoprotéica sejam conhecidos a mais de 

um século, sua presença na linha de frente de investigações cientificas só passou a ser 

verificada a partir de meados da década de 70. Durante muito tempo, o desinteresse da 

comunidade científica em relação às glicoproteínas pode ser atribuído à presença do 

componente de natureza glicídica nesta molécula, cujo papel reconhecido até então, 

era o de moléculas energéticas ou de proteção da superfície celular, não lhes sendo 

atribuída qualquer função de carreadoras de informação (SHARON and LIS, 1982). 

Deste modo, muitos carboidratos covalentemente ligados a proteínas não atraíram a 
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atenção de pesquisadores. Na verdade, a presença de carboidratos em preparações 

protéicas era tida como mera contaminação. 

Somente a partir da descoberta de que glicoproteínas desempenhavam 

importante papel no reconhecimento de outras moléculas, como durante os processos 

de interação patógeno-hospedeiro, célula-célula e célula-molécula é que seu estudo 

passou a ser intensificado. Outros fatores que contribuíram para o renovado interesse 

foram os que apontam para a freqüente alteração de estruturas glicanas em diversas 

fases do desenvolvimento celular, seja este normal ou patológico. 

1.2.1 - Estruturas comuns a diferentes tipos de glicanos 

1.2.1.1 - Cadeias Tipo I 

São estruturas glicanas encontradas em N, 0-glicanos, proteo e lipoglicanos que 

se caracterizam pela adição de resíduos de galactose, pela ação de f3(1,3)galactosil 

transferases, diretamente sobre resíduos de GaINAc terminal. Em humanos, a 

expressão de cadeias tipo 1 está freqüentemente restrita ao epitélio (trato 

grastrointestinal/aparelho reprodutor), podendo ocorrer glicosilações subseqüentes 

:anto no resíduo GaINAc subterminal como no resíduo galactose terminal 

HAKOMORI,1989). 

.2.1.2 - Cadeias Tipo II 

Semelhante ao que ocorre nas cadeias tipo 1, em N-, O-, proteo e lipoglicanos, 

as cadeias tipo 2 são o resultado da adição de galactose a um resíduo GaINAc 

terminal, sendo que pela ação de (3(1,4)-galactosiltransferases. No entanto, a 

expressão dessa estrutura pode ser considerada como sendo constitutiva uma vez que 

ela se apresenta como aceptor para uma série de modificações subseqüentes que 

podem ocorrer sobre o resíduo GaINAc subterminal bem como no resíduo galactose 

:erminal (HAKOMORI,1989). 
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2.1.3 - Polilactosaminas 

São estruturas glicanas encontradas em glicoproteínas e glicolipídeos formados 

-ela ação dirigida de uma ou mais 13(1,3)-galactosiltransferases/13(1,4)-

_alactosiltransferases. Isto implica que a maquinaria enzimática responsável pela 

: ossíntese das polilactosaminas é capaz de discriminar moléculas (glicoproteínas e 

colipideos) distintas mas que apresentam a mesma composição no que diz respeito 

exposição dos resíduos de GaINAc e galactose terminal. Uma característica comum a 

estas estruturas é que elas freqüentemente se apresentam na forma multiantenária 

HAKOMORI,1989). 

".2.1.4 - Ramificações 13(1,6)GIcNAc 

Tais ramificações são encontradas freqüentemente em resíduos Gal terminal de 

colilactosaminas através da ação de 13(1,6) N-Acetilglicosamina Transferase 

31,6GIcNAcTs), e correspondem aos antígenos do sistema sanguíneo I, i, que foram 

:escobertos a partir da investigação de um anticorpo termolábil (frio-dependente) 

encontrado em um paciente com Anemia Hemolítica Adquirida. Neste caso, anticorpos 

-eagiam com as células vermelhas do indivíduo doador. Doadores não reativos foram 

então classificados como tendo grupo sanguíneo i, enquanto doadores reativos foram 

classificados como grupo sanguíneo I. Polilactosaminas 13(1,6) ramificadas 

correspondem ao antígeno do grupo I, um precursor do sistema A,B4 O em eritrócitos, 

enquanto cadeias lineares de polilactosamina correspondem ao antígeno do grupo i. 

Em humanos, o grupo i é abundante na superfície de células vermelhas do embrião, 

eritrócitos do cordão umbilical e durante a eritropoese alterada. Entretanto, durante os 

:rimeiros 18 meses de vida a reatividade do antígeno I em hemácias alcança os níveis 

encontrados no adulto, ao passo que o antígeno i é reduzido a níveis irrisórios 

_HAKOMORI,1989). 
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".2.1.5 - Estruturas do sistema A, B e 0(H) 

Em humanos, polilactosaminas e suas ramificações 13(1,6) estão sujeitas a 

modificações tecido-específicas que concorrem para a formação de glicanos do 

sistema A, B 0(H). Este sistema (descoberto no início século XX) por LANDSTEINER, 

1901), dividia os indivíduos em diferentes classes, de acordo com a presença ou 

ausência de componentes séricos capazes de aglutinar células vermelhas provenientes 

de outros doadores. Hoje se sabe que estes constituintes do soro são, na verdade, 

anticorpos e que seus antígenos correspondem a estruturas glicanas geneticamente 

polimárficas. Antígenos A, B e O (H) são grupos oligossacarídicos formados a partir de 

precursores glicanos tipol e tipo 2, sendo este polimorfismo determinado por 

glicosiltransferases de alelos distintos, o que lhes confere diferentes propriedades 

funcionais. Deste modo, os antígenos A, B e O são formados a partir de precursores 

comuns através da ação seqüencial de distintas glicosiltranferases codificadas por 3 

loci gênicos (A, BOH e secretor). Assim sendo, o antígeno grupo H é, na verdade, a 

forma inalterada do precursor, podendo resultar no grupo O. A via de síntese dos 

antígenos A, B e O inicia-se pela modificação do glicano precursor por 

i(1,2)fucosiltransferases; Estas enzimas formam o determinante H, representado por 

Jma unidade dissacarídica Fuca(1,2)Ga1J31. Determinantes dos grupos A e B são 

subseqüentemente formados por adição de resíduos monossacaridicos. No grupo A, é 

molécula precursora é adicionado um resíduo GaINAc (pela ação da a(1,3)GaINAcT) e, 

grupo B um resíduo de galactose (pela ação da a(1,3)GaIT). Os antígenos A, B e O 

são expressos na superfície de células vermelhas, bem como em muitos outros tecidos 

ncluindo o endotélio vascular. Desta forma, estes antígenos são apresentados por 

proteínas de membrana e glicolipídeos associados a membrana. Porém, alguns tecidos 

:ambém sintetizam antígenos A, B e O na forma solúvel como glicanos ou 

glicoproteínas secretadas, em glicoesfingolipídeos ou como oligossacarídeos livres 

HAKOMORI,1989). 

.2.1.6 - Estruturas do Sistema Lewis 

O termo Lewis corresponde ao nome de uma família de indivíduos que 

apresentam um problema de incompatibilidade eritrocitária, o que levou a descoberta 
Íf' 

i 
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:este sistema. O sistema Lewis é constituído pelos grupos Lea, Let), Lex e LeY, e pelas 

:imas sialiladas e fucosiladas de Lea e Lex (HAKOMORI,1989). 

• 2.2 - Glicoproteínas tipo mucina 

Glicoproteínas tipo mucina são constituídas de um esqueleto protéico rico em 

treonina e hidroxi-prolina, ao qual estão ligados diversas cadeias laterais 

entendo carboidratos que variam em comprimento, composição e ligações 

oméricas. Apresentam massa molecular elevada (400 a 1.000 kDa) e, muitas 

odeias laterais são ligadas 0-glicosidicamente, podendo constituir de 50-85% do peso 

-- clecular total. A maioria das cadeias laterais de carboidratos das glicoproteínas 

-Jcinas são ligados ao esqueleto protéico através de 0-glicosilações entre resíduos de 

acetilgalactosamina (GaINAc) a resíduos de serina ou treonina, sendo comumente 

::seroado a presença de 05 monossacarideos: N-acetilgalactosamina (GaINAc), N-

~etilglicosamina (G1cNAc), ácido N-acetilneuramínico (NeuAc), galactose (Gal) e 

_pose (Fuc). As mucinas podem ser divididas em duas formas: mucinas associadas à 

-embrana e mucinas secretadas (YOUNG et al, 1996). 

2.2.1 - Alterações de glicoproteínas tipo mucina em câncer 

Estudos histoquímicos têm demonstrado que alterações qualitativas e 

: _entitativas são observadas em mucinas ao longo do processo oncogênico. A 

:dificação de resíduos de Ser/Thr em proteínas, por adição de um resíduo GaINAc, 

_Jlta num oligossacarídeo O-ligado (0-glicano ou glicano tipo mucina). 

__: uturalmente 0-glicanos podem ser divididos em grupos distintos de acordo com 

_s estrutura nuclear: Gal(31,3GaINAc (núcleo 1), GIcNAc(31,6(Gal(31,3)GaINAc (núcleo 

GIcNAcf31,3GaINAc (núcleo 3). Esta definição é também distinta para outros tipos 

- proteínas glicosiladas ao nível de resíduos Ser/Thr. De modo geral, a biossintese de 

-clicanos é mais simples que a de N-glicanos, bem como de oligolipídeos uma vez 

não é requerido um precursor protéico para a transferência de resíduos 

,-:oidratos. Normalmente, o evento inicial da 0-glicosilação se caracteriza pela 

7,ão de um resíduo GaINAc (por uma UDP-GaINAc) a um resíduo de Ser/Thr 

"isada por uma polipeptidil GaINAC Transferase (GaINAcT). A transferência de 
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-esíduos GaINAc para peptídeos apomucina pode ser realizada por várias UDP-

GaINAc: polipeptidil-N-acetilgalactosaminil transferases, que controlam a glicosilação 

0-ligado. Em estudos utilizando o gene MUC1 como aceptor, foi demonstrado que a 

glicosilação sítio-específica pode regular a adição de GaINAc para resíduos Ser/Thr em 

posições adjacentes ou distantes, indicando que a adição de GaINAc pode ser afetada 

pela glicosilação prévia de outros sítios no substrato peptídico (OSINAGA et a/, 2000). 

Também em contraste com a N-glicosilação, uma seqüência consenso para a 

edição de GaINAc não foi encontrada nos modelos até então estudados. 

Muitos 0-glicanos são formados por longas cadeias com terminações variáveis 

que podem ser, ou não, similares às terminações encontradas em N-glicanos. 

Entretanto, 0-glicanos são menos ramificados e, freqüentemente, apresentam estrutura 

biantenária. A 0-glicosilação pode resultar, via de regra, na formação de moléculas tipo 

- .ucina, que são definidas como glicoproteínas de membrana ou produto de secreção 

elular com grande diversidade de agrupamentos (HAKOMORI, 1989). De modo geral, 

a expressão de mucina é abundante em células epiteliais, especializadas na produção 

de muco. Contudo, nem todos 0-glicanos são encontrados em mucinas denominadas 

Pomo sendo clássicas, que contêm relativamente, poucas cadeias de 0-glicanos ou 

estruturas biantenárias alongadas. No entanto, em células tumorais, 0-glicanos podem 

ser bem mais abundantes que N-glicanos. 

No caso do câncer de cólon, estas alterações incluem a redução no conteúdo de 

:arboidratos das cadeias laterais, modificando ou invertendo a relação massa/massa 

entre carboidratos e proteína. Objetivamente as alterações podem ser classificadas em 

categorias, a saber: 

- aquelas provenientes de uma síntese incompleta de cadeias laterais de carboidratos; 

- aumento no nível de expressão acima dos valores observados em tecidos normais; 

- modificação de estruturas pré-existentes; 

- expressão antigênica inapropriada ou incompatível. 

Estas alterações podem ser observadas em qualquer parte da estrutura desde o 

-~cleo até a periferia da cadeia oligossacarídica. A glicosilação alterada é uma 

Paracterística universal de células cancerosas e certos tipos de estruturas glicanas têm 

s- do definidas como marcadores de progressão tumoral ao longo dos últimos anos. 

Semelhante ao que ocorre em células normais durante a embriogênese, células 

.morais sofrem ativação e crescimento rápidos, aderem a uma variedade de células e 
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invadem tecidos. Deste modo, não é surpreendente que a glicosilação alterada se 

constitua numa via universal de transformação maligna e progressão tumoral. Assim, 

`em sido observado que a transformação de células "in vitro" se faz acompanhar do 

aumento no tamanho dos glicopeptideos metabolicamente marcados (YOUNG et a/, 

1996). 

A partir do advento dos anticorpos monoclonais (Mabs), na década de 70, 

Pesquisadores vêm buscando a "bala mágica" contra células cancerosas e descobriram 

que muitos dos Mabs tumor específicos são, na verdade, dirigidos contra epítopos de 

natureza glicidica, especialmente contra aqueles presentes em glicoesfingolipídeos 

(HAKOMORI, 1989). Na maioria dos casos tais epitopos são antígenos oncofetais os 

quais são comumente encontrados em tecidos embrionários, células tumorais, bem 

Pomo em alguns tipos de células presentes em tecidos saudáveis. 

As transformações que ocorrem em células malignas podem apresentar-se sob 

várias formas (TABELA 2). São normalmente relatadas a redução da expressão ou a 

expressão excessiva de determinados glicanos, a presença de estruturas incompletas, 

o acúmulo de precursores e, menos comumente, o surgimento de novas estruturas 

WESCHE et a/, 1998). 
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TABELA 2. Alterações fenotípicas comuns as células tumorais 

• Perda do controle de crescimento e diferenciação 

• Diminuição do teor de fibronectina da superfície celular 

• Expressão exarcebada de seqüências iniciadoras (TATAS, TAAs e TSA), incluindo 

antígenos oncofetais 

• Alterações nos componentes da superfície celular (proteínas, glicoproteínas, 

proteoglicanos e ácido siálico) 

• Glicosilação alterada 

• Aumento da sensibilidade a aglutinação por lectinas 

• Aumento da mobilidade de receptores de membrana 

• Alterações na permeabilidade e transporte de nutrientes 

• Redução do conteúdo mitocondrial 

• Junções e comunicação celulares alteradas 

• Deformidade aumentada 

• Alterações do citoesqueleto 

• Alterações nas projeções das superfícies celulares 

• Motilidade celular alterada (incluindo resposta a fatores quimiotáticos) 

• Alterações no conteúdo e na secreção enzimática e hormonal 

• Aumento da heterogeneidade histológica (basofilia citoplasmática, pleomorfismo 

nuclear) 

• Aumento das aberrações cromossômicas 

• Presença de produtos de oncogenes ativados 

• Produção excessiva de proto-oncogenes. 

Adaptado de EVAS, 1991. 
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Alterações nos primeiros pontos de ramificação de estruturas glicanas em vias 

biossintéticas normais podem afetar, sobretudo, as características dos glicoconjugados 

nembranares. Entretanto, isto não parece ser um fenômeno casual, em conseqüência 

da desordem biológica de uma célula tumoral, uma vez que há indícios de que somente 

número limitado de vias biossintéticas se apresenta relacionada com a 

transformação maligna e a progressão tumoral. Um exemplo é o aumento do tamanho 

de glicoconjugados de células tumorais que apresentam N-glicanos unidos por ligações 

3(1,6), resultado do aumento da expressão de GIcNAc transferase V (HAKOMORI, 

'989). Esta modificação na expressão da enzima parece ocorrer, inicialmente, a nível 

ranscripcional, podendo ser induzido por vários agentes, incluindo carcinógenos virais 

químicos. Deste modo, células que apresentam uma expressão aumentada de 

GaNAc transferase V são, freqüentemente, propensas a metastases e a reversão 

espontânea deste processo pode ser obtida através da redução da atividade 

enzimática. 

1.3 - LECTINAS COMO INDICADORES DE GLICOFORMAS ASSOCIADAS A 

ESTADOS PATOLÓGICOS 

Alterações na glicosilação de proteínas estão associadas a muitas doenças e 

pedem ser úteis como marcadores de estados patológicos. Tanto a estrutura de um 

:eterminado carboidrato, quanto sua concentração numa proteína podem apresentar-

se alteradas durante o curso de uma doença, o que permite sua utilização como 

-formação diagnóstica. 

Exemplos de glicoproteínas que tem sido encontradas apresentando alguma 

':-ma de alteração de glicosilação durante o estado patológico incluem: a-feto proteína, 

gonadotrofina coriônica, a-antitripsina, proteínas tipo IgG, ai-acido glicoproteína e 

thrinogênio (HAKOMORI, 1989). 

Glicosilação anormal pode também contribuir para a patogênese, 

:articularmente pelo fato de que muitas funções biológicas importantes, semelhantes a 

=tesão celular e endocitose, dependem do reconhecimento de oligossacarídeos 

específicos presentes em órgãos alvo. A expressão de um determinado 

.gossacarídeo pode, por exemplo, contribuir para o comportamento metastatico de 

_moa célula tumoral. Isto é observado quando do aumento da expressão de GaINAc em 

-h!ulas renais de hamster (BHK) utilizando-se polioma vírus. 0 efeito resultante desta 
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-odificação se traduz numa grande quantidade de oligossacarideos tetra-antenários, 

s.ntetizados a partir de precursores tri-antenados pela adição de resíduos GaINAc, 

-codificando consideravelmente a glicosilação da superfície celular (YAMASHITA et al, 

985). 

A utilização de lectinas na investigação de alterações de glicosilação durante 

:-ocessos normais e patológicos tem gerado novos conhecimentos referentes ao 

:-ocesso de glicosilação e contribuído com novas técnicas voltadas para o diagnóstico 

:estas alterações. 

Ao longo dos últimos anos tem sido estabelecido alguns conceitos básicos 

aplicados à interação lectina-carboidrato, que podem servir de base para a 

=mpreensão do mecanismo através do qual lectinas são capazes de distinguir ligantes 

tos normais de outros anormais, em se tratando de testes diagnósticos: 

'- Um açúcar multivalente, ou uma proteína multiglicosilada, pode unir-se a diferentes 

ligantes, sendo possível obter-se ligações cruzadas. 

Oligossacarídeos podem contribuir com acomodação espacial favorável a 

estabilidade da interação lectina-carboidrato. 

- Lectinas podem apresentar alguma flexibilidade, contribuindo para a estabilização 

da interação com carboidratos. 

Lectinas são extremamente sensíveis, discriminando um mesmo ligante apenas 

através de diferenças na apresentação deste (pH, Temperatura., etc). 

- Alguns resíduos de carboidrato de um oligossacarídeo presentes numa 

glicoproteina podem interagir efetivamente com a proteína a qual estão ligados. 

=- Carboidratos ligados a glicoproteínas que possuem domínios lectínicos, podem 

interagir internamente com estes domínios, protegendo, assim, tanto o sitio lectínico 

quanto o carboidrato durante o transporte (BOON & OLD, 1997). 

De um modo geral, algumas razões contribuem para o desenvolvimento de 

:êcnicas de detecção utilizando-se lectinas, na medida em que parecem apresentar 

—elhores resultados quando comparadas a ensaios imunológicos convencionais 

_sando-se anticorpos como ferramentas (OSINAGA et al, 2000). 

0 crescente interesse na pesquisa de proteínas tipo mucina, as quais são 

'icilmente detectadas por meio de anticorpos devido a sua estreita especificidade, tem 

estimulado a aplicação de lectinas como ferramenta de primeira escolha. Muitos 

anticorpos anti-mucina reconhecem epítopos de natureza glicídica, presumivelmente 
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em função do difícil acesso ao núcleo protéico desta classe de moléculas, em geral 

fortemente glicosilado, o que se traduz numa redução do potencial imunogênico. 

Existe, entretanto, elevada heterogeneidade entre as diferentes cadeias 

oligossacarídicas numa mesma molécula de mucina. Deste modo, a utilização de um 

anticorpo capaz de reconhecer um carboidrato complexo pode mostrar uma variação 

considerável na ligação entre moléculas do tipo mucina. A bem da verdade, este fato 

oode ser útil na caracterização de mucinas, mas se torna inconveniente quando o 

objetivo da análise é quantitativo (OSINAGA et al, 2000). 

De acordo com os dados a cerca da orientação espacial precisa dos epítopos 

-equeridos por muitos anticorpos anti-carboidrato observa-se que tais moléculas 

costumam reconhecer fragmentos maiores e mais complexos, qu,:, ,do comparados a 

ectinas (OSINAGA et al, 2000). 

Estes indícios favorecem a aplicação de lectinas para fins de quantificação de 

;licoproteínas tipo mucina, possibilitando sua diferenciação de outras glicoproteinas 

cue contenham carboidratos de estrutura similar, numa mesma preparação. Técnicas 

:e detecção contendo lectinas ligadas a enzimas são, em geral, altamente sensíveis e 

rodem ser aplicadas a frações contendo mucinas obtidas por meio de biopsia. Outra 

-7portante razão que contribui para o emprego de lectinas em técnicas de detecção é o 

-econhecimento de que a maioria dos ensaios com marcadores usados para 

:agnóstico sorológico de tumores epiteliais depende da detecção de mucina em 

amostras de soro (MAGNANI et al, 1983). 

Em geral, mucinas associadas a câncer podem ser facilmente detectadas, mas 

-em sempre facilmente quantificadas. Neste ponto, a utilização de blotting a partir de 

-̂ ateria) transferido de PAGE-SDS, revelados com lectinas acopladas a cromóforos se 

aoresenta como ferramenta ideal para a quantificação de proteínas tipo mucina 

CHING & RHODES, 1988). 

1.4 - GLICOBIOLOGIA DA DISSEMINAÇÃO DE CÉLULAS TUMORAIS 

Apesar de todos os avanços e conquistas da ciência, acumulados ao longo das 

r..as últimas décadas, nossa compreensão sobre o sistema de progressão do câncer é 

rdiscutivelmente pobre. Por exemplo, não sabemos quantas e quais aberrações estão 

:resentes, nem quais os genes expressos, durante o processo de invasão tecidual e 

seminação. Ainda não sabemos quais células derivadas de um tumor primário 
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:onseguem sobreviver em sítios ectópicos e nem quais alterações determinam o início 

do processo metastático numa célula disseminada. Também não está totalmente 

esclarecido de que modo as mutações podem se acumular em células disseminadas 

:urante o estágio de dormência do tumor, tão pouco a maneira como esta dormência é 

estabelecida e mantida. 

Na verdade, •sabemos tão somente que o cancer resulta da ação de variantes 

celulares que não respondem aos mecanismos regulatórios normais que previnem ou 

ompensam a proliferação celular em animais multicelulares e que a perda dos 

iecanismos de regulação ou controle, semelhantes ao ciclo celular, morte celular 

crogramada, diferenciação e imunovigilância, conduzem a ondas de expansão clonal 

:e variantes celulares que resultam em sua disseminação pelo organismo (BODMER, 

'997). Como conseqüência, a instabilidade genética garante que 02 tumores oriundos 

:e um mesmo tumor primário não são exatamente iguais, bem como que um único 

:amor não é composto de células geneticamente idênticas (LENGAUER et al, 1998). 

Deste modo, uma vez que algumas mutações, e a seleção imposta por estas 

-iutações, levam a uma expansão clonal do tumor, a independência dos mecanismos 

-egulatórios reflete uma seqüência particular de eventos mutacionais e seletivos 

durante o desenvolvimento tumoral. 

Estudos de análise citogenética, envolvendo a perda da heterozigoticidade e 

-ibridização genômica comparativa, tem revelado uma elevada heterogeneidade 

genética em tumores sólidos primários, a ponto de, em 70% dos tumores de mama se 

observar uma total divergência de clones. Isto descarta qualquer semelhança entre 

células tumorais de áreas diferentes de uma mesma lesão (TEIXEIRA et al, 1996). 

Durante os processos de disseminação e metástase, a transição de uma forma 

~e carcinoma in situ para carcinoma invasivo apresenta divergências genéticas 

:,roeminentes em diferentes pontos de infiltração da lesão. Entretanto, metástases 

encontradas em linfonodos de uma mesma região apresentam uma composição menos 

complexa, quando comparada com o tumor primário (PANDIS et al, 1998). Estes dados 

apontam para um processo de seleção passo-a-passo de um clone, capaz de se 

expandir. Comparado com um tumor primário, metástases distantes em câncer de 

mama são também caracterizadas por diferenças relevantes em sua composição 

genética (supressão ou deleção cromossâmica, inversão de seqüências repetitivas, 

etc), refletindo uma instabilidade genética clonal e seleção de variantes de células 

:amorais derivadas de um clone progenitor comum (KUUKASJARVI et al, 1997). 



Em muitos casos, tumores primários e clones de células metastáticas divergem 

Janto à duração da progressão tumoral. Exemplos clínicos deste cenário são tumores 

apazes de originar metástase sem, contudo, apresentar uma neoplasia primária 

zentificável a qual pode, em alguns casos, regredir ou desaparecer durante o curso da 

=-cpagação metastática (BELL et al, 1989). 

' 4.1 - Metástase 

A propagação metastática de células tumorais se constitui numa das causas 

—ais comuns de morte de indivíduos portadores de doenças neoplásicas. Não 

:estante, a elucidação dos mecanismos moleculares, que são a base de formação de 

-coas colônias tumorais, tem sido um dos maiores objetivos da pesquisa oncológica 

_.:ante as duas últimas décadas. 

Uma característica comum a todos os tumores malignos é a sua habilidade de 

:r ginar colônias secundárias ou metástases, que envolvem uma série de eventos 

mplexos, cujos passos são fortemente interligados. Inicialmente, células de um tumor 

:rimário penetram no sistema circulatório como células simples ou em pequenos 

aglomerados celulares (êmbolos). Estas células sobrevivem a eventos potencialmente 

específicos ou inespecíficos, desencadeados pelo sistema imune, e que ocorrem 

-a luz dos vasos sanguíneos, até chegarem a um órgão alvo. Neste órgão, as células 

-.t.-r) que extravasar o tecido e, finalmente, proliferar, invadindo o parênquima de órgãos 

zinhos e dando origem a colônias secundárias, após o que todo o ciclo pode ou não 

ser repetido (EVAS, 1991). 

Esta seqüência de eventos define o fenômeno metastático como um processo 

e :amente específico, nos quais somente poucos órgãos estão geralmente envolvidos e 

se distinguem como alvo a partir das características inerentes ao tumor primário. Deste 

—cdo, muitas metástases parecem seguir rotas bem definidas que culminam em sua 

eropagação em determinados órgãos, dependendo do tecido de origem do tumor 

_ -ºmário. 

Contudo, para que isso ocorra, faz-se necessária a participação de muitas 

asses de proteínas, envolvidas na estrutura celular de tecidos e que se encontram 

'-eqüentemente alteradas em células que apresentam capacidade invasiva ou 

—etastática (TABELA 3). As proteínas afetadas incluem moléculas de adesão celular 

~AMs) — notadamente membros da superfamília das imunoglobulinas e das caderinas 
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Ca++  dependentes, ambas envolvidas na interação célula-célula e integrinas, as quais 

ligam células a substratos da matrix extra celular. De modo geral, todas estas 

interações levam sinais regulatórios para a célula (APLIN et al., 1998). 

A alteração observada com maior freqüência em interações no ambiente celular 

envolve E-caderina; uma molécula de interação célula-célula expressa em células 

epiteliais. O acoplamento entre células adjacentes mediado por pontes de E-caderina 

resulta na transmissão de fatores anti-crescimento e outros sinais (TABELA 4). A 

função da E-caderina é aparentemente perdida na maioria dos cânceres epiteliais, por 

mecanismos que incluem a inativação mutacional da E-caderina, repressão 

transcripcional ou proteólise do domínio caderínico extra-celular (CHRISTOFOREand 

SEMB, 1999). 

A indução da expressão de E-caderina em cultura de células de câncer e em 

modelos de carcinogênese reproduzidos em camundongos transgênicos diminui os 

fenótipos invasivos e metastáticos enquanto o bloqueio da função da E-caderina 

promove o aumento desses dois parâmetros (CHRISTOFOREand SEMB, 1999). 

Alterações na expressão de moléculas da superfamília das imunoglobulinas 

:ambém parece desempenhar um papel crítico no processo de invasão e metástase 

JOHNSON, 1991). 0 caso mais claro envolve a participação de (Neural-Cell Adhesion 

Molecules) N-CAM que, freqüentemente, se apresenta expressa na sua isoforma 

menos adesiva ou mesmo desprovida dessa propriedade, em neuroblastoma e em 

câncer de pulmão (KAISER et al., 1996) e, praticamente ausente, em câncer coloretal e 

pancreático (FOCAR et al., 1997). Do mesmo modo, experimentos em camundongos 

:ransgênicos evidenciaram o papel funcional de N-CAM na supressão de metástase 

PERL et al., 1999). 

Modificações na expressão de integrinas são também evidenciadas em células 

-evasivas e metastáticas, nas quais freqüentemente são observadas alterações que se 

caracterizam pela modificação da estrutura de a e (3 integrinas. Estas modificações 

-esultam em diferentes sub-tipos de integrinas (mais de 22 detectadas até o momento) 

que apresentam preferências distintas por substratos (LUKASHEV and WERB, 1998). 

A expressão forçada de subunidades de integrina em cultura de células pode inibir ou 

-eduzir o comportamento adesivo e metastático, conferindo a estes receptores um 

:apel de determinante central desse processo (VARNER & CHERESH, 1996). 
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Fatores angiogênicos também aparecem como indicadores .a progressão 

tumoral e do desenvolvimento metastático. Este grupo de fatores inclui citocinas, 

'atores de crescimento semelhantes a FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos), 

EGF (Fator de Crescimento Epidérmico), PDGF (Fator de Crescimento Endotelial 

Derivado de Plaquetas), angiogenina, HGF/SF (Fator de Crescimento de Hepatócitos) 

e muitos outros que, embora não relacionados, desempenham um importante papel no 

crescimento tumoral. 

Alguns dos fatores angiogênicos (Ex.: quimiocinas) apresentam um padrão 

:;ferenciado de expressão durante o desenvolvimento tumoral. Recentemente, LUAN 

et al (1997) descreveram o aumento da expressão de MGSA/GRP (Atividade 

Estimulatória do Crescimento do Mcianoma/ Proteínas Relacionadas ao Crescimento), 

com concomitante redução dos níveis de IP-10 em lesões tipo melanoma. Interessante 

-otar que os subtipos de NSCLC (Células de Câncer de Pulmão), adenocarcinoma e 

carcinoma de células escamosas também apresentam desenvolvimento distinto, 

-elacionado ao padrão de expressão de diferentes quimiocinas (ARENBERG et al, 

'997). Carcinomas de células escamosas mostram elevados níveis de IP-10 e baixo 

:otencial metastático, com taxas elevadas de sobrevida de pacientes acometidos por 

esta patologia, sendo o tumor menos vascularizado que os adenocarcinomas, os quais 

estão associados a um péssimo prognóstico. 

As quimiocinas e seus receptores em angiogênese, também parecem estar 

evolvidas no processo de migração, invasão e metástase da célula tumoral. Sabe-se 

a.e alguns tumores exibem padrões característicos de propagação metastática ou 

r.asão tecidual, acometendo sempre determinados tecidos ou órgãos. Em outras 

,Y.aiavras, células tumorais não parecem migrar ao acaso. Uma explicação para este

ômeno é que a migração sítio-específica de células tumorais pode ser determinada 

cr receptores de quimiocinas presentes nas células e por quimiocinas presentes em 

argãos alvo. De fato, existem evidências apontando para a veracidade desta hipótese. 

%OUNGS et al (1997) tem relatado que diferentes linhagens de células de carcinoma 

Tamário respondem de modo distinto quando em presença de diferentes quimiocinas. 

Entretanto, é limitada a aceitação de que as quimiocinas podem, isoladamente, 

determinar os sítios de desenvolvimento de metástase. Outras moléculas, como as 

C.AMs (integrinas/caderinas), proteases, fatores angiogênicos, etc, podem, também, 

esgar envolvidas na propagação metastática. 

Via de regra, tumores originados num mesmo órgão apresentam alto grau de 

similaridade no que diz respeito a seu comportamento metastático e, deste modo as 
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metástases podem, freqüentemente, ser geradas nos mesmos órgãos alvo. Por 

exemplo, carcinomas metastatisam comumente para linfonodos, o que sugere que a 

ocalização anatômica, bem como as circulações sanguínea e linfática contribuam para 

este processo. Contudo, a drenagem anatômica por si só é insuficiente para explicar a 

Dcalização de metástases em sítios específicos (MASAYUKI et al, 1995). 

Tem sido relatado que carcinomas de cólon originam metástases, 

:referencialmente, em linfonodo e fígado; carcinoma de mama em ossos; carcinoma de 

:ulmão em cérebro, fígado e adrenal. Estudos recentes têm confirmado que moléculas 

adesão celular desempenham um papel importante no processo metastático e que a 

:esregularão dos mecanismos de adesão contribui para a formação de metástase. 

KUUKASJARVI et al, 1997; PANDIS et al, 1998). 
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TABELA 3. Marcadores tumorais de natureza glicoprotéica associados ao câncer 

epitelial 

Epítopos carboidratos 

Alterações periféricas e centrais de carboidratos 

A, B, H, Lea, Leb  

Sialyl Lea  (CA19-9), sialil tipo I (CA 50), Span I 

Sialyl Lex, Lex, Lex  polimerico 

LeY 

Alterações na região nuclear de carboidratos 

T, Tn, Sialyl Tn 

Epitopos peptídeos 

Apomucinas 

MUC1-MUC-6 

Epitopos inderterminados 

M1, SIMA, LIMA, NCC-CO-450, DU-PAN2, Ypan-1, CA-125 

Adaptada de YOUNG et al., 1996. 
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1.4.2 - Interações célula-célula e matrix extracelular 

Independente do sexo (M/F) a forma mais comum de câncer é, sem dúvida, o 

carcinoma (tumores derivados de estruturas epiteliais). Em seu estado normal, o 

epitélio é caracterizado por um discreto, porém altamente organizado, arranjo de 

células adjacentes em uma ou mais placas unidas à membrana basal. Este arranjo 

ocorre em função das proteínas de adesão celular presentes na membrana plasmática 

de células epiteliais. Algumas dessas proteínas se encontram relacionadas a funções 

complexas enquanto outras são difusamente distribuídas ao longo da membrana 

olasmática. Componentes adicionais, a começar pelas proteínas que conferem adesão 

a matrix extracelular, participam da adesão celular à membrana basal (TABELA 4). 

Em verdade, a adesão celular se divide de acordo com os tipos celulares 

participantes, bem como pelo tipo de moléculas responsáveis por sua união. A adesão 

célula-célula é denominada homotípica quando envolve células idênticas e heterotípica 

:irando as células aderentes são morfo ou fisiologicamente distintas. Por outro lado, a 

adesão é também descrita como sendo homotípica quando é formada por interações 

7antidas por proteínas de adesão idênticas, presentes na superfície das células 

:articipantes e heterotípica quando a(s) proteína(s) de adesão de uma célula se 

encontra ligada a uma proteína ou outro componente diferente, presente numa célula 

adjacente (TEDDER et a/ 1995). 

Considerando o predominante papel desempenhado por proteínas de adesão na 

--anutenção de estruturas epiteliais coesas, é possível que uma transformação gradual 

:corra, até que um tecido normal se transforme num carcinoma invasivo e, esta 

-ansformação, envolve a descontinuidade ou desrregulação dos mecanismos de 

_ -atese e/ou expressão de moléculas de adesão celular (JOTHY, et a/, 1995). 

De certo modo, isto constitui uma condição necessária para a migração de uma 

élula ou conjunto de células tumorais através da membrana basal, desde o sítio de 

•gem de proliferação até seu estabelecimento num novo tecido, esteja este distante 

adjacente. Conseqüentemente, uma compreensão detalhada das alterações que 

:correm em moléculas de adesão, freqüentemente presentes na superfície de células 

:z-cinomatosas, se apresenta como passo determinante para que se possa descobrir 

:-.:mo células tumorais invadem tecidos e progridem em seu processo de 

sseminação, culminando numa verdadeira cascata metastática. 
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TABELA 4. Famílias de Moléculas de Adesão Celular 

Família das Integrinas 

(31 integrinas: VLA-1, VLA-2, VLA-3, VLA-4, VLA-5, VLA-6. 

132 integrinas: LFA-1, Mac-1, p150, p95 

133 integrinas: gpllbllla, receptor de vitronectina 

(34-(39 integrinas 

Superfamília das imunoglobulinas 

CD2, CD4, CD8 

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, NCAM, L1, Po, CEA 

Selectinas 

selectina-L 

selectina-E 

selectina-P 

Família de receptores hialuronato 

CD44 e suas isoformas 

Família sialomucina 

GIyCAM-1, MAdCAM-1, PSGL 

Família das caderinas 

caderina-E 

caderina-N 

caderina-P 

outras caderinas 

Idaptada de MIYASAKA, 1995. 
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Não obstante, o contato entre células epiteliais envolve elementos 

morfologicamente distintos como: junções coesas, junções aderentes, desmossomas e 

'gaps" juncionais nos quais 02 tipos de receptores de adesão encontram-se 

particularmente envolvidos. O primeiro tipo consiste de caderinas, que podem ser 

divididas em sub-classes, mediando a adesão célula-célula em junções aderentes e 

Laderinas desmossomais, presentes em desmossomas. Estas moléculas 

:ransmembrana possuem região extracelular ou ectodomínio formado por 05 regiões 

-caderin-like" definidas como EC-1-EC-5, todas Ca' dependentes. O segundo tipo de 

-eceptores é encontrado em proteínas envolvidas nos "gaps" juncionais tais como 

aonexinas, ocludinas e claudinas as quais são constituídas por 04 regiões 

:ransmembrana e 01 região carboxiterminal intracelular (TROYANOVSKY et al, 1999). 

O grau de especificidade das interações intracelulares é constituído por 

diferentes receptores de adesão como integrinas e caderinas. A força adesiva pode ser 

codificada pelas ligações moleculares mantidas entre os receptores e o citoesqueleto 

:ortical constituído por actina. A perda de componentes específicos da ECM, 

e'terações em receptores ECM ou proteínas de adesão e crescimento celular 

:ferenciado estão diretamente envolvidos na diferenciação de tipos celulares 

específicos. Deste modo, adesão célula-célula ou célula-ECM tem se apresentado 

ramo um fator importante que determina o bloqueio da morte celular programada 

BISSEL & NELSON, 1999). 

Tem sido relatado que a perda ou diminuição da adesão em células de 

arcinoma invasivo contribui para a progressão de células epiteliais em metástase. No 

entanto, dados recentes têm revelado que este fenômeno também esta envolvido nos 

:-imeiros passos da formação tumoral (TLSTY 1998). Neste sentido, o papel de 

:aderinas e integrinas tem se mostrado decisivo. As caderinas são capazes de interagir 

modo homotípico, através de seu domínio extracelular, conectando-se às vias de 

7ansmissão de sinais intracelulares através de seus domínios citoplasmáticos. Estes 

domínios estão ligados ao citoesqueleto actina por meio de cateninas (a,(3,y) que estão 

evolvidas em passos importantes que regulam as vias de sinalização. 

Integrinas participam na regulação da adesão célula-substrato. Estas moléculas 

-ão somente mediam a adesão celular mas, também, participam na geração de sinais 

n:racelulares que participam da regulação do ciclo celular (JULIANO & HASKILL, 

' 993). Alguns trabalhos têm demonstrado o papel destas proteínas na formação de 

—etástase e iniciação de processos tumorais. Transfecção de cDNA de E-caderina, 

_`m conseqüente superexpressão desta proteína, ,.bloqueia o potencial invasivo de 
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células de carcinoma mamário, ao mesmo tempo em que o uso de Mab anti E-caderina 

induz a dissociação e o aumento do potencial invasivo destas células (FRIXEN et al, 

1991). Do mesmo modo, superexpressão de a5131 integrinas reduz a tumorigenicidade e 

a mutabilidade de uma grande variedade de células (SAUDERS et al, 1998). 

Caderinas, bem como moléculas que interagem com seus domínios 

citoplasmáticos e regulam suas funções, têm sido freqüentemente encontradas com 

elevados índices de mutação em carcinomas (TLSTY 1998). Estas mutações podem 

ocorrer em qualquer parte do complexo de adesão, sempre resultando em perda ou 

comprometimento da função (RISINGER et al, 1994; PIERCEALL et al, 1995). Em 

algumas células, entretanto, a reversão do fenótipo invasivo para não-invasivo pode ser 

modulada pela expressão de caderinas funcionais. No entanto, não está claro até o 

momento, se a perda da adesão celular mediada por caderinas é causa ou 

consequência da progressão tumoral in vitro. Contudo, a manipulação dos níveis de E-

caderina em sistemas de progressão tumoral utilizando camundc. gos como modelos, 

:em demonstrado que enquanto a expressão de E-caderina retém o desenvolvimento 

:umoral num estágio adenomatoso, a expressão de cepas mutantes (dominante 

^egativo) de E-caderina nas mesmas células é capaz de induzir as primeiras invasões 

metástases, demonstrando que a perda de controle da adesão é um passo limitante 

-a progressão tumoral em carcinogênese (PERL et al, 1998a). 

.4.3 - Integrinas 

Constituem uma vasta família de moléculas heterodiméricas formadas por uma 

cadeia (3 comum, associada com uma grande variedade de cadeias a, o que confere a 

especificidade ao ligante. A subfamília 131  contém 06 heterodimeros (VLA-1 a VLA-6) 

que se apresentam como receptores para componentes da matrix extracelular 

semelhantes a laminina (VLA-1, 2, 3 e 6), colágeno (VLA-1, 2, 3) e fibronectina (VLA-3, 

4 e 5) (JOTHY et al, 1995). Um dos membros desta subfamília (VLA-4), também age 

como molécula de adesão célula-célula, sendo denominada de VCAM-1. 

Expressão anormal de integrinas (3i  tem sido descrita como estando relacionada 

ao aumento do potencial metastático de células tumorais. Por exemplo, o aumento da 

expressão de VLA-2 tem sido associado com o comportamento metastático de 

rhabdomiosarcoma (CHAN et al, 1991). Do mesmo modo, tem sido reportado que a 
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expressão de VLA-3 varia de acordo com o estágio de progressão do melanoma 

humano (ALBELDA et al, 1990). 

VLA-4 expressa-se principalmente em células linfóides e mielóides, estando 

freqüentemente, envolvida em interações célula-célula e, também, é encontrada em 

células de melanoma, podendo agir como receptor para fibronectina (MOULD et al, 

1990). Uma vez que a VLA-4 está relacionada ao tráfico normal de leucócitos, sua 

presença na superfície de células tumorais pode sugerir que estas células utilizem o 

receptor para favorecer sua disseminação hematogênica. Neste sentido, uma 

correlação positiva foi demonstrada entre a expressão de VLA-4 integrinas e o 

potencial metastático de células do carcinoma de mama (BAO et al, 1993). Em 

contraste, a expressão de VLA-5 tem sido apontada como tendo uma relação inversa 

com a motilidade e a tumorigenicidade em linhagens de células de murina 

transformadas por estimulação viral (PLATEFABER & HYNES, 1989). 

(32 integrinas são compostas por 03 membros LFA-1 (CD11 a/CD18), Mac-1 

CD11 b/CD18) e p150,95 (CD11 c/CD18). Pelo fato de serem expressas 

exclusivamente em leucócitos, as integrinas 132, são denominadas integrinas 

!eucocitárias. A perda de regulação de LFA-1 está diretamente implicada com o 

Potencial metastático de linfoma humano (KANSAS & DAILEY, 1989) e mieloma 

-iumano (Van RIET & Van CAMP, 1993). A inibição de integrinas leucocitárias através 

ia utilização de anticorpos monoclonais anti CD18 tem se mostrado capaz de bloquear 

a invasão e disseminação de células de linfoma inoculadas por via sub-cutânea 

ZAHALKA et al, 1993). 

Entretanto, análises imunohistológicas da expressão de integrinas em 

espécimes clínicos têm demonstrado que a função destas moléculas não se encontra 

exclusivamente relacionada com sua expressão. Deste modo, a adesividade de uma 

ieterminada integrina pode ser reguladz: rapidamente nas células nas quais esta é 

expressa sem que se faça necessária qualquer alteração no seu nível de expressão 

Van KOOYK, et al, 1993). 

4 _4.4 - Fucosiltransferases 

Fucosiltransferases são enzimas responsáveis pela transferência de resíduos L-

YJcose, provenientes do GDP-Fucose, em posição a(1,2), a(1,3), a(1,4) ou a(1,6) sobre 

aferentes aceptores oligossacarídicos. Algumas destas enzimas participam da 
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biossintese de antígenos de grupos sanguíneos tais como: H, A, B, Lewis a(Lea), Lewis 

b(Leb), Lewis x(Lex), Lewis y(LeY), siafil Lewis x(sLe") e siafif Lewis a(sLea) (COSTACHE 

et al, 1997). 

Até o momento, diferentes fucosiltransferases têm sido isoladas a partir de 

tecidos animais, incluindo o homem. De um modo geral, estas enzimas são codificadas 

por genes denominados FUT, contidos em cromossomos distintos e que apresentam, 

via de regra, capacidade de transcrever enzimas tipo a(3), a(3,4), a(2) e a(6). 

As a(3)Fuc-T transferem a L-Fucose do GDP-Fucose em posição a(1,3) para 

resíduos GIcNAc de aceptores glicosilados do tipo 1 e do tipo 2, sendo o tipo 1: 

Gal(3(1,3)GIcNAc e o tipo 2: Gal¡3(1,4)GIcNAc (COSTACHE et ai, 1997). 

As isoformas, bem como as quantidades de a(3)Fuc-T, diferem segundo o 

estágio de desenvolvimento embrionário e tecido adulto estudado. Deste modo, no 

início do estágio embrionário, somente uma a(3)Fuc-T (de tipo mieloide — denominada 

FUT4) é geralmente encontrada. Progressivamente, e de acordo com a diferenciação 

tecidual, outras isoformas de a(3)Fuc-T podem ou não ser encontradas. Via de regra, 

no coração e no cérebro a a(3)Fuc-T permanece como sendo a do tipo mielóide, cujo 

gene está presente no cromossomo 11 (COSTACHE et al, 1997). Esta enzima é 

responsável, nestes tecidos, pela transferência de L-fucose para o antígeno H do tipo 2 

2'fucosi I-N-aceti lactosamina): 

Gal(3(1,4)GIcNAc 
2 

1 
fuca 

cara formar os antígenos Lex  e Leg: 

Ga1f3(1,4)GIcNAc 	 Gal(3(1,4)GIcNAc 
3 	 2 	3 

1 	 1 	1 
fuca 	 fuca. fuca 

Em células mielóides, a enzima utiliza Mn++  como ativador, enquanto que em 

células cerebrais o ativador utilizado é o Co'.  

Em glóbulos brancos, a isoforma da a(3)Fuc-T, que catalisa a reação, é descrita 

tomo sendo do tipo leucócito ou FUT7, cujo gene codificante também se encontra no 
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cromossomo 11 (COSTACHE et al, 1997). Esta enzima é responsável pela síntese do 

antígeno sLex  a partir do aceptor 2,3 sialii-N-acetilactosamina: 

Gal(3(1,4)GIcNAc 	 Gala(1,4)GIcNAc 
3 	 3 	3 

2 	 2 	1 
NeuAca 	 NeuAca fuces 

No plasma e no fígado a isoforma da enzima a(3)Fuc-T, que catalisa a reação, é 

chamada de tipo Plasmático ou FUT6, cujo gene é encontrado no cromossomo 19 

(COSTACHE et al, 1997). Esta enzima pode participar da formação de Le e sLex, na 

medida em que utiliza como aceptores 3'sialìl-N-acetilactosamina e 2'fucosil-N-

acetilactosamina: 

2'Fuc-LacNac 	Ley 	 LacNAc-3NeuAc 	sLex  

Gal(3(1,4)GIcNAc Gal(3(1,4)GIcNAc 	Gal(3(1,4)GIcNAc Gal(3(1,4)GIcNAc 
2 2 3 3 3 	3 

1 1 1 2 2 	1 
Fuca Fuca Fuca NeuAca. NeuAca Fuca 

Várias fucosiltransferases tipo a(3,4) têm sido isoladas em tecido animal, dentre 

outros, e parecem estar presentes em maior quantidade na maioria dos tecidos onde 

são encontradas. 

Fucosiltransferases tipo Lewis ou FUT3/FUT5 (cujos genes estão no 

cromossomo 19 e apresentam 85% de homologia) sao encontradas na vesícula biliar, 

nos rins, no leite, intestino delgado e grosso (COSTACHE et al, 1997). A enzima utiliza 

aceptores do tipo 1 (2'fucosilacto-N-Biose e 3'sialilacto-N-Biose), sobre os quais ela 

transfere resíduos de L-fucose em posição a(1,4), bem como aceptores do tipo 2 (Siali-

N-acetilactosamina e fucosil-N-acetilactosamina) para os quais transfere resíduos L-

fucose em posição a(1-3) permitindo, deste modo, a síntese de todos os antígenos 

Lewis, bem como sLex  e sLea. 
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No caso específico da isoforma codificada pelo gene FUT5, a fucosilação do tipo 

a(1-3) é realizada sobre aceptor LacNAc para formar o antígeno Lex: 

Galf3(1,4)GIcNAc 	Galj3(1,4)GIcNAc 
3 

1 
Fuca 

As a(2)Fuc-T, encontradas em glândulas submaxilares humanas, transferem 

resíduos de L-fucose para a posição a(1,2) sobre um resíduo de galactose do motivo 

GaIGIcNAc de tipos 1 e 2 (FUT1 e FUT2, respectivamente), permitindo a elaboração de 

antígeno H de tipos 1 e 2 (COSTACHE et al, 1997). 

Exemplo tipo 1: 	Galf3(1,3)GIcNAc 

1 
Fuca 

Exemplo tipo 2: 	Ga1R(1,4)GIcNAc GaI13(1,4)GIcNAc 

2 

1 
Fuca 

As a(6)Fuc-T, denominadas FUT8 e comumente encontradas em fibroblastos, 

efetuam a fucosilação em posição a(1,6) sobre resíduos GIcNAc (ligado a um resíduo 

de asparagina) do núcleo de N-glicoproteínas. 

No homem, tem sido estabelecido que a fucosilação em posição 2 precede a 

fucosilação em posição 3. Este padrão de atividade pode ser verificado, por exemplo, 

quando da formação de Ley, resultante da fucosilação em posição 3 de um aceptor 

previamente fucosilado em posição 2 (COSTACHE et aI, 1997). 

Oligossacarídeos fucosilados presentes na superfície celular têm recebido uma 

grande atenção por causa do importante papel que desempenham na adesão celular, 

durante o processo inflamatório, bem como por se apresentarem modificados em 

células neoplásicas (OULMOUDEN et al, 1997). A biossíntese destes glicoconjugados 

requer a ação ordenada de varias glicosiltransferases, dentre as quais a fucosilação é, 

via de regra, o último passo (WATKINS, 1995). 

Recentemente, os genes que codificam 05 a(1,3)-fucosiltransferases humanas 

foram clonados e designados como: FUT3, que codifica a enzima Lewis 

Gall3(1,3)GIcNAc 

2 
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a(1,311,4)fucosiltransferase ou FUT-T3; FUT4, que codifica a a(1,3)fucosiltransferase 

mieloide, ou FUT-T4; FUT5 que codifica uma a(1,3)fucosiltransferase inespecífica 

denominada FUC-T5; FUT6 que codifica uma a(1,3)fucosiltransferase plasmática ou 

FUC-T6 e FUT7 que codifica uma a(1,3)fucosiltransferase de leucócitos ou FUC-T7 

(NGUYEN ef a/, 1998). 
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2 — OBJETIVOS 

2.1 — Geral 	
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Detectar estruturas glicanas presentes em membranas de células neoplásicas, 

possivelmente relacionadas com a capacidade de invasão. 

2.2 — Específicos 

Identificar os tipos de estruturas glicanas predominantes na superfície dos 

diferentes tipos celulares estudados utilizando-se, para tanto, lectinas acopladas a 

cromóforos. 

Quantificar as estruturas glicanas com base no reconhecimento destas 

estruturas pelas lectinas utilizadas. 

Avaliar o tipo de interação lectina-célula neoplásica quanto à incorporação ou 

endocitose do complexo lectina-cromóforo e indução de apoptose. 

Detectar as principais enzimas fucosiltransferases envolvidas na produção das 

estruturas glicanas associadas à membrana por meio da incorporação de 

monossacarídeos marcados radioativamente. 

Isolar e caracterizar mRNAs de fucosiltransferases que codificam as estruturas 

glicanas predominantes. 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 - LECTINAS 

Foram utilizadas 15 lectinas: 05 do gênero Canavalia (Canavalia ensiformis, 

Canavalia brasiliensis, Canavalia bonariensis Canavalia grandiflora e Cana valia 

marítima); 05 do gênero Dioclea (Dioclea grandiflora, Dioclea guianensis, Dioclea 

virgata, Dioclea violacea e Dioclea rostrata); 01 do gênero Cratylia (Cratylia floribunda); 

01 do gênero Vatairea (Vatairea macrocarpa); 01 do gênero Parkia (Parkia 

platycephala); 01 do gênero Ulex (Ulex europeus) e 01 do gênero Lotus (Lotus 

tetragonulobos). 

3.1.1 - Isolamento e caracterização de lectinas 

Todas as lectinas dos gêneros Canavalia e Dioclea, bem como as lectinas dos 

gêneros Cratylia, Parkia e Vatairea foram isoladas e purificadas no Laboratório de 

Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab) do Departamento de Bioquímica e 

Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará, conforme metodologia descrita 

por CAVADA et al (1996). 

As lectinas de sementes de Ulex europeus e Lotus tetragonolobus foram obtidas 

comercialmente (Sigma Co.). 

3.1.1.2 - Avaliação do grau de pureza das lectinas utilizadas 

Foram realizados experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida, 

adaptado para placas de vidro, seguindo-se a metodologia descrita por LAEMMLI 

(1970). 

O gel de separação, contendo uma concentração final de poliacrilamida de 15% 

(m/v), foi montado de acordo com o seguinte protocolo (para um volume final de 10 ml 

de gel): 
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Acrilamida : bisacrilamida (30 : 0,8%) 5,0 ml 

Tris-HCI 3 M pH 8,8 1,25 m1 

SDS 10% (ml v) 100 µl 

Persulfato de amônio 1,5% (m/v) 500111 

H20 milli Q 3,15 ml 

TEMED 5 µl 

Após a polimerização, o gel de aplicação, contendo uma concentração final de 

poliacrilamida de 3,5% (m/v), foi montado de acordo com o seguinte protocolo (para um 

volume final de 5 ml): 

Acrilamida : bisacrilamida (30 : 0,8%) 6251_1.1 

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,25 ml 

SDS 10% (m/ v) 50 µi 

Persulfato de amônio 1,5% (m/v) 250 µl 

H20 milli Q 2,82 ml 

TEMED 5 µI 

As lectinas analisadas (2 mg) foram dissolvidas em 1 ml de tampão Tris-HCI 

0,0625 M pH 6,8, contendo SDS 2% (m/v) e 13-mercaptoetanol 5% (v/v) e tratadas a 

100°  C por 10 minutos. Após resfriamento, as amostras foram acrescidas de 2 µl de 

azul de bromofenol 0,1% (m/v) e 1 mg de cristais de sacarose. 

A corrida eletroforética foi realizada em posição vertical com amperagem 

constante de 25 mA por 150 minutos, usando-se Tris'0,025 M pH 8,3 contendo glicina 

0,192 Me SDS 0,1%. 

As bandas protéicas foram visualizadas por coramento com Coomassie Brilliant 

Blue R-250 0,2% (m/v) em metanol 50% (v/v) e ácido acético 10% (v/v). O gel foi 

descorado em solução contendo metanol 50% (v/v) e ácido acético 10% (v/v). 

3.2 - MARCAÇÃO DE LECTINAS COM FITC 

Aliquotas contendo 1 mg de lectina, acrescida do monossacarídeo inibidor (1 M), 

foram dissolvidas em 2 ml de solução de conjugação (1,5 ml de tampão 
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carbonato/bicarbonato de sódio 0,2 M, pH 9,3, contendo 0,5 ml de etilenoglicol). Após 

rápida agitação em vortex, 500 pl de uma solução de FITC (0,05 mg, em etilenoglicol) 

foram adicionados e a mistura submetida à agitação por 5 h, a 4°C e ao abrigo da luz. 

Após incubação, a fração contendo lectina/FITC foi separada da FITC não conjugada 

por cromatografia de exclusão molecular em coluna PD 10 (Pharmacia LKB — 9,0 ml), 

previamente equilibrada com água Milli Q saturada com N-butanol 5%, a um fluxo 

contínuo mantido por força da gravidade. Imediatamente antes da cromatografia, 450 pl 

da solução de equilíbrio foi adicionado à amostra, sendo em seguida, aplicada à 

coluna. C pico I, correspondendo a fração lectina/FITC foi retirado com 3,5 ml de 

solução N-butanol 5%, enquanto que a FITC não conjugada foi eluída no Pico II com 10 

ml da mesma solução. 

3.3 - CÉLULAS 

Foram utilizados 05 tipos celulares derivados de câncer de cólon humano, 

gentilmente cedidas pela Dra. Danuta Dus do Instituto de Cancerologia de Wroclaw — 

Polônia e preparadas conforme segue. 

3.3.1 - Seleção in vitro de células LS 180 

A seleção das células de câncer de cólon humano da linhagem LS 180 foi 

realizada com base na sua afinidade aumentada por células endoteliais HPLNEC.B3A. 

Para tanto, uma suspensão de células de carcinoma de cólon (1 x 105  cels/100 µI) foi 

depositada na superfície superior de filtros nucleopore de 8 µm (Costar, França). Após 

48-72 horas, as células que haviam migrado para a superfície inferior da membrana 

foram removidas usando-se uma solução contendo tripsina 0,25%, EDTA 0,05%, sendo 

posteriormente lavadas e propagadas in vitro. A pré-seleção foi repetida três vezes. 

Também foram utilizadas células endoteliais imobilizadas para uma seleção mais 

acurada. Com  este intuito, células endoteliais HPLNEC.B3A foram previamente fixadas 

em solução de paraformaldeido 2%, por 10 minutos e a 4°C, seguido de neutralização 

com uréia 0,2 mM e lavagem com solução de PBS. Sobre a camada formada por 

células endoteliais foram adicionadas as células LS 180, previamente selecionadas, 

seguido de incubação por 20 minutos, a 4°C. Células não aderentes foram retiradas por 
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meio de lavagem com solução de PBS e as células aderidas foram recuperadas após 

rápida lavagem com solução contendo tripsina 0,25% e propagadas in vitro. 

3.3.2 - Seleção in vitro de células EB3 

Seguindo-se a metodologia descrita para a obtenção de células da linhagem LS 

180, o uso de filtros e células endoteliais permitiu a obtenção de variantes com elevado 

poder invasivo, denominadas EB3. Estas células são caracterizadas por elevada 

adesividade a células endotaliais quando comparadas com a linhagem parental LS 180. 

3.3.3 - Seleção in vivo de células 3LNLN, 5W e 8W 

Para a seleção de variantes com elevado poder metastático, suspensões 

contendo LS 180 e EB3 foram inoculadas, usando-se diferentes vias, em camundongos 

atímicos (camundongos atímicos NCr, obtidos do Cancer National Institute, Frederic 

Cancer Research and Developmental Center — USA), como segue: 

• Via intra-esplênica: camundongos foram inoculados com suspensão contendo 2 x 

106  cels/ 50 µl de salina/animal. Animais com tumores visíveis foram sacrificados 4-

12 semanas após a inoculação e autopsiados para avaliação de tumores primários 

e metástases. 

• Via intravenosa: camundongos foram inoculados com suspensão contendo 1 x 106  

cels/ 50 µl de salina/animal diretamente injetados na veia marginal da orelha. 

• Transplante de parede intraintestinal: fragmentos de 1-2 mm2, derivado de tumor 

primário subcutâneo, foram fixados a parte serosa do cecum de camundongos 

sadios. Após 4-12 semanas os animais foram sacrificados e autopsiados para a 

avaliação de tumores primários e metástases. 

• 3LNLN — Foram células obtidas no início da seleção in vivo a partir de metástases 

presentes em linfonodos, oriundas de inoculação intravenosa. 

• 5W — Foram isoladas a partir de metástases hepáticas de animais inoculados por 

via esplênica. 

• 8W — Foram isoladas a partir de linfonodos sub-mandibulares após inoculação por 

via intravenosa. 
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3.4 - CULTURA DE CÉLULAS 

Células da linhagem LS 180 e suas variantes: EB3, 3LNLN, 5 W e 8 W obtidas a 

partir de câncer de cólon humano e mantidas sob congelamento em N2 líquido foram 

recuperadas e propagadas em cultura. Para cada um dos tipos celulares, uma alíquota 

contendo 3 x 106  células foi descongelada em banho maria por 15 minutos, 

centrifugada a 1100 x RPM, por 5 minutos, a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi 

desprezado e as células ressuspensas em 500 pi de meio de cultura (OPTIMEN, 

contendo 5% de SBF e 0,001% de gentamicina), divididas em 02 alíquotas e 

adicionadas a frascos de cultura de 25 ml (contendo 5 ml de meio de cultura). As 

células foram mantidas em câmaras de cultura contendo atmosfera saturada por 5% de 

CO2, repassadas a cada 07 dias, sendo o meio de cultura substituído a cada 52 horas. 

3.5 - PREPARAÇÃO DO MEIO DE CULTURA PARA AS CÉLULAS 

Os 05 tipos celulares utilizados neste trabalho foram mantidos e propagados 

usando-se meio de cultura OPTIMEM acrescido de soro bovino fetal 5% e gentamicina 

0,001%, como segue: 

OPTIMEN 	 500 ml 

Soro bovino fetal 	 25 ml 

Gentamicina 	 500 µI 

3.6 - CITOMETRIA DE FLUXO 

Os ensaios de detecção de glicoconjugados de membrana nas 05 linhagens 

celulares de câncer de cólon humano, utilizando-se Iectina/FITC, foram realizados em 

citômetro FACScalibur Beckton & Dickson, como segue: 

Amostras de células mantidas em cultura como descrito no item 3.5 foram 

recuperadas após 02 lavagens com PBS filtrado (membrana 0,2 pl), utilizando-se 

barras magnéticas para a recuperação das células aderidas aos fracos de cultura. Após 

a recuperação, as células foram ressuspensas em 10 ml de PBS, seguido da 

estimação do total de células em câmara de Neubauer, sob microscopia ótica, e 
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centrifugação a 1.500 x RPM, por 15 minutos, a 4°C. 0 sobrenadante, contendo 

lectina/FITC não conjugado foi desprezado e as células ressuspensas em solução 

PBS/BSA 0,1% em volume igual ao necessário para a obtenção de uma suspensão de 

10' células/ml. 

A cada 200p1 de uma solução contendo lectina/FITC (20pg) em PBS/BSA 0,1% 

foi adicionado 200p1 de uma suspensão de células (2 x 105  células). A mistura reagiu 

por 1 hora a 4°C e ao abrigo da luz, seguido de centrifugação a 1.500 x RPM por 15 

minutos e a 4°C. 0 sobrenadante, contendo lectina/FITC não ligado foi desprezado por 

aspiração e o precipitado ressuspenso em 1 ml de PBS. A medida da intensidade de 

fluorescência foi realizada utilizando-se uma escala logarítmica previamente 

determinada, de acordo com o tipo celular estudado. Utilizou-se BSA/FITC como 

controle, bem como monossacarídeos específicos (na concentração 0,15 M) para a 

inibição da interação lectina/glicoconjugados de membrana. 

3.7 - DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS NO CISADO CELULAR 

Proteínas do lisado celular foram obtidas a partir de amostras contendo 107  

células dissolvidas em 50 pl de tampão de lise (Tampão HEPES 0,01 M, pH 7,2, 

contendo Triton X-100 0,1%). A suspensão permaneceu por 30 minutos, a 4°C, sendo 

rapidamente homogeneizada (usando-se agitador tipo vortex) a intervalos regulares de 

5 minutos, seguido de centrifugação a 15.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. 0 precipitado 

foi desprezado e ao sobrenadante dividido em alíquotas de 1, 5, 10, 15 e 20 pl, as 

quais foram utilizadas para cálculo de concentração de proteínas usando-se como 

padrão BSA. 

3.8 - DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE FUCOSILTRANSFERASES PRESENTES 

NO LISADO CELULAR 

Alíquotas de Pisado celular, obtidas como descrito no item anterior, foram 

utilizadas na determinação de atividades de fucosiltransferases presentes nas 05 

variantes de células de câncer de cólon humano estudadas. 10 pl de lisado celular 

foram adicionados a tubos eppendorffs acrescidos de 40 pl de meio reacional contendo 

doador [GDP 14C-FUC (0,025 pCi=0,084 nMol)/GDP-FUC (1,09 nMol)), 5 pl de MnCl2 
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50 mM, 2,5 pl AMP/UMP 70 mM, 2,5 tal de fuconolactona 100 mM, 5 pl de aceptor 

(LacNAc 30 mM, Lacto-N-Biose 30 mM, Lacto-N-Tetraose 30 mM, Lacto-N(neo)-

Tetraose 30 mM ou Fenilgalactose 30 mM), 25 pl de Tampão HEPES 125 mM, pH 7,2, 

contendo Triton X 100 0,1% e polietilenoglicol 6000 4%. A mistura foi encubada a 37°C, 

por 3 h, em banho maria e a reação bloqueada por adição de 300 pl de água milli Q, 

seguido de congelamento a —20°C por 12 h. A purificação dos produtos fucosilados foi 

reL:,zada utilizando-se suportes cromatográficos adequados à natureza orgânica dos 

aceptores como segue: 

3.8.1 - Cromatografia em coluna de DOWEX (1W*8, Cl-) para os aceptores LacNAc, 

Lacto-N-Biose, Lacto-N-Tetraose e Lacto-N(neo)-Tetraose 

Após descongelamento à temperatura ambiente, as amostras foram aplicadas 

em colunas contendo 1 ml de gel, previamente equilibradas com 10 ml água Milli Q. A 

eleição dos produtos fucosilados foi feita com 2 ml de água. Do volume (2,35 ml) 

recuperado após a cromatografia, 0,35 ml foram utilizados para contagem de DPM em 

C.1ntador de Radioatividade Beckman (Mod. LS 1800), apos a adição de 4ml de líquido 

de cintilação aquasafe. O excedente foi liofilizado, ressuspenso em 100 pl de água e, 

deste total, uma aliquota de 30 pl foi utilizada para separação dos produtos por 

cromatografia em papel Whatman n° 3, sendo o restante congelado para utilização 

posterior. 

3.8.2 - Cromatografia em colunas C18 para o aceptor fenilgalactose 

Após descongelamento a temperatura ambiente, as amostras tiveram seus 

volumes elevados para 1 ml por adição de 650 pl de água Milli Q e, em seguida, foram 

aplicadas em colunas contendo 1 ml de gel, previamente ativadas com 10 ml de 

metanol e equilibradas com 20 ml de água. A amostra foi aplicada a coluna gota-a-

gota, seguida de 2 ml de água. O volume eluído (3 ml, fase aquosa) foi repassado 2 

vezes na mesma coluna. Em seguida, a coluna foi lavada com 20 ml de água e o 

precursor fenilgalactosídeo eventualmente fucosilado foi retirado da coluna utilizando-

se 3 ml de metanol. A contagem de DPM foi realizada tomando-se 0,5 ml (tanto para a 

fase aquosa quanto para a fase metanólica). A fase metanólica restante (2,5 ml) foi 
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evaporada utilizando-se N2 e, em seguida, ressuspensa em 100 pl de água, sendo 

utilizada para separação dos produtos por cromatografia em papel Whatman n° 3. 

3.8.3 - Cromatografia em papel Whatman N° 3 

O material eventualmente fucosilado obtido após as cromatografias em DOWEX 

e C18 foi submetido à cromatografia descendente em Papel Whatman N° 3 como 

segue: As amostras (30 pl dos eluatos cromatográficos de DOWEX e 100 pl dos 

eluatos de C18), bem como 15 pl dos marcadores (Lex.  Lea, fucose e fenilgalactose) 

foram aplicados a 10cm do bordo da folha (47 x 30 cm) e a 5cm de distância entre si. A 

cromatografia foi realizada em cuba de vidro, por 12horas e em presença de solvente 

acetato de etila/piridina/ácido acético/água (5/5/1/3 —v/v/v/v). Após o término, as folhas 

foram deixadas em capela para a completa evaporação do solvente, cortadas em 

colunas de 2,5 cm de espessura as quais fc-9m posteriormente divididas em partes 

iguais de 1 cm cada, totalizando 46cm/coluna/amostra. Uma vez cortados, os pedaços 

do papel foram colocados dentro de tubos de contagem, contendo 500 pl de água e por 

12 horas, para a extração dos compostos. A contagem de DPM foi realizada após a 

adição de 4 ml de líquido de cintilação aquasafe, em contador de cintilação Beckman 

Mod. LS 1800. Os valores obtidos foram expressos nos gráficos em DPM/cm. 

3.8.4 - Cromatografia em sistema DIONEX para os aceptores Lacto-N-Tetraose e 

Lacto-N(neo)-Tetraose 

Atividade fucosiltransferásica das 05 linhagens celulares estudadas foi avaliada 

a partir da análise de glicanos fucosilados por HPAEC (High-pH Anion-Exchange 

Chromatography) acoplado a um sistema DIONEX, de acordo com a metodologia 

descrita por THURL et a/ (1996). Alíquotas de 20 pl contendo aceptores eventualmente 

fucosilados, obtidos após a cromatografia em DOWEX foram separados em colunas 

Carbon-Pac PA-100 (Dionex 4 x 25 mm), com fluxo de 1 ml/mim e a temperatura 

ambiente em aparelho DX 300 Bio-LC-system (Dionex, Idstein, Germany), equipado 

com um detector de pulso eletroquímico (PED 2) e um registrador (AS 3500; Spectra 

Physics, Darmstadt, Germany). Eluatos foram obtidos utilizando-se um gradiente de 

NaOH/NaOAc variando em função do tempo: 0-20 mim (NaOH 30 mM); 20-34 mim 
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(NaOH 30-100 mM); 34-48 mim (NaOH/100 mM; NaOAc/0-28 mM); 48-55 mim (NaOH/ 

100 mM; NaOAc/28-200 mM); 55-60 mim (NaOH/100 mM; NaOAc/200 mM) e 

coletados a intervalos de 30 segundos cada, diretamente dentro de tubos de cintilação. 

Após a cromatografia, uma alíquota de 4 ml de líquido de cintilação foi adicionada a 

cada tubo e a contagem de DPM realizada como descrito no item 3.8.3. 

3.8.5 - Cromatografia de camada delgada em placas de celulose 

Glicanos fucosilados a partir de aceptores LacNAc e Lacto-N-Biose por 

fucosiltransferases obtidas das 05 linhagens de células de câncer estudadas foram 

analisados por cromatografia de camada delgada em placas (20 x 20 cm x 0,1 mm 

celulose - MERCK) como segue: Alíquotas contendo 30 pl (correspondendo a 

aproximadamente 1.900 DPM) de cada amostra foram inicialmente liofilizadas e 

ressuspensas em 2 pl de água. Após liofilização, as amostras foram aplicadas a 2 cm 

do bordo inferior da placa e a intervalos regulares de 2,0 cm. Como controle foram 

utilizados Lex  e Lea  (1 pl, equivalente a aproximadamente 1800 DPM). A placa foi 

colocada em cuba de vidro, em posição vertical e em presença de solvente acetato de 

etila/piridina/ácido acético/água (12/17/3/8 —v/v/v/v), durante 07 horas. 	Após a 

cromatografia a placa foi colocada sob sistema de exaustão por 24 h até a completa 

evaporação do solvente e a posição dos produtos fucosilados determinada por 

autoradiografia. 

TABELA 5. Aceptores exógenos utilizados na determinação da atividade 

fucosiltransferásica 

Aceptor Estrutura Linear 

Lacto-N-biose 

N-acetilactosamina 

Lacto-N-tetraose 

Lacto-N(neo)-tetraose 

Fenilgalactose 

Ga1J3(1,3)GIcNAc 

Galp(1,4)GIcNAc 

Gal(3(1,3)GIcNAc(1(1,3)Ga1R(1,4)GIc 

Gal33(1,4)GIcNAc(3(1,3)Ga1J3(1,4)Glc 

Galj3(1,3)Phe 
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3.8.6 - Autoradiografia 

A detecção dos compostos radioativos foi obtida após exposição da placa de 

celulose a películas Kodak de dupla emulsão 18 x 24 cm (BIOMAX MS-Scientific 

Imaging Film) por sete dias e a —80° C. A revelação foi realizada por imersão da 

película em líquido de revelação manual Kodak até o aparecimento das bandas, 

seguido de secagem rápida em sistema de exaustão. 

3.8.7 - Microscopia confocal 

Para análise da interação lectina-célula por microscópio confocal as amostras 

foram preparadas como segue. Alíquotas contendo 50.000 células (de cada uma das 

05 linhagens estudadas) em 250 pl PBS/BSA 0,1% foram adicionadas a 150 pl de uma 

solução PBS contendo 10 pg de lectina-FITC-conjugada, divididas em 02 alíquotas de 

200p1 cada e incubadas separadamente a 4°C e 37°C, dentro de tubos de vidro por 45 

minutos e ao abrigo da luz. Após incubação, a suspensão foi centrifugada a 1500 x 

RPM por 5 minutos e a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado 

ressuspenso em 100 pl de PBS contendo paraformaldeido na concentração de 1 %. 

Uma vez ressuspenso, a mistura permaneceu por 45 minutos a temperatura ambiente 

seguido da preparação das lâminas. Após ser agitado em agitador tipo vortex uma 

aliquota de 10 pl de cada amostra foi depositada sobre a lâmina, sendo logo após 

coberta por uma lamínula. Uma vez montadas, as lâminas permaneceram ao abrigo da 

luz e a análise da interação foi realizada a aproximadamente 4 horas após a montagem 

utilizando-se microscópio confocal ZEISS Axiovert S 100, contendo fonte Laser MRC 

1024 ES, acoplado a microprocessador BIO-RAD. As análises foram realizadas 

utilizando-se objetiva de 40x (específica para análise de fluorescência) e sob objetiva 

de 10x. 
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4.1 - INTERAÇÃO DO COMPLEXO LECTINA/FITC COM VARIANTES DE CÉLULAS 

DE CÂNCER DE CÓLON HUMANO 

Neste trabalho foram analisados os carboidratos de membrana de 05 variantes 

celulares derivadas de câncer de cólon humano (LS 180, EB3, 3LNLN, 5W e 8W; 

FIGURAS 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30). No intuito de discriminar os tipos de glicanos de 

superfície presentes nestas células, foram utilizadas 15 lectinas vegetais, de 

especificidades conhecidas, acopladas a FITC: Lectinas de sementes de Canavalia 

ensiformis (Con A), Canavalia brasiliensis (Con Br), Canavalia bonariensis (Con Bo), 

Canavalia grandiflora (Con Gr) e Canavalia marítima (Con M); Dioclea grandiflora 

(DGL), Dioclea guianensis (Dgui), Dioclea virgata (Dvir), Dioclea violacea (Dvio) e 

Dioclea rostrata (Dros); Cratylia floribunda (CFL); Parkia platycephala (PPL); Vatairea 

macrocarpa (VML); Lotus tetragonolobus (LTA) e Ulex europeus (UEA-I). 

A análise dos resultados obtidos por citometria de fluxo mostrou que todas as 

lectinas utilizadas neste estudo reconheceram, com maior ou menor intensidade, 

resíduos de carboidratos presentes nas membranas plasmáticas das células. Contudo, 

algumas das lectinas estudadas apresentaram maior capacidade de distinguir os tipos 

celulares na medida em que apresentaram maior afinidade por glicanos de superfície 

de uma dada linhagem celular de acordo com os valores diferentes de Unidades de 

Fluorescência (UF) detectados. Esta observação se torna mais interessante 

considerando o alto grau de homologia apresentado entre algumas das lectinas 

estudadas. 

Dentre as lectinas utilizadas neste estudo, aquelas da sub-tribo Diocleinae se 

caracterizam por elevada homologia e por apresentarem estrutura tridimensional 

bastante conservada, semelhante a outras lectinas de leguminosas (ROUGE, et al, 

1991). Lectinas da sub-tribo Diocleinae (que inclui todas as dos gêneros Canavalia e 

Dioclea, além do gênero Cratylia) exibem um equilíbrio dímero-tetrâmero dependente 

de pH. Em pH fisiológico, estas lectinas se apresentam como uma mistura constituída 

de cerca de 60% de cadeia simples (237 resíduos de aminoácidos — cadeia a), e 40% 

(resíduos 1-118, cadeia (3; resíduos 119-237, cadeia y). Entretanto, somente a forma 

tetravalente é capaz de promover reação cruzada em receptores de membrana celular, 

desencadeando um processo de transdução de sinais (CALVETE et al, 1999). A razão 

entre as forma di- e tetravalentes, associadas a alterações na orientação relativa dos 
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sítios de ligação a carboidratos na estrutura quaternária de lectinas homólogas 

parecem contribuir para as diferentes atividades biológicas e variação do potencial de 

modulação de respostas desencadeado por estas lectinas. 

Pelo fato dos resíduos de aminoácidos envolvidos na ligação a 

monossacarídeos (Tyr12, Asn14, Leu99, Tyr100, Asp208  e Arg228) serem conservados em 

todas as lectinas de Diocleinae, elas exibem uma especificidade de ligação a 

trimanosídeos de oligossacarideos N-ligados, com diferentes afinidades por 

carboidratos complexos bi e tri-antenários (RAMOS et al, 1996). 

Tomando como exemplo as 05 lectinas representantes do gênero Canavalia, 

cujo grau de homologia é superior a 90%, percebe-se o quanto diferenças sutis, a nível 

de estrutura destas proteínas, podem interferir no reconhecimento e interação por elas 

estabelecido com um determinado ligante. 
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TABELA 6. Seqüência N-terminal de lectinas da sub-tribo Diocleinae 

Lectinas Siglas N-terminal 

Cana valia ensiformis Con A ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHI 

Cana valia brasiliensis Con Br ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHI 

Canavalia bonariénsis Con Bo ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHI 

Canavalia grandiflora Con Gr SDTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHI 

Canavalia maritima Con M ADTIVAVELDTYPNTDGGDPSYPH 

Dioclea grandiflora DGL ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHI 

Dioclea guianensis Dgui ADTIVAVELDSYPNTD IG DPSYPH I 

Dioclea virgata Dvir ADTIVAVELDSYPNTD IGD PSYPH I 

Dioclea violacea Dvio ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHI 

Dioclea rostrata Dros ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHI 

Cratylia floribunda CFL ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYOHI 

Adaptado de RAMOS et al 1996; CALVETE et al 1999. 
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Quando comparados os resultados referentes às lectinas do gênero Canavalia, 

frente aos 05 tipos celulares estudados, foi observado que a Con A apresenta maior 

afinidade pelos glicanos da superfície membranar, com valores absolutos variando 

entre 135,9 e 336,6 UF (para as variantes celulares 3LNLN e 8W, respectivamente) 

(TABELA 9A; FIGURA 2). De modo particular, Con Bo mostrou-se capaz de 

discriminar células •da linhagem 8W, cuja interação mostrou valores da ordem de 237,1 

UF, enquanto que para as demais linhagens os valores encontrados variaram entre 

25,1 e 39,7 (TABELA 9A; FIGURA 4). Diferente do que foi observado com o uso de 

Con A, as demais lectinas deste gênero (Con Br, Con Gr e Con M) apresentaram baixa 

interação durante os ensaios realizados, com valores variando de 9,4 UF (Con M, 

variante 3LNLN) a 29,0 UF (Con Gr, variante 8W) (TABELA 9A; FIGURAS 3, 5 e 6). Tal 

variação foi observada não apenas para os experimentos realizados com lectinas deste 

gênero. De fato, todas as lectinas utilizadas neste estudo apresentam comportamento 

semelhante, que se caracterizava por uma variação de UF repetitiva, nas quais as 

linhagens celulares EB3 e 8W geralmente estavam relacionadas a valores mais 

elevados de UF, enquanto que LS 180, 3LNLN e 5W se relacionavam a valores 

menores, muito embora houvesse diferença nos valores absolutos. 

Esta discrepância constante de valores de UF observada quando uma mesma 

lectina, na mesma concentração e condições experimentais, foi avaliada com as 

diferentes variantes celulares pode ser explicada em parte com base nas 

características morfológicas das células, pois estas apresentam volume variado 

(FIGURAS 24,25,26,27,28), tendo a variante 8W, por exemplo, um volume bem maior 

em relação as demais. 

Dentre as 05 lectinas do gênero Dioclea analisadas no presente estudo, Dvio 

apresentou valores de UF mais elevados, variando de 107,2 a 273,3 UF (para as 

variantes celulares 3LNLN e 8W, respectivamente) (TABELA 9B; FIGURA 10). As 

demais lectinas deste gênero, Dgui, Dvir e Dros, apresentaram valores de UF bastante 

similares, sendo os mais elevados sempre relacionados à linhagem 8W (TABELA 9B; 

FIGURAS 8, 9 e 11) enquanto que a DGL se caracterizou por apresentar baixa 

afinidade pelos glicanos de superfície, com valor máximo de ordem de 23,0 UF para 

células da linhagem 8W (TABELA 9B; FIGURA 7). 

CFL, outra lectina da sub-tribo Diocleinae, mostrou comportamento semelhante 

ao que foi observado para a Con A, com valores de UF variando de 111,6 a 275,2 (para 

as variantes celulares 3LNLN e 8W) (TABELA 9C; FIGURA 12). 
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PPL, uma lectina que reconhece glicanos ricos em manose, recentemente 

relatada por RAMOS et al (1999) como tendo especificidade exacerbada para 

estruturas do tipo "high" manose, reconheceu de modo diferenciado estruturas glicanos 

da superfície celular. Especificamente, esta lectina discriminou a linhagem EB3, por se 

ligar debilmente a sua superfície (24,1 UF) enquanto que para as demais linhagens os 

valores encontrados foram de 153,6 UF, 154,6 UF, 175,7 UF e 290,3 UF (linhagens 

3LNLN, 5W, LS 180 e 8W, respectivamente) (TABELA 9C; FIGURA 14). 

Provavelmente, os baixos valores de UF observados para as células da linhagem EB3 

decorram do fato destas células apresentarem uma menor concentração de glicanos 

tipo "high" manose ou destes glicanos, embora presentes, se encontrarem mascarados 

por outras estruturas extra-membranares. 

VML (uma lectina específica por resíduos de galactose) revelou baixa 

capacidade de reconhecer glicanos de superfície celular (TABELA 9C; FIGURA 13), 

com valores de UF semelhantes àqueles observados para DGL. O fato de VML/FITC 

apresentar baixos valores de UF para todas as células, indistintamente, sugere 

fortemente que glicanos ricos em galactose terminal não se fazem presentes na 

superfície das células estudadas ou, por outro lado, que tais estruturas não ocupam 

posições que favoreçam seu reconhecimento pela lectina. Mesmo estruturas 

relacionadas como Ga1NAc parecem não estar presentes nas superfícies das variantes 

celulares analisadas, uma vez que os valores de UF encontrados utilizando-se a 

isolectina IV de sementes de Vicia villosa (VVL-IV/FITC) se encontraram semelhantes 

àqueles observados para os do controle negativo (dados não apresentados). Este 

resultado aponta, ainda, para uma diferenciação dos epítopos carboidratos presentes 

em variantes de células de câncer de cólon em relação aos encontrados em carcinoma 

de colo uterino e de mama. Nestas células, OSINAGA et a/ (2000) demonstraram que 

estruturas antigênicas tipo Tn são expressas de forma abundante, sendo também 

encontradas no soro de portadores destes tipos de câncer, o que possibilita sua 

despistagem em testes sorológicos. 

Neste estudo, os resultados mais expressivos de quantificação de glicanos de 

superfície celular foram obtidos usando-se as lectinas fucose específicas (LTA e UEA-I, 

respectivamente). Os valores de UF encontrados para os experimentos utilizando estas 

lectinas variaram de 161,9 (UEA-I/FITC — 3LNLN) a 691,2 (LTA/FITC — 8W) (TABELA 

9C, FIGURAS 15 e 16). Estes resultados evidenciam uma elevada concentração de 

glicanos ricos em fucose, sugerindo a presença de estruturas antigênicas tumor-

relacionadas na superfície celular das variantes estudadas. 
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4.2 - INTERAÇÃO DO COMPLEXO LECTINA/FITC COM VARIANTES DE CÉLULAS 

DE CÂNCER DE CÓLON HUMANO NA PRESENÇA DO AÇÚCAR INIBIDOR 

Nos estudos de inibição por haptenos foram utilizados monossacarídeos que 

sabidamente, são capazes de bloquear ou reverter, pelo menos em parte, a ligação de 

lectinas, sendo estes aplicados na concentração 0,15 M. A escolha desta concentração 

se deu após estudo de inibição utilizando-se monossacarídeos em concentrações 

variadas, partindo-se de 0,02 M até 0,5 M. Após estes ensaios, a concentração 0,15 M 

foi escolhida e utilizada para todos os ensaios, independente do tipo de açúcar inibidor. 

O reconhecimento de glicanos de superfície celular por lectinas, na presença de 

monossacarídeos inibidores, aparentemente nos fornece a idéia de que alterações 

sutis são encontradas entre as estruturas glicanos das diferentes variantes celulares 

estudadas. Isto porque, embora mantidas as condições experimentais, os valores de 

inibição observados para algumas das lectinas apresentaram uma variação (média de 

03 experimentos) estatisticamente significativa. Para a Con A, foram encontrados 

valores de Percentual de Inibição (PI) variando de 79,5% a 93,8% (Linhagem celular LS 

180 e EB3, respectivamente). Para as demais lectinas do gênero Canavalia, os 

resultados obtidos revelaram que a inibição da interação de Con Br e Con M com 

glicanos de superfície foi completamente bloqueada por glicose (com valores de PI 

variando de 97,3% a 99,5%). Con Gr apresentou Pls semelhantes àqueles observados 

para Con A. Por outro lado, Con Bo mostrou comportamento distinto, discriminando 

mais uma vez a linhagem celular 8W (com PI de 81,6%) enquanto que para as demais 

linhagens celulares os Pis foram 17,0%, 54,7%, 13,7% e 12,0% (LS 180, EB3, 3LNLN 

e 5W, respectivamente). 

Dentre as lectinas do gênero Dioclea, a utilização de glicose como açúcar 

inibidor revelou que DGL e Dvio se mostraram fortemente inibidas, com Pls variando de 

75,4% a 94,4% (LS 180 e EB3, respectivamente). Dgui e Dvir apresentaram elevados 

valores de PI em relação a linhagem 8W (90,1% e 90,9%, respectivamente), enquanto 

que para as demais linhagens celulares os valores de PI foram menores, variando de 

24,7% a 89,0% (Dvir — 3LNLN e Dvio — EB3, respectivamente). Os resultados de 

inibição obtidos usando-se Dros são discrepantes de todas as demais lectinas deste 

gênero. Dros foi a única a apresentar PI menor que 90,0% frente a linhagem 8W. Além 

disto, a presença de glicose praticamente não interferiu no reconhecimento dos 

glicanos de superfície de células das linhagens LS 180, 3LNLN e 5W (com Pls de 

5,7%, 4,0% e 1,6%, respectivamente). 



51 

A ligação de CFL aos glicanos de superfície não se mostrou eficientemente 

inibida na presença de glicose. Contudo, foram observadas variações de Pls para os 

diferentes tipos celulares, sendo o valor mais elevado encontrado para EB3 (37,5%) e o 

menor para 3LNLN (6,7%) (TABELA 9C; FIGURA 12). 

O reconhecimento e a ligação específica de glicanos complexos como aqueles 

encontrados na superfície celular parece ser crucial para a compreensão do grau 

variado de ligação destas lectinas a glicanos presentes na superfície das células 

estudadas. De fato, em estudos anteriores, foi observado que lectinas homólogas 

podem desencadear respostas distintas num determinado sistema celular, quer 

variando a potência de uma determinada ação ou até mesmo exercendo efeitos 

antagônicos (CALVETE et al, 1999). 

Dentre as canavalias, a baixa afinidade das lectinas Con Br, Con Bo, Con Gr e 

Con M frente às linhagens celulares, quando comparadas a Con A, reflete a variação 

de especificidade fina destas lectinas. Quando estas lectinas são avaliadas em outros 

sistemas celulares suas ações têm se mostrado bastante variada. BARRAL-NETTO et 

al (1992) demonstraram que dentre as lectinas do gênero Canavalia, Con A foi a 

menos eficaz em induzir a produção de IFN-y por monócitos humanos. Neste 

experimento, também foi relatada a eficiência de Con Br como indutor de mitose em 

linfócitos humanos. 

Em relação às lectinas do gênero Dioclea, observa-se que Dvio foi a lectina que 

reconheceu, com maior intensidade, glicanos da superfície de células neoplásicas, 

enquanto que as demais apresentaram interação moderada sobre estes mesmos tipos 

celulares. Utilizando este mesmo grupo de lectinas, BARRAL-NETTO et al (1992) 

destacaram Dvir como sendo a mais eficaz em induzir mitose em linfócitos humanos, 

ao passo que Dros apresentou maior capacidade de indução de produção de IFN-y. 

Em outros modelos biológicos a ação destas lectinas também vem sendo 

investigada e a resposta tem se mostrado distinta. 

A capacidade de lectinas em induzir a liberação de histamina por mastócitos 

peritoneais de ratos foi relatada por GOMES et al (1994). Neste modelo Con Br, Dros e 

Dvir desencadearam degranulação exacerbada de mastócitos em níveis mais elevados 

que os obtidos com Con A, enquanto Con M, Dvio e Dgui induziram uma degranulação 

moderada e DGL, Con Bo e CFL, mesmo em doses elevadas, não foram capazes de 

induzir a degranulação mastocitária. 

A ativação linfocitária, bem como a indução de apoptose mediada por Cc- B-

DGL e Dvio em linfonodos de camundongo foi recentemente investigada Da- 
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BARBOSA et al (2001). Os resultados revelaram que estas lectinas possuem elevada 

capacidade de estimulação de linfócitos, com aumento da expressão de CD25, um 

receptor de IL-2. Esta estimulação foi acompanhada pela ocorrência de apoptose, 

inflamação e, em alguns casos, necrose de células endoteliais. cuja intensidade foi 

aumentada em modelos utilizando-se Dvio. 

Dvio e Dgui também foram capazes de prevenir a cistite hemorrágica induzida 

por ciclofosfamida como demonstrado por ASSREUY et al (1999). Neste modelo foi 

demonstrado que as lectinas parecem promover seu efeito por bloqueio da resposta 

inflamatória, na medida em que também foram capazes de reduzir o edema de pata e a 

permeabilidade vascular nos animais submetidos ao ensaio. 

Uma outra ação importante de Con Br foi relatada por BARRAL-NETTO et al 

(1996). Neste experimento foi evidenciado que a estimulação linfocitária induzida pela 

lectina confere um efeito protetor sobre camundongos susceptíveis infectados por 

Leishmania amazonensis. 

ALENCAR et al (1999) demonstraram que a lectina Dvir foi capaz de inibir o 

recrutamento de neutrófilos para a cavidade abdominal de ratos induzido por 

carragenina, além de inibir o edema de pata nestes animais. Um dado relevante deste 

trabalho é que os autores demonstraram que VML (uma lectina galactose específica) 

não afeta a migração de leucócitos quando administrada por via endovenosa. Por outro 

lado, quando administrada por via intra peritoneal, VML apresenta atividade pró-

inflamatória, aumentando o número de neutrófilos na cavidade peritoneal. Estes dados, 

em conjunto com os que são demonstrados no referente trabalho, apontam para 

distintas aplicabilidades das lectinas como ferramentas biológicas, revelando a 

importância dos receptores reconhecidos por estas moléculas, com relação a estrutura 

e localização em determinados grupos celulares, o que pode contribuir para um largo 

leque de aplicação destas proteínas. 

Através de um elegante estudo, ANDRADE et al (1999) correlacionaram a 

produção de óxido nítrico (NO), in vivo e in vitro, induzida por Con A, Con Br e DGL em 

células peritoneais de murina, com o efeito anti-parasitário destas lectinas e 

descreveram que este efeito foi dependente da participação de macrófagos residentes. 

De modo interessante, DAM et al (1998) conseguiram provar que a liberação de 

histamina mediada por iectinas da sub-tribo Diocleineae era diretamente proporcional a 

afinidade da lectina pelo núcleo trimanosídeo de oligossacarideos ligados a 

asparagina. Esta foi a primeira vez que se correlacionou uma atividade biológica deste 
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grupo de lectinas (conhecido como lectinas "Con A like") à sua afinidade pelo 

respectivo ligante. 

Para PPL, somente a ligação a glicanos de superfície de células da linhagem 

EB3 foi parcialmente bloqueada por manose (com PI de 45,6%). A ligação desta lectina 

à superfície das demais células avaliadas não se mostrou bloqueada de forma eficaz, 

sendo os PI inferiores a 10,9%, (TABELA 9C; FIGURA 14). 

A utilização de galactose foi eficiente em abolir a fraca interação de VML com 

células de todas as variantes, indistintamente, sendo os Pls superiores a 98,8%. 

Resultados similares foram obtidos utilizando-se fucose nos experimentos 

envolvendo as lectinas LTA e UEA-I. Em todos os ensaios usando-se essas lectinas na 

presença do açúcar inibidor foram observados Pls superiores a 92,1%. (tabela 9). 

4.3 — DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE FUCOSILTRANSFERASICA 

A utilização de fucose 14C permitiu realizar uma avaliação qualitativa dos 

glicanos fucosilados sintetizados pelas variantes celulares estudadas. Os resultados 

revelaram a presença acentuada de antígenos Lewis, sendo elevada a concentração 

de Lewis x (Lex) e Lewis a (Lea), bem evidenciados no ensaio autoradiográfico 

(FIGURA 23) e nas cromatografias em sistema DIONEX (FIGURAS 17 e 18), enquanto 

que Lewis b (Leb) se fazia presente em baixa quantidade e Lewis y (LeY) não foi 

detectado (FIGURA 18). Entretanto, embora estas estruturas pudessem ser 

sintetizadas em todas as células estudadas, seu transporte e distribuição ao longo da 

membrana são possíveis de variação de um tipo celular para outro, o que poderia 

explicar a variação dos teores destes antígenos presentes na superfície membranar 

nas células das diferentes linhagens avaliadas. Por outro lado, não se exclui a 

presença das formas sialiladas de estruturas antigênicas do tipo Lewis, uma vez que 

não foram realizados testes visando a detecção destas estruturas. Além disto não 

sabemos quais enzimas fucosiltransferases normalmente encontradas em tecidos 

humanos (TABELA 7) são expressas nestas células. 

Provavelmente, mais de uma enzima fucosiltransferase (ou isoformas de uma 

determinada enzima) podem estar envolvida na adição de resíduos de fucose para 

formar o antígeno Lea, sendo observadas quantidades distintas deste antígeno 

alterando o aceptor. Usando-se o aceptor Lacto-N-biose (FIGURA 20) foi observado 

que células da variante 8W apresentaram menores quantidades de Lea, quando 



54 

comparado com os dados obtidos usando-se Lacto-N-tetraose (FIGURA 17)_ Um 

resultado oposto foi observado em células da variante 3LNLN onde, ao contrário do 

que ocorreu com células 8W, a produção de Lea  foi nitidamente maior usando-se o 

aceptor Lacto-N-biose (FIGURA 20). 
• 
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TABELA 7. Classificação de fucosiltransferases presentes tecidos humanos. 

~ 	a(1,2) fucosiltransferase 

Gene 	 Nome 	 Seqüência codificante 

FUT1 	 H 	 1098 

FUT2 	 Se* 	 999 

Sec1 	 Pseudogene 	 976 

a(1,3/1,4) fucosiltransferase 

Gene 	 Nome 	 Seqüência codificante 

FUT3 	 Fuc-TI I I 	 1086 

FUT5 	 Fuc-IV 	 1025 

a(1,3) fucosiltransferase 

Gene 	 Nome 	 Seqüência codificante 

FUT4 	 Fuc-IV 	 1218 

FUT6 	 Fuc-VI 	 1080 

FUT7 	 Fuc-VII 	 1029 

a(1,6) fucosiltransferase 

Gene Nome 	 Seqüência codificante 

FUT8 

FUT8 

a-6-Fuc-T 

a-6-Fuc-T retina 

1728 

512 

* enzima secretária 

Adaptado de COSTACHE et al, 1997. 
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Aparentemente, a(s) isoforma(s) responsável(eis) pela síntese de Lex  

apresentam maior especificidade pelo aceptor N-acetilactosamina. Quando 

comparados os dados de incorporação de 14C-fucose, foi observado que a eficiência 

enzimática se mostrava 2 vezes maior usando-se N-acetilactosamina em vez de Lacto-

N(neo)-Tetraose (FIGURAS 21 e 18, respectivamente). 

A elevada atividade fucosiltransferásica que resulta na formação de estruturas 

antigênicas dos tipos Lea  e Leb, pode ser melhor compreendida observando-se os 

dados obtidos com a utilização dos aceptores Lacto-N-Tetraose e Lacto-N-(neo)-

Tetraose. Isto porque, apesar da ação de fucosiltransferases sobre estes aceptores 

permitir a formação de glicanos denominados antígeno H (quer do tipo I — Lacto-N-

Tetraose, quer do tipo II — Lacto-N(neo)-Tetraose), a quantidade destes glicanos 

encontrados foi extremamente baixa, independente da variante celular analisada 

(FIGURAS 17 e 18). 

Aparentemente, a atividade a-1,2-fucosiltransferásica, medida a partir da 

utilização do aceptor fenilgalactose, é baixa nas células de todas as linhagens, sendo 

caracterizada pelos menores valores de incorporação de 14C-fuc, em média 80% menor 

quando comparado aos valores de incorporação obtidos com os demais aceptores 

(FIGURA 22). 

Também foi observada a formação de estruturas glicanas a partir de aceptores 

endógenos (FIGURA 19). Estes resultados foram confirmados repetindo-se os 

experimentos na ausência de aceptor exógeno. Interessante notar que os valores de 

incorporação de 14C-Fuc, encontrados no experimento realizado sem a presença de 

aceptores exógenos, foram similares àqueles observados utilizando-se os aceptores, o 

que denota a baixa concentração do aceptor endógeno no meio celular bem como a 

ausência de competição entre as diferentes fucosiltransferases responsáveis pela 

formação destas estruturas. 
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TABELA 8. Estruturas fucosiladas por enzimas de 05 variantes de células de câncer de 

cólon usando-se aceptores exógenos N-acetilactosamina, Lacto-N-biose, 

Lacto-N-Tetraose e Lacto-N(neo)-Tetraose 

Nome 	 Estrutura 

Le X 	 Gal(3(1,4)(fuc-a.1,3)GIcNAc 

Lê a 	 Galf3(1,3)(fuc-a1,4)GIcNAc 

Lê b 	 Fuca.(1,2)Gal(3(1,3)(fuc-a1,4)GIcNAc 

H1 	 Fuca(1,2)Gal(3(1,3)GIcNAc 

H2 	 Fuca.(1,2)Galj3(1,4)GIcNAc 

A presença de glicanos fucosilados de estrutura semelhante àqueles presentes 

na superfície das 05 variantes de células de câncer de cólon humano avaliadas neste 

estudo tem sido apontada como associada à condição metastática. Estudos têm 

revelado que estruturas do tipo Lewis estão envolvidas na formação de metástase 

hepática a partir de células provenientes do cólon e do pâncreas SATO et al (1997). A 

expressão de sialosil Lex  foi também encontrada na superfície de várias células de 

adenocarcinomas como os de pulmão, estômago (ITZKOWITZ, 1992; NAKOMORI et 

al, 1993). IZUMI et al (1995) relataram que variantes HK12HX de células de carcinoma 

de cólon são caracterizadas por elevadas concentrações de sialosil (dimérico) Lex, com 

maior poder metastático para o fígado após administração infra-esplênica e exibindo 

alta adesividade ao endotélio. Em contraste, MATSUSHITA et al (1991) obtiveram 

resultados diferentes usando variantes celulares, da linhagem HT-29. Neste 

experimento, também foi demonstrado que o potencial metastático destas células 

estava inversamente relacionado com a expressão de estruturas antigênicas do tipo 

Lewis na superfície celular. Entretanto, existia uma correlação positiva entre a 

expressão de sialosil (dimérico) Lex  e o potencial invasivo destas células nos testes in 

vitro. Utilizando anticorpos monoclonais, HOFF et al (1989) demonstraram que 

estruturas antigênicas do tipo Lewis são expressas em grande quantidade em 

metástase quando comparado aos tumores primários correspondentes. De acordo com 

TAKADA et al (1993) o antígeno sialosil Lea  é a maior estrutura glicana envolvida na 

formação de metástase em câncer gastrintestinal. Além disto, foi relatado por 

KISHIMOTO et al (1996) e SATO et al (1997) que células de câncer de cólon e de 

pâncreas em humanos apresentam expressão abundante de sialosil Lea  e que a 

i 
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utilização de anticorpos monoclonais contra estas estruturas é capaz de conter a 

proliferação metastática. 

4.4 — DETECÇÃO DE GLICANOS DE SUPERFÍCIE MEMBRANAR POR MEIO DE 

TÉCNICA DE MICROSCOPIA CONFOCAL 

A presença exacerbada de glicanos fucosilados, indicada pelos experimentos de 

citometria de fluxo e confirmada pela elevada atividade fucosiltransferásica, detectada 

nas variantes celulares estudadas, foi investigada com o uso de microscopia confocal. 

Nos experimentos foram adotadas variáveis de temperatura (4°  C e 37° C) a fim 

de verificar diferenças na capacidade bioadesiva das lectinasIFlTC conjugadas. Esta 

abordagem se explica pelo fato de que a ligação de lectina à membrana celular é 

determinada predominantemente a 4°  C, onde a fluidez da membrana celular é 

reduzida e a energia consumida nos processos de transporte é represada. A 37°  C a 

forte interação de lectinas com o glicocálix geralmente induz a sua internalização e 

compartimentalização em vacúolos acídicos semelhantes a lisossomos (FLORENCE et 

aI, 1995). 

A capacidade de ligação das lectinas observada por citometria de fluxo foi 

reiterada por análise confocal a 4°  C, não sendo encontrada nenhuma diferença na 

afinidade. As interações mais fortes foram apresentadas pela lectinas UEA-I e LTA 

(FIGURAS 29 e 30) frente a todos os tipos celulares avaliados, ao passo que Diocleas 

e Canavalias parecem diferir quanto à sua capacidade de interação dependendo do 

tipo celularem análise. 

Todavia, quando a capacidade bioadevisa foi avaliada a 37°  C algumas 

particularidades foram observadas. De modo geral, a internalização se mostrou mais 

eficaz em células das linhagens EB3 e 5W, sendo que este fenômeno foi bastante 

caracterizado usando-se Con Bo e Dros (FIGURAS 4 e 11). Estes resultados merecem 

interpretação acurada, pois Con Bo foi uma das lectinas que apresentou menor 

capacidade de reconhecimento de glicanos de superfície (TABELA 9A, FIGURA 4). 

Aparentemente, a lectina parece potencializar sua internalização favorecendo a 

captação quase que total das moléculas capazes de manter interação adesiva com a 

membrana celular. 
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Os dados de incorporação de Dvio, embora elevados, se justificam na medida 

em que o complexo lectina/FITC se liga fortemente à superfície celular, em especial às 

células da variante 8W (TABELA 9B; FIGURA 10). 

Trabalhos publicados recentemente têm procurado explicar a eficiência dos 

processos de transporte a partir da cooperação observada entre membrana celular e 

ligante, relatando que o grau de eficiência parece ser diretamente proporcional à força 

de ligação estabelecida entre ligante e receptor de superfície (WIRTH et al. 1998b). 

Neste sentido os resultados observados para Con Bo parecem estar de acordo com as 

afirmações de WIRTH, visto que dentre as lectinas utilizadas neste estudo Con Bo 

apresentou elevada afinidade pelos glicanos de superfície celular sendo pouco inibida 

por seu monossacarídeo inibidor. 
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5 — CONCLUSÃO 

Os resultados aqui expostos revelam o elevado potencial de aplicabilidade de 

lectinas vegetais como ferramentas na caracterização de receptores de superfície de 

células de câncer. Isto nos dá a possibilidade de criar, a partir da determinação 

fidedigna da especificidade fina destas moléculas (trabalho esse já em andamento). um 

modelo eficiente de caracterização de células neoplásicas, capaz de ser aplicado 

também no estabelecimento prévio de rotas de disseminação metastática a partir da 

análise de um determinado tumor primário. 

Também chama atenção a elevada taxa de captação de Dros e Con Bo por 

parte das células estudadas o que sugere que estas lectinas contribuam fortemente 

para sua endocitose, podendo vir a serem utilizadas com moléculas carreadores de 

fármacos anti câncer uma vez excluída esta atividade sobre células normais. 
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TABELA 09A - Determinação da interação dos complexos lectina/FITC (expressos em Unidade de Fluorescência -UF) com célula: 

cancer de cólon na presença e ausência do monossacarideo inibidor. 

LECTINA AÇ'[:1:+CAR 

(t1.15'N1) 

TIPO CELULAR 

T/UF 

LS 180 

11/11F ' P.I. TIUF T/t,! F Pi. T/UF 

3LNLN 

I/tf1 P.T. T/UF 

S~ 

1/11P" P.1. T/UF 

SW 

.f/1117 P.I. 

Coo. A %Maii7. 179.9 36.8 79,5% 230:5 14.1 )3 8% 4y: 135.9 24.3 82.t1`ró 177.1 32,3 81,7% 336.6 2t 92,0Áu,, 

Con Br GcNnax 18.,4 0.4: 97.7% 21.1 0.0 99.5% '' 	15.0 0.3 97.8% 9.2 0.2 97 7% 1:2.4 0.2 97.9%:: 
_~. 

Con Bo i31C/MctYt 27,9. 23,2 17.UÁó 39,7 18,:0 54 .7,,0r}~ ;...-
25.1 21.7 

....
11.7% 27.5 24.2 12;0°✓p 237.1- 43.8: 81,6%. 

Con Gr CIU/Iv11n 19.7 3:8: 81,3% 22.8. 0.7 96.7% 13.0 1.8 85.7"'<, 13.7 2.2 83,20 Q 29,0 2.1 92.E'ú 

Con M G1c/Man 12.:1'. 0.3 97.3% 12.4 0.0 99.6% 9.4' 0.2 97.6Á<,. 11.5 0.2 97ï6%'. 15.3 0.2 98._'~Áó 

T/UF - Valor total de Unidades de Fluorescência 

I/UF -  Valor de Unidades de Fluorescência na presença do açúcar inibidor 

P.I. - Percentual de inibição 



TABELA 09B - Determinação da interação dos complexos lectina/FITC (expressos em Unidade de Fluorescência -UF) com células 

cancer de cólon na presença e ausência do monossacarídeo inibidor. 

LECT1NA 
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(0, 151%11) 

Is 180 EB3 

riP0 CE! 
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SW 8W 
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DGL GiciMari 14.6 2,4 1.% 13,2 0,7 94,4% 10,4 1.8 82,3% 12,2 2,1 82,6% 23.0 1.7 92.11/0 

28.9 19,3 33.2% 31.4 17.8 26.2% 26,2 20.9 14,7 53.0%:24,1 Dgui,  Gk/Man 

G1/Man 29.0 15.9 45.0% 31.1 7,.7 7.5.(YY0 14.2 24.7% 234 16.9 90.9%: 

Glenvian 138.6 34 ,0 75.4% 184.8 20,3 ..:89".0%, . 1072 25.0 	 118,6 281 273;3 27.0 

-bros."' Gle/Man 23,2  21.8 5.7% 29.0 17,9 1 (1`!:0 11 55.4 27. 82,O%1 

T/UF — Valor total de Unidades de Fluorescência 

I/UF — Valor de Unidades de Fluorescência na presença do açúcar inibidor 

P.I. — Percentual de inibição 
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TABELA 09C - Determinação da interação dos complexos lectina/IFITC (expressos em Unidade de Ruorescência -UF) corn célula: 

cancer de cólon na presença e ausência do monossacarídeo inibidor. 

T/UF - Valor total de Unidades de Fluorescência 

I/UF - Valor de Unidades de Fluorescência na presença do açúcar inibidor 

P.I. - Percentual de inibição 
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FIGURA 2 - Interação da lectina Con AIFITC frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 3 - Interação da lectina Con Br1FITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 4 - Interação da lectina Con Bo/FITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 5 - Interação da lectina Con GrIFITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 6 - Interação da lectina Con MIFITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 7 - Interação da lectina DGL/FITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 8 - Interação da lectina DGui/FITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 9 - Interação da lectina Dvir/FITC, frente a variantes de células de câncer de cólon 
humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de glicose 
0,15 M. 
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FIGURA 10 - Interação da lectina DvioTFITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 11 - Interação da lectina Dros1FITC, frente a variantes de células de cancer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
glicose 0,15 M. 
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FIGURA 12- Interação da lectina CFL/FITC, frente a variantes de células de câncer de cólon 
humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de glicose 
0,15 M. 
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FIGURA 13 - Interação da lectina V VILIFITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
galactose 0,15 M. 
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FIGURA 14 - Interação da lectina PPL/FITC, frente a variantes de células de câncer de cólon 
humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de manose 
0,15 M. 
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FIGURA 15 - Interação da lectina LTAJFITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
fucose 0,15 M. 
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FIGURA 16 - Interação da lectina UEA-I/FITC, frente a variantes de células de câncer de 
cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença e ausência de 
fucose 0,15 M. 
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FIGURA 17 - Cromatografia em sistema DIONEX PA - 100 dos glicanos fucosilados por 
fucosiltransferases de variantes de células de câncer de cólon usando-se aceptor 
Lacto-N-Tetraose. 
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FIGURA 18 - Cromatografia em sistema DIONEX PA - 100 dos glicanos fucosilados por 
fucosiltransferases de variantes de células de câncer de cólon usando-se aceptor 
Lacto-N(neo)-Tetraose. 
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FIGURA 19 - Cromatografia em sistema DIONEX PA - 100 dos glicanos fucosilados por 
fucosiltransferases de variantes de células de câncer de cólon sem a utilização 
de aceptor. 
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FIGURA 20 - Cromatografia em papel Whatman 3 dos glicanos fucosilados por 
fucosiltransferases de variantes de células de câncer de cólon usando-se 
aceptor Lacto-N-Biose. 
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FIGURA 21 - Cromatografia em papel Whatman 3 dos glicanos fucosilados por 
fucosiltransferases de variantes de células de câncer de cólon usando-se 
aceptor N-acetilactosamina. 
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FIGURA 22 - Cromatografia em papel Whatman 3 dos glicanos fucosilados por 
fucosiltransferases de variantes de células de cancer de cólon usando-se 
aceptor fenilgalactose. 
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FIGURA 23 - Autoradiografia de produtos fucosilados por fucosiltransferases de variantes 
celulares de câncer de cólon humano usando-se Lacto-N-Biose e N-
acetilactosamina como aceptores. 
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FIGURA 24 - Célula da linhagem LS 180 

FIGURA 25 - Célula da linhagem EB3 



FIGURA 26 — Célula da linhagem 3LNLN 
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FIGURA 27 — Célula da linhagem 5W 



FIGURA 28 - Célula da linhagem 8W 
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FIGURA 29 — Microscopia confocal de células da variante 3LNLN marcadas com 
UEA-I/FITC. 

FIGURA 30 — Microscopia confocal de células da variante EB3 marcadas com 
LTA/FITC. 



FIGURA 31 — Microscopia confocal de células da variante EB3 marcadas com 
Con Bo/FITC. 

FIGURA 32 — Microscopia confocal de células da variante 5W marcadas com 
Dros/FITO. 
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FIGURA 2(a) - Interação da lectina Con A/FITC frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 2(b) - Interação da lectina Con A/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose 0,15M. 
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FIGURA 3(a) - Interação da lectina Con Br/FITC, frente a variantes de células de 

câncer de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 3(b) - Interação da lectina Con Br/FITC, frente a variantes de células de 

câncer de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença 

de glicose 0,15M. 
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FIGURA 4(a) - Interação da lectina Con Bo/FITC, frente a variantes de células de 

câncer de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 4(b) - Interação da lectina Con Bo/FITC, frente a variantes de células de 

câncer de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença 

de glicose 0,15M 
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FIGURA 5(a) - Interação da lectina Con Gr/FITC, frente a variantes de células de 

câncer de colon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 5(b) - Interação da lectina Con Gr/FITC, frente a variantes de células de 

câncer de colon humano avaliada por citometria de fluxo na presença 

de glicose 0,15M. 
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FIGURA 6(a) - Interação da lectina Con M/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 6(b) - Interação da lectina Con M/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose 6,15M. 
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FIGURA 7(a) - Interação da lectina DGL/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 7(b) - Interação da lectina DGL/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose 0,15M. 
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FIGURA 8(a) - Interação da iectina Dgui/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 8(b) - Interação da lectina Dgui/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose 0,15M. 
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FIGURA 9(a) - Interação da lectina Dvir/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 9(b) - Interação da lectina Dvir/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose O,15M_ 
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FIGURA 10(a) - Interação da lectina Dvio/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 10(b) - Interação da lectina Dvio/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose 0,15M. 
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FIGURA 11(a) - interação da lectina Dros/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 11(b) - Interação da lectina Dros/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose 0,15M. 
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FIGURA 12(a) - Interação da lectina CFLIFITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 12(b) - Interação da lectina CFL/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

glicose 0,15M. 
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FIGURA 13(a) - Interação da lectina VML/FITO, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 13(b) - Interação da lectina VML/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

galactose 0,15M. 
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FIGURA 14(a) - Interação da lectina PPL/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 14(b) - interação da lectina PPL/FITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

manose 0,15M. 
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FIGURA 15(a) - Interação da lectina LTA/FITC. frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo. 
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FIGURA 15(b) - Interação da lectina LTAIFITC, frente a variantes de células de câncer 

de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na presença de 

fucose 0,15M. 
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FIGURA 16(a) - Interação da lectina UEA-I/FITC, frente .a variantes de células ~e 

câncer de cólon humano avaliada por citometra de fluxo. 
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FIGURA 16(b) - Interação da lectina UEA-I/FITC, frente a variantes de células de 

câncer de cólon humano avaliada por citometria de fluxo na 

presença de fucose 0,15M 
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