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RESUMO

Neste trabalho foram analisados os carboidratos de membrana de 05 variantes
celulares derivadas do cancer de cdlon humano (LS 180, EB3, 3LNLN, 5W e 8W). No
intuito de discriminar os tipos de glicanos de superficie 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 maritima
(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 excec¢éo de DGL e VML,

todas as demais lectinas foram capazes de reconhecer estruturas glicanas na
superficie 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
fectinas utilizadas, UEA-I e LTA (ambas fucose especificas) apresentaram maior
capacidade de ligacdo, revelando a presenca de niveis elevados de glicanos
fucosilados na membrana celular.
) A analise da atividade de fucosiltranferases revelou a presenca exacerbada de
enzimas que catalizam formacéo de estruturas fucosiladas do tipo Lewis, sendo mais
elevados os niveis de Lewis * e Lewis ® com baixa formacdo de Lewis ® nh&o sendo
detectada a presenca de estruturas do tipo Lewis ’.

Através de avaliagdo 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 internalizagdo, mostrando-se quase que

completamente em meio citoplasmatico apdés 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 Canava/ia 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 * and lewis 2, and low levels of Lewis °. Lewis ¥ type structures were not
detected. i

Upon the bicadhesive 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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RESUME

Dans le présent travail, les glycoconjugués membranaires de cing variants
cellulaires isolés a partir d'un cancer du colon humain (LS180, EB3, 3LNLN, 5W et 8W)
ont été étudiés. De fagon a comparer les différentes structures glycaniques présentes a
la surface de ces cellules, 15 lectines de spécificités bien définies ont été utilisées apres
marquage par l'isothiocyanate de fluoresceine (FITC). Ces lectines ont été purifiées &
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’'a I'exception de la
DGL et de la VML, toutes les lectines utilisees reconnaissaient des structures
glycaniques présentes a 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 préparés a partir
dés cing variants cellulaires a montré l'existence des enzymes permettant une
production élevée d’antigénes fucosylés de type Lewis* et Lewis® ainsi qu'un peu
d’antigéne Lewis®. Une synthése d’antigéne Lewis’ par ces cellules n'a pu étre mise en
évidence. L'utilisation de la microscopie confocale a permis de confirmer I'expression
importante de ces structures glycanniques fucosylées dans les lignées cellulaires
dérivant d’'un cancer du colon humain. D’autre part, cette derniere étude a permis de
montrer qu'a 37 °C, deux de ces lectines, Con Bo et Dros, étaient trés rapidement et
totalement internalisées.
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1 - INTRODUGAO:
1.1 - LECTINAS

1.1.1 - Consideracgtes Gerais

A capacidade de se combinar especifica e reversivelmente com varias
substancias € uma caracteristica da maioria das proteinas. Enzimas que se ligam a
seus substratos e inibidores ou anticorpos que se ligam ao antigeno, sdo exemplos
bem conhecidos (SHARON & LIS, 1989). Lectinas, entretanto, s&o proteinas definidas
inicialmente como moléculas que se ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinam
células e/ou precipitam polissacarideos e glicoproteinas. A primeira definicdo de
lectinas foi proposta por BOYD & SHAPLEIGH (1954) que utilizaram o termo “lectina”,
oriundo da palavra latina /egere, que significa selecionar ou escolher, para definir uma
classe de aglutininas de plantas superiores, algumas das quais mostraram
especificidade para grupos sangliineos humanos.

GOLDSTEIN et al. (1980) propuseram uma nova definicdo de lectinas, na qual
estas foram descritas como “proteinas de origem n&o imune, que se ligam a
carboidratos ou glicoproteinas, aglutinam células efou precipitam glicoconjugados”.
Esta definicdo foi modificada posteriormente por KOCOUREK & HOREJSI (1981), que
sugeriram serem as lectinas “proteinas ou glicoproteinas de natureza nao imune que se
ligam a carboidratos, sem apresentar atividade enzimatica frente a esses acucares e
n&o requerem grupos hidroxilas livres para sua licagéo”.

Atualmente, a definicdo mais aceita para lectinas € a proposta por PEUMANS &
VAN DAMME (1995), que definem lectinas como proteinas de origem n&o imune
contendo pelo menos um dominio ndo-catalitico capaz derligar-se reversivelmente a
mono ou oligossacarideos especificos. Baseados no conhecimento da estrutura das
lectinas, PEUMANS & VAN DAMME (1995) classificaram as lectinas em trés grupos:
merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. As merolectinas possuem um unico sitio
de ligacdo a carboidratos sendo desprovidas de atividade hemaglutinante. As
hololectinas s&o semelhantes as merolectinas, entretanto, possuem dois ou mais sitios
de ligacdo a carboidratos podendo, desta forma, aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. As quimerolectinas se diferenciam das duas outras classes por
possuirem além do sitio de ligacéo a carboidratos, um outro dominio n&o relacionado
que apresenta atividade bioldgica distinta e independente, podendo ou n&o apresentar
atividade hemaglutinante, dependendo do nimero de sitios de ligac&o a agucares. No

ano de 1998 os mesmos autores introduziram o termo superiectinas, referindo-se a
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lectinas que possuem pelo menos 02 sitios de ligacdo a carboidratos com

especificidades diferentes.

1.1.2 — Especificidade

1.1.2.1 - Monossacarideos

A especificidade de lectinas frente a monossacarideos permite sua classificagéo
em 05 grupos distintos: Man, Gal/GalNAc, Glc/GlcNAc, Fuc e NeuAc (todos aglcares
da série D, exceto a fucose, da série L) (MAKELA, 1957). Dentro desta classificacéo
chama a ateng&o o fato de que dentre os diversos monossacarideos encontrados na
natureza, somente estes acima descritos séo encontrados normalmente fazendo parte
de estruturas que compdem a superficie de células eucaridticas.

Via de regra, a afinidade de lectinas por monossacarideos & fraca, com
constantes de associagdo da ordem de milimolar (SHARON & LIS, 1989). Lectinas séo
bastante seletivas, capazes de discriminar 02 ou mais monossacarideos por mais
elevada que seja a semelhanga entre as moléculas. Deste modo, lectinas especificas
por glicose ndo reconhecem galactose (epimero C-4) ou manose (epimero C-2) e vice-
versa. Com excecdo da WGA (lectina de germe de trigo), lectinas especificas por
GlcNAc nédo reconhecem GalNAc. Entretanto, a seletividade de lectinas pode admitir
certa tolerancia quanto a variacdo de grupos hidroxila do anel piranosidico. Assim,
lectinas manose especificas podem reconhecer o epimero glicose e vice-versa. Do
mesmo modo, Vmuitas lectinas que se ligam a galactose interagem também com
GalNAc. Em alguns casos até preferencialmente, como € observado com a lectina de
soja (SBA), na qual a afinidade por GalNAc 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 razéo, tais lectinas s&o classificadas como
pertencentes ao grupo Gal/GalNAc especifico, mesmo que algumas dentre elas néo
reconhecam fortemente GalNAc como no caso da lectina de amendoim (PNA).

Ocasionalmente, uma lectina pode reconhecer monossacarideos que parecem
ndo estar relacionados estruturalmente, mas que apresentam caracteristicas
topograficas similares quando vistos em &ngulos apropriados. Por exemplo, WGA
reconhece GIcNAc e NeuAc. Considerando-se a estrutura tridimensional destes dois

aclcares, observa-se similaridade nas posigdes C-2 (grupo acetamida) e C-3 (grupo
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OH) do anel piranosidico com C-5 e C-4 do NeuAc, respectivamente. Estas posicdes
s@o determinantes para o contato com o sitio de ligag&do da lectina (LIS & SHARON,
1998).

Algumas lectinas pertencentes ao mesmo grupo de especificidade combinam-se,
preferencialmente, com monossacarideo; o ou B, enquanto outras ndo apresentam
especificidade anomeérica. De modo particular, glicosideos aromaticos sdo fortemente
reconhecidos por muitas lectinas quando comparados com outros alifaticos, indicando
0 envolvimento de uma regido hidrofobica no sitio de ligagéo (LIS & SHARON, 1984).

Lectinas de um mesmo grupo podem diferir consideravelmente em relagéo a sua
especificidade por outros ligantes. Por exemplo, Con A (lectina de sementes de
Canava/ia ensiformis) e favina (lectina de sementes de Limux favus) reconhecem
glicose com constantes de associag¢ao similares, enquanto que seus derivados metil ou
fenil s&o reconhecidos de forma distinta. Con A apresenta 10-20 vezes menos
afinidade por estes agucares ao passo que favina apresenta afinidade 04 vezes maior.

Por outro lado, Con A também reconhece e interage com peptideos que |
contenham motivos Tyr-Pro-Tyr com afinidade semelhante aquela apresentada para o-
metilmanosideo (OLDENBURG et al, 1992). De fato, peptideos podem ser
reconhecidos por lectinas sendo a ligagdo mediada por pontes de hidrogénio entre
grupos OH de tirosina (que mimetiza o oxigénio do agtcar) e interacdes hidrofobicas
entre carbonos das cadeias laterais (que mimetizam os carbonos do agucar). Este tipo
de ligacédo (lectina-peptideo) tem sido relatada e nela, ambos ligantes ocupam a

‘mesma posi¢ao-no sitio, o que representa um glicomimetismo (KAUR et al, 1997).

1.1.2.2 - Oligossacarideos

Comparada & sua especificidade por monossacarideos, lectinas costumam
apresentar constantes de associa¢cdo 100 vezes mais elevadas quando interagem com
di-, tri- ou tetrassacarideos, havendo casos de lectinas que reconhecem apenas
oligossacarideos (TABELA 1). Entretanto, lectinas pertencentes a um mesmo grupo
podem diferir consideravelmente em relacido a suas afinidades por determinados
oligossacarideos. Do ponto de vista funcional, o reconhecimento de oligossacarideos
apresenta um aspecto especial, na medida em que séo estas as estruturas glicidicas
encontradas freqUentemente, quer na superficie celular ou em suspensao nos fluidos
orgénicos (FRENETTE & WAGNER, 1996).
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A afinidade de lectinas pode ser influenciada pela forma como estes
oligossacarideos se encontram geraimente ligados, uma vez que se tratam de
moléculas flexiveis, com consideravel liberdade de rotagdo em torno das ligacbes
glicosidicas dos agucares constituintes. Estas observagbes tém sido confirmadas por
técnicas de modelamento molecular e RMN (HOMANS et al, 1998).



TABELA 1. Lectinas especificas para oligossacarideos

Lectina Abreviagdo Qligossacarideo
' Escherichia coli fimbria tipo P, Gala4Gal-R
, ko9 NeuGca2,3Galf4GIcNAC
' Galectinas Galp4Gic; Galp4GlcNAc
’ Griffonia simplicifolia - | GSIV Fuca2Galp3(Fucad)GIcNAC
! Phaseolus vulgaris E-PHA Galp4GlcNAcp2Mana6
| ‘ GlcNAcp4Manp4-R
| " GlcNAcp2Mana3
L-PHA
: GalB4GIcNACR6
| Manp
Galp4GIcNACB2
'Batata STA (GICNACB4)24
| Selectinas NeuSAca2,3GalB4GIcNAC
’ Fuca3
| (sLe*)
l Tomate LSA (GIlcNACB4)3.4

Rj GlcNACcS(1,4)GIcNAc.
Adaptada de SHARON, 1990.
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Por causa de sua flexibilidade, oligossacarideos que diferem em sua estrutura
guimica podem apresentar caracteristicas topograficas similares e, como resultado,
ligarem-se a uma mesma lectina. Por outro lado, diferentes lectinas especificas pelo
mesmo oligossacarideo podem reconhecer diferentes regides na superficie da
molécula. Apesar da flexibilidade em torno de ligagdes glicosidicas induzirem uma
heterogeneidade conformacional, lectinas parecem discriminar e se ligar a ramificagdes
de conformagdo simples as quais nao sa@o necessariamente as mais abundantes
(HOMANS et al, 1993). Todavia, apdés a ligacdo, a liberdade de rotagdo do

oligossacarideo torna-se restrita, resultando na diminuicéo 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 uiltimos anos, a classificagcdo estrutural
proposta por SHARON & LIS (1990) tem sido acatada pela maioria dos lectindlogos.
Nesta classificagcéo, lectinas s&o divididas em 03 classes principais: 1- Lectinas

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

1 — Lectinas simples consistem de um pegqueno numero de subunidades, néo
necessariamente idénticas, que apresentam massa molecular inferior a 40 kDa e
cadeias laterais contendo sitios de ligag&o a carboidratos. Nesta classe estéo contidas
guase todas as lectinas veg :tais, bem como as galectinas ou s-lectinas, uma familia de
lectinas animais galactose especificas.

1.1- Leguminosas

Lectinas \}egetais obtidas em sua maioria a parti: de sementes de plantas
pertencentes a familia das leguminosas figuram entre as mais estudadas, contando
com mais de 100 proteinas ja completamente caracterizadas bioquimicamente, dentre
as quais muitas com estruturas determinadas por técnicas cristalograficas. 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 especifica
por glicose/manose. |

Como a Con A, outras lectinas desta familia tém 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 género Canavalia vém
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 apos a
Con A (GRANGEIRO et al, 1997).

Em alguns casos, diferentes lectinas tém sido isoladas de sementes
provenientes de uma mesma planta, como no caso das 03 lectinas Gal/GalNAc,
GlcNAc e oligossacarideo especificas isoladas de sementes de Griffonia simplicifolia.
Por outro lado, lectinas de leguminosas podem se apresentar como uma mistura de
proteinas estreitamente relacionadas denominadas de isolectinas. Tipicamente,
lectinas de leguminosas sdo compostas de 02, 04 ou mais unidades idénticas ou quase
idénticas (protdémeros) de 25-30 kDa, cada uma apresentando um sitio de ligagéo a
carboidratos de mesma especificidade. Elas também costumam conter em sua maioria
dois sitios de ligagdo a metais (geralmente Ca™ e Mn™) por subunidade, sendo estes
determinantes para a ligagdo a carboidratos. Além disto, algumas lectinas parecem
apresentar em sua estrutura um sitio hidrofébico capaz de ligar-se a adenina ou ao
acido indolacético (LIS & SHARON, 1998). ‘

As subunidades de lectinas de leguminosas sdo comumente constituidas de
cadeias polipeptidicas simples de aproximadamente 250 residuos de aminoacidos que
podem conter 01 ou 02 oligossacarideos N-ligados. Em algumas lectinas (Ex. ervilha e
lentilha), as cadeias polipeptidicas sdo fragmentadas em fracdes a(leve) e B(pesada)
(LIS & SHARON, 1998)."

Lectinas de leguminosas exibem elevada homologia, apresentando cerca de
20% dos aminoacidos invariaveis. Entre os aminoacidos conservados, incluem-se a
maioria daqueles implicados em pontes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas
estabelecidas durante a ligacado lectina-carboidrato, bem como um elevado percentual
de residuos de aminoacidos que coordenam o sitio de ligacdo a metais (LIS &
SHARON, 1998).

A Con A apresenta uma propriedade especial que a distingue das demais
lectinas de leguminosas, esta € descrita como sendo uma homologia circular,
observada a partir do alinhamento de seu residuo 119 com o aminoterminal de outras
lectinas de leguminosas. Isto é resultado de um re-arranjo n&o usual da cadeia
polipeptidica que ocorre durante o Ultimo passo da sintese desta lectina (MIN and
JONES, 1994).
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Lectinas de leguminosas podem se apresentar na forma de tetramero ou dimero

de dimero. Na Con A g, provavelmente, nas demais lectinas de sementes de espécies
de Canavalia e Dioclea, a formacéo de tetrameros parece envolver a parte central de

ambos os dimeros e 0s contatos sdo basicamente estabelecidos pelos loops (RINI,
1985).

1.2 — GLICOPROTEINAS

Glicoproteinas constituem um grupo de macromoléculas complexas que séo
freqUentemente encontradas em quase todas as formas de vida: animal, vegetal e
microbiana. Bactérias, em geral, ndo parecem conter glicoproteinas. Contudo, sua
presenca tem sido relatada em espécies do género Halobacterium e Bacillus
stearothermophilus (KENT, 1989).

Vérias classes importantes de macromoléculas apresentam estrutura
glicoprotéica, como horménios, enzimas, imunoglobulinas, proteinas de transporte,
moléculas de adesédo celular, toxinas, lectinas, proteinas estruturais, além de proteinas
presentes no involucro nuclear. Entre as diversas funcdes desempenhadas por esta
classe molecular destacam-se a catalise enzimatica, controle hormonal, protecéo
imunolégica, transporte de ions, lubrificacdo, protecdo de superficies, suporte
estrutural, diferenciagc&o de antigenos sanguineos, adesao, interacdo e reconhecimento
celular, dentre outros. Em geral, glicoproteinas sdo encontradas em fluidos extra e intra
celulares, tecido conectivo € membranas. Segundo GOTTSCHALK et al (1966),
glicoproteinas s&o melhor definidas como sendo agregados protéicos contendo como
grupo prostético 01 ou mais heterossacarideos covalentemente ligados a uma cadeia
polipeptidica.

Muito embora compostos de natureza glicoprotéica sejam conhecidos a mais de
um século, sua presenca na linha de frente de investigacdes cientificas s6 passou a ser
verificada a partir de meados da década de 70. Durante muito tempo, o desinteresse da
comunidade cientifica em relagéo as glicoproteinas pode ser atribuido a presenga do
componente de natureza glicidica nesta molécula, cujo papel reconhecido até entéo,
era o de moléculas energéticas ou de protecdo da superficie celular, n&o lhes sendo
atribuida qualquer funcdo de carreadoras de informagdo (SHARON and LIS, 1982).

Deste modo, muitos carboidratos covalentemente ligados a proteinas ndo atrairam a
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atencdo de pesquisadores. Na verdade, a presenca de carboidratos em preparacdes
protéicas era tida como mera contaminacéo.

Somente a partir da descoberta de que glicoproteinas desempenhavam
importante papel no reconhecimento de outras moléculas, como durante os processos
de interagdo patégeno-hospedeiro, célula-célula e célula-molécula é que seu estudo
passou a ser intensificado. Outros fatores que contribuiram para o renovado interesse
foram os que apontam para a frequente alteragdo de estruturas glicanas em diversas

fases do desenvolvimento celular, seja este normal ou patoldgico.

1.2.1 - Estruturas comuns a diferentes tipos de glicanos
1.2.1.1 - Cadeias Tipo |

Séo estruturas glicanas encontradas em N, O-glicanos, proteo e lipoglicanos que
se caracterizam pela adicdo de residuos de galactose, pela acdo de B(1,3)galactosil
transferases, diretamente sobre residuos de GalNAc terminal. Em humanos, a
expressao de cadeias tipo 1 esta frequentemente restrita ao epitélio (trato
grastrointestinal/aparelho reprodutor), podendo ocorrer glicosilagées subsequlentes

tanto no residuo GalNAc subterminal como no residuo galactose terminal
(HAKOMORI, 1989).

1.2.1.2 - Cadeias Tipo Il

Semelhante ao que ocorre nas cadeias tipo 1, em N-, O-, proteo e lipoglicanos,
as cadeias tipo 2 sdo o resultado da adicdo de galactose a um residuo GalNAc
terminal, sendo que pela acdo de [(1,4)-galactosiliransferases. No entanto, a
expressao dessa estrutura pode ser considerada como sendo constitutiva uma vez que
cla se apresenta como aceptor para uma série de modificacées subseqlentes que
podem ocorrer sobre o residuo GalNAc subterminal bem como no residuo galactose
terminal (HAKOMORI,1989).
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1.2.1.3 - Polilactosaminas

Séao estruturas glicanas encontradas em glicoproteinas e glicolipidecs formados
ocela acdo dirigida de uma ou mais B(1,3)-galactosiltransferases/p(1,4)-
galactosiltransferases. Isto implica que a maquinaria enzimética responsavel pela
Diossintese das polilactosaminas € capaz de discriminar moléculas (glicoproteinas e
glicolipideos) distintas mas que apresentam a mesma composi¢&o no que diz respeito
2 exposicao dos residuos de GalNAc e galactose terminal. Uma caracteristica comum a

estas estruturas € que elas frequentemente se apresentam na forma multiantenaria
{HAKOMORI,1989).

1.2.1.4 - Ramificagdes B(1,6)GIcNAc

Tais ramificagbes sdo encontradas frequentemente em residuos Gal terminal de
polilactosaminas através da agdo de B(1,6) N-Acetilglicosamina Transferase
(81,6GIcNACTSs), e correspondem aos antigenos do sistema sanguineo |, i, que foram
descobertos a partir da investigacédo de um anticorpo termolabil (frio-dependente)
encontrado em um paciente com Anemia Hemolitica Adquirida. Neste caso, anticorpos
reagiam com as células vermelhas do individuo doador. Doadores néo reativos foram
entao classificados como tendo grupo sanguineo i, enquanto doadores reativos foram
classificados como grupo sanguineo 1. Polilactosaminas f(1,6) ramificadas
correspondem ao antigeno do grupo I, um precursor do sistema A,B,O em eritrécitos,
enquanto cadeias lineares de polilactosamina correspondem ao antigeno do grupo i.
Em humanos, o grupo i € abundante na superficie de células vermelhas do embri&o,
eritrécitos do corddo umbilical e durante a eritropoese alterada. Entretanto, durante os
primeiros 18 meses de vida a reatividade do antigeno | em hemacias alcanga os niveis
encontrados no adulto, ao passo que o antigeno i € reduzido a niveis irrisérios
(HAKOMORI,1989).
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1.2.1.5 - Estruturas do sistema A, B e O(H)

Em humanos, polilactosaminas e suas ramificagbes B(1,6) estdo sujeitas a
modificagées tecido-especificas que concorrem para a formacdo de glicanos do
sistema A, B O(H). Este sistema (descoberto no inicio século XX) por LANDSTEINER,
(1901), dividia os individuos em diferentes classes, de acordo com a presenca ou
auséncia de componentes séricos capazes de aglutinar células vermelhas provenientes
de outros doadores. Hoje se sabe que estes constituintes do soro sdo, na verdade,
anticorpos e que seus antigenos correspondem a estruturas glicanas geneticamente
polimérficas. Antigenos A, B e O (H) sdo grupos oligossacaridicos formados a partir de
precursores glicanos tipo1 e tipo 2, sendo este polimorfismo determinado por
glicosiltransferases de alelos distintos, o que lhes confere diferentes propriedades
funcionais. Deste modo, os antigenos A, B e O s&o formados a partir de precursores
comuns atraves da acédo sequUencial de distintas glicosiltranferases codificadas por 3
loci génicos (A, BOH e secretor). Assim sendo, o antigeno grupo H é, na verdade, a
forma inalterada do precursor, podendo resultar no grupo O. A via de sintese dos
antigenos A, B e O inicia-se pela modificacdo do glicano pfecursor por
%(1,2)fucosiltransferases; Estas enzimas formam o determinante H, representado por
uma unidade dissacaridica Fuca(1,2)Galf1. Determinantes dos grupos A e B s&o
subseqluentemente formados por adi¢do de residuos monossacaridicos. No grupo A, a
molécula precursora é adicionado um residuo GalNAc (pela agdo da a(1,3)GalNACT) e,
no grupo B um residuo de galactose (pela agdo da «(1,3)GalT). Os antigenos A, Be O
sdo expressos na superficie de células vermelhas, bem como em muitos outros tecidos
ncluindo o endotélio vascular. Desta forma, estes antigenos sdo apresentados por
oroteinas de membrana e glicolipideos associados a membrana. Porém, alguns tecidos
lambém sintetizam antigenos A, B e O na forma solivel como glicanos ou

glicoproteinas secretadas, em glicoesfingolipideos ou como oligossacarideos livres
HAKOMORI,1989).

1.2.1.6 - Estruturas do sttema Lewis

O termo Lewis corresponde ao nome de uma familia de individuos que

apresentam um problema de incompatibilidade eritrocitaria, o que levou a descoberta
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deste sistema. O sistema Lewis é constituido pelos grupos Le? Le°, Le* e Le’, e pelas
formas sialiladas e fucosiladas de Le? e Le* (HAKOMORI,1989).

1.2.2 - Glicoproteinas tipo mucina

Glicoproteinas tipo mucina sdo constituidas de um esqueleto protéico rico em
serina, treonina e hidroxi-prolina, ao qual estdo ligados diversas cadeias laterais
contendo carboidratos que variam em comprimento, composicédo e ligagbes
2noméricas. Apresentam massa molecular elevada (400 a 1.000 kDa) e, muitas
cadeias laterais sdo ligadas O-glicosidicamente, podendo constituir de 50-85% do peso
molecular total. A maioria das cadeias laterais de carboidratos das glicoproteinas
mucinas sao ligados ao esqueleto protéico através de O-glicosilagdes entre residuos de
N-acetilgalactosamina (GalNAc) a residuos de serina ou treonina, sendo comumente
observado a presenca de 05 monossacarideos: N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-
2cetilglicosamina (GIcNAc), acido N-acetilneuraminico (NeuAc), galactose (Gal) e
fucose (Fuc). As mucinas podem ser divididas em duas formas: mucinas associadas a

membrana e mucinas secretadas (YOUNG ef al, 1996).

1 2.2.1 - Alteragdes de glicoproteinas tipo mucina em cancer

Estudos histoquimicos tém demonstrado que alteragbes qualitativas e
Juantitativas sdo observadas em mucinas ao longo do processo oncogénico. A
modificacdo de residuos de Ser/Thr em proteinas, pér adicdo de um residuo GalNAc,
s=sulta num oligossacarideo O-ligado (O-glicano ou glicano tipo mucina).
Estruturalmente, O-glicanos podem ser divididos em grupos distintos de acordo com
sua estrutura nuclear: Gal1,3GalNAc (nucleo 1), GIcNAcB1,6(Galp1,3)GalNAc (ntcleo
= GlcNAcB1,3GalNAc (nucleo 3). Esta definicdo € também distinta para outros tipos
- 2= proteinas glicosiladas ao nivel de residuos Ser/Thr. De modo geral, a biossintese de
O-glicanos é mais simples que a de N-glicanos, bem como de oligolipideos uma vez
222 nao € requerido um precursor protéico para a transferéncia de residuos
“arboidratos. Normalmente, o evento inicial da O-glicosilagdo se caracteriza pela
‘@2cao de um residuo GalNAc (por uma UDP-GalNAc) a um residuo de Ser/Thr
==talisada por uma polipeptidil GaINAC Transferase (GalNAcT). A transferéncia de
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residuos GalNAc para peptideos apomucina pode ser realizada por varias UDP-
GalNAc: polipeptidil-N-acetilgalactosaminil transferases, que controlam a glicosilagao
O-ligado. Em estudos utilizando o gene MUC1 como aceptor, foi demonstrado que a
glicosilagéo sitio-especifica pode regular a adigdo de GalNAc para residuos Ser/Thr em
posicdes adjacentes ou distantes, indicando que a adigao de GalNAc pode ser afetada
pela glicosilagéo prévia de outros sitios no substrato peptidico (OSINAGA et al, 2000).

Também em contraste com a N-glicosilagdo, uma sequéncia consenso para a
adicdo de GalNAc ndo foi encontrada nos modelos até ent&o estudados.

Muitos O-glicanos s&o formados por longas cadeias com terminagdes variaveis
gue podem ser, ou ndo, similares as terminagdes encontradas em N-glicanos.
Entretanto, O-glicanos sdo menos ramificados e, frequentemente, apresentam estrutura
biantenaria. A O-glicosilagdo pode resultar, via de regra, na formacéo de moléculas tipo
mucina, que sao definidas como glicoproteinas de membrana ou produto de secreg&o
c=lular com grande diversidade de agrupamentos (HAKOMORI, 1989). De modo geral,
2 expressdo de mucina € abundante em células epiteliais, especializadas na produgéo
Ze muco. Contudo, nem todos O-glicanos s&o encontrados em mucinas denominadas
omo sendo classicas, que contém relativamente, poucas cadeias de O-glicanos ou
estruturas biantenarias alongadas. No entanto, em células tumorais, O-glicanos podem
s=r bem mais abundantes que N-glicanos.

No caso do cancer de célon, estas alteragdes incluem a redugdo no conteudo de
zarboidratos das cadeias laterais, modificando ou invertendo a relagdo massa/massa
enire carboidratos e proteina. Objetivamente as alteragdes podem ser classificadas em

24 categorias, a saber:

- 2quelas provenientes de uma sintese incompleta de cadeias laterais de carboidratos;
- aumento no nivel de expressdo acima dos valores observados em tecidos normais;
- modificacdo de estruturas pré-existentes;

- 2xpressao antigénica inapropriada ou incompativel.

Estas alteracoes podem ser observadas em qualquer parte da estrutura desde o
nucleo até a periferia da cadeia oligossacaridica. A glicosilagdo alterada é uma
Zaracteristica universal de células cancerosas e certos tipos de estruturas glicanas tém
=do definidas como marcadores de progresséo tumoral ao longo dos ultimos anos.
Semelhante ao que ocorre em células normais durante a embriogénese, células

“umorais sofrem ativagao e crescimento rapidos, aderem a uma variedade de células e
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invadem tecidos. Deste modo, ndo € surpreendente que a glicosilagéo alterada se
constitua numa via universal de transformac&o maligna e progresséao tumoral. Assim,
fem sido observado que a transformacéo de células "in vitro" se faz acompanhar do
aumento no tamanho dos glicopeptideos metabolicamente marcados (YOUNG et al,
1996).

A partir dd advento dos anticorpos monoclonais (Mabs), na década de 70,
pesquisadores vém buscando a "bala magica" contra células cancerosas e descobriram
gue muitos dos Mabs tumor especificos s&o, na verdade, dirigidos contra epitopos de
natureza glicidica, especialmente contra aqueles presentes em glicoesfingolipideos
(HAKOMORI, 1989). Na maioria dos casos tais epitopos s&o antigenos oncofetais os
guais sdo comumente encontrados em tecidos embrionarios, células tumorais, bem
como em alguns tipos de células presentes em tecidos saudaveis.

As transformacgées que ocorrem em células malignas podem apresentar-se sob
varias formas (TABELA 2). Sdo normalmente relatadas a redug&o da express&o ou a
expressdo excessiva de determinados glicanos, a presencga de estruturas incompletas,
0 acumulo de precursores €, menos comumente, o surgimento de novas estruturas
(WESCHE et al, 1998).
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TABELA 2. Alteracdes fenotipicas comuns as células tumorais

Perda do controle de crescimento e diferenciagcéo

Diminuicéo do teor de fibronectina da superficie celular

Expressdo exarcebada de sequéncias iniciadoras (TATAS, TAAs e TSA), incluindo
antigenos oncofetais

Alteragdes nos componentes da superficie celular (proteinas, glicoproteinas,
proteoglicanos e acido sialico)

Glicosilagao alterada

Aumento da sensibilidade a aglutinagéo por lectinas

Aumento da mobilidade de receptores de membrana

Alteracdes na permeabilidade e transporte de nutrientes

Reducéo do conteudo mitocondrial

Juncgbes e comunicagéo celulares alteradas

Deformidade aumentada

Alteracdes do citoesqueleto

Alteracdes nas projecdes das superficies celulares

Motilidade celular alterada (incluindo resposta a fatores quimiotaticos)

Alteragdes no conteudo e na secregdo enzimatica e hormonal

Aumento da heterogeneidade histolégica (basofilia citoplasmatica, pleomorfismo
nuclear)

Aumento das aberracdes cromossomicas

Presenca de produtos de oncogenes ativados

Produc&o excessiva de proto-oncogenes.

Adaptado de EVAS, 1991.
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Alteracdes nos primeiros pontos de ramificacdo de estruturas glicanas em vias
biossintéticas normais podem afetar, sobretudo, as caracteristicas dos glicoconjugados
membranares. Entretanto, isto ndo parece ser um fendbmeno casual, em consequéncia
da desordem biolégica de uma célula tumoral, uma vez que ha indicios de que somente
um numero limitado de vias biossintéticas se apresenta relacionada com a
fransformac&o maligna e a progresséao tumoral. Um exemplo é o aumento do tamanho
de glicoconjugados de células tumorais que apresentam N-glicanos unidos por ligacdes
8(1,6), resultado do aumento da expressdo de GlcNAc transferase V (HAKOMORI,
1989). Esta modificagdo na expressdo da enzima parece ocorrer, inicialmente, a nivel
transcripcional, podendo ser induzido por varios agentes, incluindo carcindégenos virais
2 quimicos. Deste modo, células que apresentam uma expressdo aumentada de
GlcNAc transferase V séo, frequentemente, propensas a metastases e a reversao
sspontanea deste processo pode ser obtida através da redugdo da atividade

snzimatica.

1.3 - LECTINAS COMO INDICADORES DE GLICOFORMAS ASSOCIADAS A
ESTADOS PATOLOGICOS

Alteragbes na glicosilacdo de proteinas estdo associadas a muitas doengas e
oodem ser Uteis como marcadores de estados patologicos. Tanto a estrutura de um
cdeterminado carboidrato, quanto sua concentracdo numa proteina podem apresentar-
se alteradas durante o curso de uma doenga, 0 que permite sua utilizagdo como
nformacédo diagnostica. '

Exemplos de glicoproteinas que tem sido encontradas apresentando alguma
forma de alteragéo de glicosilagéo durante o estado patoldgico incluem: a-feto proteina,
gonadotrofina coriénica, a-antitripsina, proteinas tipo 1gG, a4-acido glicoproteina e
“orinogénio (HAKOMORI, 1989).

Glicosilagdo anormal pode também contribuir para a patogénese,
oarticularmente pelo fato de que muitas fungdes biolégicas importantes, semelhantes a
2desdo celular e endocitose, dependem do reconhecimento de oligossacarideos
sspecificos presentes em orgdos alvo. A expressdo de um determinado
oligossacarideo pode, por exemplo, contribuir para o comportamento metastatico de
-ma célula tumoral. Isto € observado quando do aumento da expressdo de GalNAc em

22lulas renais de hamster (BHK) utilizando-se polioma virus. O efeito resultante desta
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modificacéo se traduz numa grande quantidade de oligossacarideos tetra-antenarios,
sintetizados a partir de precursores tri-antenados pela adicdo de residuos GalNAc,
modificando consideravelmente a glicosilagéo da superficie celular (YAMASHITA et al,
3985).

A utilizagdo de lectinas na investigacéo de alteracdes de glicosilagdo durante
orocessos normais e patolégicos tem gerado novos conhecimentos referentes ao
orocesso de glicosilagdo e contribuido com novas técnicas voltadas para o diagnéstico
Zestas alteracgdes.

Ao longo dos ultimos anos tem sido estabelecido alguns conceitos basicos
2plicados a interagdo lectina-carboidrato, que podem servir de base para a
compreensdo do mecanismo através do qual lectinas séo capazes de distinguir ligantes

2itos normais de outros anormais, em se tratando de testes diagnosticos:

*- Um acucar multivalente, ou uma proteina multiglicosilada, pode unir-se a diferentes
ligantes, sendo possivel obter-se ligagdes cruzadas.
2- Oligossacarideos podem contribuir com acomodagéo espacial favoravel a

estabilidade da interagao lectina-carboidrato.

(f’

Lectinas podem apresentar alguma flexibilidade, contribuindo para a estabilizagéo

da interagéao com ca.rboidratos.

<- Lectinas sdo extremamente sensiveis, discriminando um mesmo ligante apenas
através de diferencas na apresentacéo deste (pH, Temperatura., etc).

5- Alguns residuos de carboidrato de um oligossacarideo presentes numa
glicoproteina podem interagir efetivamente com a proteina a qual estdo ligados.

S- Carboidratos ligados a glicoproteinas que possuem dominios lectinicos, podem

interagir internamente com estes dominios, protegeﬁdo, assim, tanto o sitio lectinico

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

De um modo geral, algumas razfes contribuem para o desenvolvimento de
‘2cnicas de deteccédo utilizando-se lectinas, na medida em que parecem apresentar
melhores resultados quando comparadas a ensaios imunolégicos convencionais
usando-se anticorpos como ferramentas (OSINAGA et al, 2000).

O crescente interesse na pesquisa de proteinas tipo mucina, as quais sao
oficilmente detectadas por meio de anticorpos devido a sua estreita especificidade, tem
sstimulado a aplicacdo de lectinas como ferramenta de primeira escolha. Muitos

anticorpos anti-mucina reconhecem epitopos de natureza glicidica, presumivelmente
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em funcdo do dificil acesso ao nucleo protéico desta classe de moléculas, em geral
fortemente glicosilado, o que se traduz numa redugdo do potencial imunogénico.
Existe, entretanto, elevada heterogeneidade entre as diferentes cadeias
oligossacaridicas numa mesma molécula de mucina. Deste modo, a utilizagédo de um
anticorpo capaz de reconhecer um carboidrato complexo pode mostrar uma variagéo
consideravel na ligagéo entre moléculas do tipo mucina. A bem da verdade, este fato
pode ser util na caracterizagdo de mucinas, mas se torna inconveniente quando o
objetivo da analise é quantitativo (OSINAGA et al, 2000).

De acordo com os dados a cerca da orientacédo espacial precisa dos epitopos
requeridos por muitos anticorpos anti-carboidrato observa-se que tais moléculas
costumam reconhecer fragmentos maiores e mais complexos, quc..do comparados a
‘ectinas (OSINAGA et al, 2000).

Estes indicios favorecem a aplicagdo de lectinas para fins de quantificacéo de
glicoproteinas tipo mucina, possibilitando sua diferenciagdo de outras glicoproteinas
gue contenham carboidratos de estrutura similar, numa mesma preparagéo. Técnicas
de detecgdo contendo lectinas ligadas a enzimas séo, em geral, altamente sensiveis e
podem ser aplicadas a fragbes contendo mucinas obtidas por meio de biopsia. Outra
mportante razdo que contribui para o emprego de lectinas em técnicas de detecgéo € o
reconhecimento de que a maioria dos ensaios com marcadores usados para
diagnostico soroldgico de tumores epiteliais depende da detecgdo de mucina em
amostras de soro (MAGNANI ef al, 1983).

Em geral, mucinas associadas a cancer podem ser facilmente detectadas, mas
nam sempre facilmente quantificadas. Neste ponto, a utilizagdo de blotting a partir de
material transferido de PAGE-SDS, revelados com lectinas acopladas a croméforos se
zpresenta como ferramenta ideal para a quantificacdo de proteinas tipo mucina
'CHING & RHODES, 1988).

1.4 - GLICOBIOLOGIA DA DISSEMINACAO DE CELULAS TUMORAIS

Apesar de todos os avangos e conquistas da ciéncia, acumulados ao longo das
Zuas ultimas décadas, nossa compreensao sobre o sistema de progressado do cancer é
ndiscutivelmente pobre. Por exemplo, ndo sabemos quantas e quais aberragdes estao
Zresentes, nem quais 0s genes expressos, durante o processo de invasdo tecidual e

Zsseminacdo. Ainda ndo sabemos quais células derivadas de um tumor primario
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conseguem sobreviver em sitios ectopicos e nem quais alteragdes determinam o inicio
20 processo metastatico numa célula disseminada. Também ndo esta totalmente
esclarecido de que modo as mutagdes podem se acumular em células disseminadas
durante o estagio de dorméncia do tumor, tdo pouco a maneira como esta dorméncia é
=stabelecida e mantida.

Na verdade, sabemos t&o somente gue o cancer resulta da acdo de variantes
celulares que n&o respondem aos mecanismos regulatdrios normais que previnem ou
compensam a proliferagdo celular em animais multicelulares e que a perda dos
mecanismos de regulagdo ou controle, semelhantes ao ciclo celular, morte celular
programada, diferenciacdo e imunovigilancia, conduzem a ondas de expanséo clonal
de variantes celulares que resultam em sua disseminagao pelo organismo (BODMER,
1997). Como consequéncia, a instabilidade genética garante que 02 tumores oriundos
2e um mesmo tumor primario ndo sao exatamente iguais, bem como que um unico
fumor ndo é composto de células geneticamente idénticas (LENGAUER et al, 1998).
Deste modo, uma vez que algumas mutacdes, e a selecdo imposta por estas
mutacdes, levam a uma expansao clonal do tumor, a independéncia dos mecanismos
regulatorios reflete uma sequéncia particular de eventos mutacionais e seletivos
durante o desenvolvimento tumoral.

Estudos de analise citogenética, envolvendo a perda da heterozigoticidade e
nibridizagdo gendmica comparativa, tem revelado uma elevada heterogeneidade
genética em tumores solidos primarios, a ponto de, em 70% dos tumores de mama se
observar uma total divergéncia de clones. Isto descarta qualquer semelhanga entre
células tumorais de areas diferentes de uma mesma leséo (TEIXEIRA et al, 1996).

Durante os processos de disseminacado e metastase, a transigdo de uma forma
de carcinoma in situ para carcinoma invasivo apfesenta divergéncias genéticas
proeminentes em diferentes pontos de infiltragdo da lesdo. Entretanto, metéastases
encontradas em linfonodos de uma mesma regido apresentam uma composi¢ao menos
complexa, quando comparada com o tumor primario (PANDIS et al, 1998). Estes dados
apontam para um processo de selegcdo passo-a-passo de um clone, capaz de se
expandir. Comparado com um tumor primario, metastases distantes em cancer de
mama sdo também caracterizadas por diferengcas relevantes em sua composi¢éo
genética (supressdo ou delecdo cromossOmica, inversdo de sequéncias repetitivas,
etc), refletindo uma instabilidade genética clonal e selegdo de variantes de células
tumorais derivadas de um clone progenitor comum (KUUKASJARVI et al, 1997).
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Em muitos casos, tumores primarios e clones de células metastaticas divergem
Juanto a duragéo da progresséo tumoral. Exemplos clinicos deste cenario s&o tumores
capazes de originar metastase sem, contudo, apresentar uma neoplasia primaria
Zentificavel a qual pode, em alguns casos, regredir ou desaparecer durante o curso dza

sropagacao metastatica (BELL et a/, 1989).

* 4.1 - Metastase

A propagacdo metastatica de células tumorais se constitui numa das causas
mais comuns de morte de individuos portadores de doengas neoplasicas. N&o
zostante, a elucidagdo dos mecanismos moleculares, que séo a base de formagéo de
movas coldnias tumorais, tem sido um dos maiores objetivos da pesquisa oncologica
Zurante as duas Ultimas décadas.

Uma caracteristica comum a todos os tumores malignos é a sua habilidade de
originar colénias secundarias ou metastases, que envolvem uma série de eventos
complexos, cujos passos sdo fortemente interligados. Inicialmente, células de um tumor
orimario penetram no sistema circulatério como células simples ou em pequenos
=glomerados celulares (émbolos). Estas células sobrevivem a eventos potencialmente
‘=tais, especificos ou inespecificos, desencadeados pelo sistema imune, e que ocorrem
=2 luz dos vasos sanguineos, até chegarem a um 6rgéo alvo. Neste 6rgéo, as células
“2m que extravasar o tecido e, finalmente, proliferar, invadindo o parénquima de 6rg&os
vzinhos e dando origem a colénias secundarias, apds o que todo o ciclo pode ou ndo
ser repetido (EVAS, 1991). ]

Esta sequéncia de eventos define o fendmeno 'metastético COMO UM Processo
2'tamente especifico, nos quais somente poucos 6rgéos estdo geralmente envolvidos e
== distinguem como alvo a partir das caracteristicas inerentes ao tumor primario. Deste
modo, muitas metastases parecem seguir rotas bem definidas que culminam em sua
oropagacdo em determinados 6rgdos, dependendo do tecido de origem do tumor
Zrimario.

Contudo, para que isso ocorra, faz-se necessaria a participacdo de muitas
Tasses de proteinas, envolvidas na estrutura celular de tecidos e que se encontram
Tequentemente alteradas em células que apresentam capacidade invasiva ou
metastatica (TABELA 3). As proteinas afetadas incluem moléculas de ades&o celular

CAMs) — notadamente membros da superfamilia das imunoglobulinas e das caderinas
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Ca™ dependentes, ambas envolvidas na interagdo célula-célula e integrinas, as quais
ligam células a substratos da matrix extra celular. De modo geral, todas estas
interagdes levam sinais regulatérios para a célula (APLIN et al., 1998).

A alteracdo observada com maior freqiéncia em interacdes no ambiente celular
envolve E-caderina; uma molécula de interacéo célula-célula expressa em células
epiteliais. O acoplarﬁento entre células adjacentes mediado por pontes de E-caderina
resulta na transmissdo de fatores anti-crescimento e outros sinais (TABELA 4). A
funcdo da E-caderina é aparentemente perdida na maioria dos canceres epiteliais, por
mecanismos que incluem a inativagdo mutacional da E-caderina, repress&o
transcripcional ou protedlise do dominio caderinico extra-celular (CHRISTOFOREand
SEMB, 1999).

A inducdo da expressd@o de E-caderina em cultura de células de cancer e em
modelos de carcinogénese reproduzidos em camundongos transgénicos diminui os
fendtipos invasivos e metastaticos enquanto o bloqueio da fun¢do da E-caderina
promove o aumento desses dois parametros (CHRISTOFOREand SEMB, 1999).

Alteracdes na expressdo de moléculas da superfamilia das imunoglobulinas
também parece desempenhar um papel critico no processo de invasao e metastase
(JOHNSON, 1991). O caso mais claro envolve a participacdo de (Neural-Cell Adhesion
Molecules) N-CAM que, freqientemente, se apresenta expressa na sua isoforma
menos adesiva ou mesmo desprovida dessa propriedade, em neuroblastoma e em
cancer de pulméo (KAISER et al., 1996) e, praticamente ausente, em cancer coloretal e
pancreatico (FOGAR ef al., 1997). Do mesmo modo, experimentos em camundongos
fransgénicos evidenciaram o papel funcional de N-CAM na supressdo de metastase
IPERL et al., 1999).

Modificagées na expressdo de integrinas s&o ta.mbém evidenciadas em células
nvasivas e metastaticas, nas quais frequentemente sdo observadas alteracdes que se
caracterizam pela modificagdo da estrutura de o e f integrinas. Estas modificacdes
resultam em diferentes sub-tipos de integrinas (mais de 22 detectadas até o momento)
que apresentam preferéncias distintas por substratos (LUKASHEV and WERB, 1998).
A expresséo forcada de subunidades de integrina em cultura de células pode inibir ou
nduzir o comportamento adesivo e metastatico, conferindo a estes receptores um
papel de determinante central desse processo (VARNER & CHERESH, 1996).
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Fatores angiogénicos também aparecem como indicadores ta progressao

tumoral e do desenvolvimento metastatico. Este grupo de fatores inclui citocinas,
fatores 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 Hepatécitos)
2 muitos outros que, embora n&o relacionados, desempenham um importante papel no
crescimento tumoral.

Alguns dos fatores angiogénicos (Ex.: quimiocinas) apresentam um padréo
diferenciado de express&o durante o desenvolvimento tumoral. Recentemente, LUAN
et al (1997) descreveram o aumento da expressdo de MGSA/GRP (Atividade
Estimulatéria do Crescimento do Meianoma/ Proteinas Relacionadas ao Crescimento),
com concomitante reducao dos niveis de IP-10 em lesdes tipo melanoma. Interessante
~otar que os subtipos de NSCLC (Células de Cancer de Pulm&o), adenocarcinoma e
carcinoma de células escamosas também apresentam desenvolvimento distinto,
rzlacionado ao padrédo de expressdo de diferentes quimiocinas (ARENBERG et al,
1297). Carcinomas de células escamosas mostram elevados niveis de IP-10 e baixo
ootencial metastatico, com taxas elevadas de sobrevida de pacientes acometidos por
=sia patologia, sendo o tumor menos vascularizado que os adenocarcinomas, 0s quais

180 associados a um péssimo prognostico.

As quimiocinas e seus receptores em angiogénese, também parecem estar
=nvolvidas no processo de migragdo, invasdo e metastase da célula tumoral. Sabe—sé
2.2 alguns tumores exibem padroes caracteristicos de propagag&o metastatica ou
nwvasdo tecidual, acometendo sempre determinados tecidos ou o6rgdos. Em outras
szlavras, células tumorais ndo parecem migrar ao acaso. Uma explicagdo para este
“=ndmeno é que a migragao sitio-especifica de célulaé tumorais pode ser determinada
or receptores de quimiocinas presentes nas células e por quimiocinas presentes em
“rgdos alvo. De fato, existem evidéncias apontando para a veracidade desta hipotese.
YOUNGS et al (1997) tem relatado que diferentes linhagens de células de carcinoma
=a2mario respondem de modo distinto quando em presenca de diferentes quimiocinas.
Entretanto, é limitada a aceitagdo de que as quimiocinas podem, isoladamente,
Z=terminar os sitios de desenvolvimento de metastase. Outras moléculas, como as
“AMs (integrinas/caderinas), proteases, fatores angiogénicos, etc, podem, também,
ar envolvidas na propagacdo metastatica.

Via de regra, tumores originados num mesmo 6rgéo apresentam alto grau de

nilaridade no que diz respeito a seu comportamento metastatico e, deste modo as



43
metastases podem, freqlentemente, ser geradas nos mesmos o6rgaos alvo. Por
exemplo, carcinomas metastatisam comumente para linfonodos, 0 que sugere que a
‘ocalizagdo anatdémica, bem como as circulagdes sanguinea e linfatica contribuam para
este processo. Contudo, a drenagem anatémica por si s € insuficiente para explicar a
‘ocalizagao de metastases em sitios especificos (MASAYUKI ef al, 1995).

Tem sido relatado que carcinomas de coélon originam metastases,
oreferencialmente, em linfonodo e figado; carcinoma de mama em 0ssos; carcinoma de
pulm&o em cérebro, figado e adrenal. Estudos recentes tém confirmado que moléculas
e adesao celular desempenham um papel importante no processo metastatico e que a
desregulardo dos mecanismos de adesdo contribui para a formagdo de metastase.
'KUUKASJARVI et al, 1997, PANDIS ef al, 1998).
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TABELA 3. Marcadores tumorais de natureza glicoprotéica associados ao cancer
epitelial

Epitopos carboidratos

Alteracdes periféricas e centrais de carboidratos
A, B,H,Le? Le®
Sialyl Le® (CA19-9), sialil tipo | (CA 50), Span |
Sialyl Le*, Le*, Le* polimerico
Le¥

Alteragdes na regido nuclear de carboidratos
T, Tn, Sialyl Tn

Epitopos peptideos
Apomucinas
MUC1-MUC-6

Epitopos inderterminados
M1, SIMA, LIMA, NCC-C0O-450, DU-PANZ2, Ypan-1, CA-125
Adaptada de YOUNG et al., 1996.




1.4.2 - Interacdes célula-célula e matrix extracelular

Independente do sexo (M/F) a forma mais comum de céancer €, sem duvida, 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 a membrana basal. Este arranjo
ocorre em funcdo das proteinas de adesao celular presentes na membrana plasmatica
de células epiteliais. Algumas dessas proteinas se encontram relacionadas a fungdes
complexas enquanto outras sdo difusamente distribuidas ao longo da membrana
plasmatica. Componentes adicionais, a comecar pelas proteinas que conferem adeséo
a matrix extracelular, participam da ades&o celular 2 membrana basal (TABELA 4).

Em verdade, a adesdo celular se divide de acordo com os tipos celulares
participantes, bem como pelo tipo de moléculas responsaveis por sua unido. A adesao
célula-célula é denominada homotipica quando envolve células idénticas e heterotipica
guando as células aderentes s&o morfo ou fisiologicamente distintas. Por outro lado, a
2desdo é também descrita como sendo homotipica quando € formada por interagbes
mantidas por proteinas de adesdo idénticas, presentes na superficie das células
participantes e heterotipica quando a(s) proteina(s) de adesdo de uma célula se
=ncontra ligada a uma proteina ou outro componente diferente, presente numa célula
=djacente (TEDDER et al 1995).

Considerando o predominante papel desempenhado por proteinas de adeséo na
manutencgao de estruturas epiteliais coesas, € possivel que uma transformacao gradual
ocorra, até que um tecido normal se transforme num carcinoma invasivo e, esta
ransformacdo, envolve a descontinuidade ou desrregulagdo dos mecanismos de
sintese e/ou expressdo de moléculas de adesao celular (JOTHY, et al, 1995).

De certo modo, isto constitui uma condigdo necessaria para a migracéo de uma
2=lula ou conjunto de células tumorais através da membrana basal, desde o sitio de
rigem de proliferacédo até seu estabelecimento num novo tecido, esteja este distante
2u adjacente. ConseqlUentemente, uma compreenséo detalhada das alteracdes que
=correm em moléculas de adesao, freqientemente presentes na superficie de células
Zarcinomatosas, se apresenta como passo determinante para que se possa descobrir
omo celulas tumorais invadem tecidos e progridem em seu processo de

2sseminacgéo, culminando numa verdadeira cascata metastatica.
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TABELA 4. Familias de Moléculas de Adeséo Celular

Familia das Integrinas
B1 integrinas: VLA-1, VLA-2, VLA-3, VLA-4, VLA-5, VLA-6.
B2 integrinas: LFA-1, Mac-1, p150, p95
B3 integrinas: 'gpllbllla, receptor de vitronectina

B4-B9 integrinas

Superfamilia das imunoglobulinas
CD2, CD4, CD8
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, NCAM, L1, Po, CEA

Selectinas
selectina-L
selectina-E

selectina-P

Familia de receptores hialuronato

CD44 e suas isoformas

Familia sialomucina
GlyCAM-1, MAdCAM-1, PSGL

amilia das caderinas
caderina-E
caderina-N
caderina-P

outras caderinas

Adaptada de MIYASAKA, 1995.




&l

N&o obstante, o contato entre células epiteliais ‘envolve elementos
morfologicamente distintos como: jungdes coesas, jungdes aderentes, desmossomas e
“gaps" juncionais nos quais 02 tipos de receptores de adesdo encontram-se
particularmente envolvidos. O primeiro tipo consiste de caderinas, que podem ser
divididas em sub-classes, mediando a adesao célula-célula em jungdes aderentes e
caderinas desmossomais, presentes em desmossomas. Estas moléculas
fransmembrana possuem regido extracelular ou ectodominio formado por 05 regides
“caderin-like” definidas como EC-1-EC-5, todas Ca*" dependentes. O segundo tipo de
receptores & encontrado em proteinas envolvidas nos "gaps” juncionais tais como
conexinas, ocludinas e claudinas as quais sdo constituidas por 04 regides
fransmembrana e 01 regido carboxiterminal intracelular (TROYANOVSKY et al, 1999).

O grau de especificidade das interagbes intracelulares é constituido por
diferentes receptores de adesdo como integrinas e caderinas. A forca adesiva pode ser
modificada pelas ligagdes moieculares mantidas entre os receptores e o citoesqueleto
cortical constituido por actina. A perda de componentes especificos da ECM,
zlteracbes em receptores ECM ou proteinas de adesdo e crescimento celular
diferenciado estdo diretamente envolvidos na diferenciacdo de tipos celulares
=specificos. Deste modo, adesdo célula-célula ou célula-ECM tem se apresentado
como um fator importante que determina o bloqueio da morte celular programada
‘BISSEL & NELSON, 1999).

Tem sido relatado que a perda ou diminuigdo da adesdo em células de
carcinoma invasivo contribui para a progresséo de células epiteliais em metastase. No
=ntanto, dados recentes tém revelado que este fendbmeno também esta envolvido nos
orimeiros passos da formagédo tumoral (TLSTY 1998). Neste sentido, o papel de
zaderinas e integrinas tem se mostrado decisivo. As caaerinas s&o capazes de interagir
22 modo homotipico, através de seu dominio extracelular, conectando-se as vias de
ransmiss&o de sinais intracelulares através de seus dominios citoplasmaticos. Estes
Zominios estado ligados ao citoesqueleto actina por meio de cateninas (o, 3,y) que estao
envolvidas em passos importantes que regulam as vias de sinalizag&o.

Integrinas participam na regulagéo da adesao célula-substrato. Estas moléculas
m20 somente mediam a adesao celular mas, também, participam na geragéo de sinais
niracelulares que participam da regulagéo do ciclo celular (JULIANO & HASKILL,
1293). Alguns trabalhos tém qemonstrado o papel destas proteinas na formagao de
Tetastase e iniciagdo de processos tumorais. Transfeccdo de cDNA de E-caderina,

Zom consequente superexpressdo desta proteina, -bloqueia o potencial invasivo de
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células de carcinoma mamario, ao mesmo tempo em que o uso de Mab anti E-caderina
induz a dissociagdo e o aumento do potencial invasivo destas células (FRIXEN et al,
1991). Do mesmo modo, superexpressao de asf3s integrinas reduz a tumorigenicidade e
a mutabilidade de uma grande variedade de células (SAUDERS ef a/, 1998).

Caderinas, bem como moléculas que interagem com seus dominios
citoplasmaticos e régulam suas fungdes, tém sido freqlentemente encontradas com
elevados indices de mutagdo em carcinomas (TLSTY 1998). Estas mutagdes podem
ocorrer em qualquer parte do complexo de adesdo, sempre resultando em perda ou
comprometimento da fungdo (RISINGER et al, 1994; PIERCEALL et al, 1995). Em
algumas células, entretanto, a reverséo do fendtipo invasivo para n&o-invasivo pode ser
modulada pela expressdo de caderinas funcionais. No entanto, ndo esta claro até o
momento, se a perda da adesdo celular mediada por caderinas € causa ou
conseqléncia da progressao tumoral in vitro. Contudo, a manipulagéo dos niveis de E-
caderina em sistemas de progressao tumoral utilizando camundc::gos como modelos,
iem demonstrado que enquanto a expressao de E-caderina retém o desenvolvimento
tumoral num estagio adenomatoso, a expressdo de cepas mutantes (dominante
negativo) de E-caderina nas mesmas células é capaz de induzir as primeiras invasbées
2 metastases, demonstrando que a perda de controle da ades&o € um passo limitante

na progressao tumoral em carcinogénese (PERL ef a/, 1998a).

1.4.3 - Integrinas

Constituem uma vasta familia de moléculas heterodiméricas formadas por uma
cadeia § comum, associada com uma grande variedade de cadeias a, 0 que confere a
especificidade ao ligante. A subfamilia B4 contém 06 heterodimeros (VLA-1 a VLA-6)
gue se apresentam como receptores para componentes da matrix extracelular
semelhantes a laminina (VLA-1, 2, 3 e 6), colageno (VLA-1, 2, 3) e fibronectina (VLA-3,
4 e 5) (JOTHY et al, 1995). Um dos membros desta subfamilia (VLA-4), também age
como molécula de adesédo célula-célula, sendo denominada de VCAM-1.

Express&o anormal de integrinas 31 tem sido descrita como estando relacionada
ao aumento do potencial metastatico de células tumorais. Por exemplo, o aumento da
expressdo de VLA-2 tem sido associado com o comportamento metastatico de

rhabdomiosarcoma (CHAN et a/, 1991). Do mesmo modo, tem sido reportado que a
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expressdo de VLA-3 varia de acordo com o estagio de progressdo do melanoma
humano (ALBELDA et a/, 1990).

VLA-4 expressa-se principalmente em células linféides e mieldides, estando
frequentemente, envolvida em interagdes 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 esta relacionada ao trafico normal de leucécitos, sua
presenca na superficie de células tumorais pode sugerir que estas células utilizem o
receptor para favorecer sua disseminagcédo hematogénica. Neste sentido, uma
correlacdo positiva foi demonstrada entre a expressdo de VLA-4 integrinas e o
potencial metastatico de células do carcinoma de mama (BAO ef al, 1993). Em
contraste, a expressdo de VLA-5 tem sido apontada como tendo uma relagéo inversa
com a motilidade e a tumorigenicidade em linhagens de células de murina
transformadas por estimulagéo viral (PLATEFABER & HYNES, 1989).

B, integrinas sdo compostas por 03 membros LFA-1 (CD11a/CD18), Mac-1
(CD11b/CD18) e p150,95 (CD11c/CD18). Pelo fato de serem expressas
exclusivamente em leucdcitos, as integrinas B, s&o denominadas integrinas
leucocitarias. A perda de regulacdo de LFA-1 esta diretamente implicada com o
potencial metastatico de linfoma humano (KANSAS & DAILEY, 1989) e mieloma
numano (Van RIET & Van CAMP, 1993). A inibi¢do de integrinas leucocitarias através
da utilizacé@o de anticorpos monoclonais anti CD18 tem se mostrado capaz de bloquear
2 invasdo e disseminagdo de células de linfoma inoculadas por via sub-cuténea
'ZAHALKA et al, 1993).

Entretanto, analises imunohistolégicas da expressdo de integrinas em

' espécimes clinicos tém demonstrado que a fungéo degtas moléculas n&o se encontra
exclusivamente relacionada com sua expressao. Deste modo, a adesividade de uma
determinada integrina pode ser regulade rapidamente nas células nas quais esta €
expressa sem que se faga necessaria qualquer alteragdo no seu nivel de expresséo
Van KOOYK, et al, 1993).

1.4.4 - Fucosiltransferases
Fucosiltransferases s&o enzimas responsaveis pela transferéncia de residuos L-

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

diferentes aceptores oligossacaridicos. Algumas destas enzimas participam da
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biossintese de antigenos de grupos sanguineos tais como: H, A, B, Lewis a(Le®), Lewis
b(LeP), Lewis x(Le¥), Lewis y(Le"), sialil Lewis x(sLe*) e sialil Lewis a(sLe®) (COSTACHE
et al, 1997).

Até o momento, diferentes fucosiltransferases tém sido isoladas a partir de
tecidos animais, incluindo o homem. De um modo geral, estas enzimas séo codificadas
por genes denominados FUT, contidos em cromossomos distintos e que apresentam,
via de regra, capacidade de transcrever enzimas tipo o(3), o(3,4), a(2) e o(6).

As o(3)Fuc-T transferem a L-Fucose do GDP-Fucose em posigcéo a(1,3) para
residuos GIcNAc de aceptores glicosilados do tipo 1 e do tipo 2, sendo o tipo 1:
Galp(1,3)GIcNAc e o tipo 2: Galp(1,4)GIcNAc (COSTACHE et al, 1997).

As isoformas, bem como as quantidades de «(3)Fuc-T, diferem segundo o
estagio de desenvolvimento embrionario e tecido adulto estudado. Deste modo, no
inicio do estagio embrionario, somente uma o(3)Fuc-T (de tipo mieloide — denominada
FUT4) é geralmente encontrada. Progressivamente, e de acordo com a diferenciagéo
tecidual, outras isoformas de o(3)Fuc-T podem ou ndo ser encontradas. Via de regra,
no coragao e no cérebro a o(3)Fuc-T permanece como sendo a do tipo mieldide, cujo
gene esta presente no cromossomo 11 (COSTACHE et al, 1997). Esta enzima é
responsavel, nestes tecidos, pela transferéncia de L-fucose para o antigeno H do tipo 2
(2'fucosil-N-acetilactosamina):

GalB(1,4)GIcNAc

2
1
fuca
para formar os antigenos Le* e Le":
Galp(1,4)GIcNAc Galp(1,4)GIcNAc
3 2 3
1 1 1
fuca fuca  fuca

Em células mieldides, a enzima utiliza Mn™ como ativador, enquanto que em
células cerebrais o ativador utilizado € o Co™.
Em glébulos brancos, a isoforma da a.(3)Fuc-T, que catalisa a reagao, € descrita

como sendo do tipo leucdcito ou FUT7, cujo gene codificante também se encontra no
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cromossomo 11 (COSTACHE ez al, 1997). Esta enzima é responsavel pela sintese do

antigeno sLe* a partir do aceptor 2,3 sialil-N-acetilactosamina:

Galp(1,4)GIcNAc Galp(1,4)GIcNAc
3 < 3
2 ‘ 2 1
NeuAca NeuAco fuca

No plasma e no figado a isoforma da enzima «(3)Fuc-T, que catalisa a reagéo, é
chamada de tipo Plasmatico ou FUT6, cujo gene é encontrado no cromossomo 19
(COSTACHE et al, 1997). Esta enzima pode participar da formagdo de Le" e sLe*, na
medida em que utiliza como aceptores 3'sialil-N-acetilactosamina e 2'fucosil-N-

acetilactosamina;

2'Fuc-LacNac LeY LacNAc-3NeuAc sLe*
GalB(1,4)GIcNAc Galp(1,4)GIcNAc Galp(1,4)GIcNAc  Galp(1,4)GIcNAc
2 2 3 3 3 3
1 1 1 2 2 1
Fuca Fuca Fuca NeuAca NeuAca Fuca

Varias fucosiltransferases tipo «(3,4) tém sido isoladas em tecido animal, dentre
outros, e parecem estar presentes em maior quantidade na maioria dos tecidos onde
s&o encontradas.

Fucosiltransferases tipo Lewis ou FUT3/FUT5 (cujos genes estdo no
cromossomo 19 e apresentam 85% de homologia) s&o encontradas na vesicula 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 residuos de L-fucose em posi¢éo a(1,4), bem como aceptores do tipo 2 (Siali-
N-acetilactosamina e fucosil-N-acetilactosamina) para os quais transfere residuos L-
fucose em posicédo «(1-3) permitindo, deste modo, a sintese de todos os antigenos

Lewis, bem como sLe* e sLe?.



No caso especifico da isoforma codificada pelo gene FUT5, a fucosilacéo do tipo
a(1-3) é realizada sobre aceptor LacNAc para formar o antigeno Le*:

GalB(1,4)GIcNAc GalB(1,4)GIcNAC
3

1
Fuca

As a(2)Fuc-T, encontradas em glandulas submaxilares humanas, transferem
residuos de L-fucose para a posigéo «(1,2) sobre um residuo de galactose do motivo
GalGIcNAc de tipos 1 e 2 (FUT1 e FUTZ2, respectivamente), permitindo a elaboragéo de
antigeno H de tipos 1 e 2 (COSTACHE et al, 1997).

Exemplo tipo 1: Galp(1,3)GIcNAc Galp(1,3)GIcNAc

2
1
Fuca
Exemplo tipo 2: Galp(1,4)GIcNAc Galp(1,4)GIcNAc
2
1

Fuca
As o(B)Fuc-T, denominadas FUT8 e comumente encontradas em fibroblastos,

efetuam a fucosilagdo em posicéo a(1,6) sobre residuos GIcNAc (ligado a um residuo
de asparagina) do nucleo de N-glicoproteinas.

No homem, tem sido estabelecido que a fucosilagdo em posigao 2 precede a
fucosilagdo em posicéo 3. Este padréo de atividade pbde ser verificado, por exemplo,
quando da formacg&o de Le’, resultante da fucosilagdo em posicdo 3 de um aceptor
previamente fucosilado em posigéo 2 (COSTACHE et al, 1997).

Oligossacarideos fucosilados presentes na superficie celular tém recebido uma
grande atengdo por causa do importante papel que desempenham na adesé&o celular,
durante o processo inflamatério, bem como por se apresentarem modificados em
células neoplasicas (OULMOUDEN et al, 1997). A biossintese destes glicoconjugados
requer a agéo ordenada de varias glicosiltransferases, dentre as quais a fucosilagéo é,
via de regra, o ultimo passo (WATKINS, 1995).

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

foram clonados e designados como: FUT3, que codifica a enzima Lewis
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a(1,3/1,4)fucosiltransferase ou FUT-T3; FUT4, que codifica a o(1,3)fucosiltransferase
mieloide, ou FUT-T4; FUT5 que codifica uma «(1,3)fucosiltransferase inespecifica
denominada FUC-T5; FUT6 que codifica uma o(1,3)fucosiltransferase plasmatica ou

FUC-T6 e FUT7 que codifica uma o(1,3)fucosiltransferase de leucécitos ou FUC-T7
(NGUYEN et al, 1998).



2 - OBJETIVOS
2.1 — Geral

Detectar estruturas glicanas presentes em membranas de células neoplasicas,

possivelmente relacionadas com a capacidade de invasao.

2.2 — Especificos

Identificar os tipos de estruturas glicanas predominantes na superficie dos
diferentes tipos celulares estudados utilizando-se, para tanto, lectinas acopladas a
cromoforos.

Quantificar as estruturas glicanas com base no reconhecimento destas
estruturas pelas lectinas utilizadas.

Avaliar o tipo de interagado lectina-célula neopléasica quanto a incorporagéo ou
endocitose do complexo lectina-cromoforo e indugéo de apoptose.

Detectar as principais enzimas fucosiltransferases envolvidas na produc&o das
estruturas glicanas associadas a membrana por meio da incorporagdo de
monossacarideos marcados radioativamente.

Isolar e caracterizar mRNAs de fucosiltransferases que codificam as estruturas

glicanas predominantes.



3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - LECTINAS

Foram utilizadas 15 lectinas: 05 do género Canavalia (Canavalia ensiformis,
Canavalia brasiliensis, Canavalia bonariensis Canavalia grandiflora e Canavalia
maritima); 05 do género Dioclea (Dioclea grandiflora, Dioclea guianensis, Dioclea
virgata, Dioclea violacea e Dioclea rostrata); 01 do género Cratylia (Cratylia floribunda);
01 do género Vatairea (Vatairea macrocarpa); 01 do género Parkia (Parkia
platycephala); 01 do género Ulex (Ulex europeus) e 01 do género Lotus (Lotus
tetragonulobos).

3.1.1 - Isolamento e caracterizacdo de lectinas

Todas as lectinas dos géneros Canavalia e Dioclea, bem como as lectinas dos
géneros Cratylia, Parkia e Vatairea foram isoladas e purificadas no Laboratério de
Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab) do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara, 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 - Avaliagdo 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 separagéo, contendo uma concentragéo final de poliacrilamida de 15%
(m/v), foi montado de acordo com o seguinte protocolo (para um volume final de 10 ml

de gel):



Acrilamida : bisacrilamida (30 : 0,8%) 50ml

Tris-HCI 3 M pH 8,8 1,25 ml
SDS 10% (m/ v) 100 ul
Persulfato de aménio 1,5% (m/v) 500 pl
H>0 milli Q 3,15 ml
TEMED | 5ul

Apoés a polimerizacéo, o gel de aplicagdo, contendo uma concentragéo 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%) 625 pl
Tris-HCI1 0,5 M pH 6,8 1,25 ml
SDS 10% (m/ v) 50 pl
Persulfato de amoénio 1,5% (m/v) 250 pl
H>0 milli Q 2,82 ml
TEMED 5ul

As lectinas analisadas (2 mg) foram dissolvidas em 1 ml de tampéo Tris-HCI
0,0625 M pH 6,8, contendo SDS 2% (m/v) e B-mercaptoetanol 5% (v/v) e tratadas a
100° C por 10 minutos. Apés resfriamento, as amostras foram acrescidas de 2 pl de
azul de bromofenol 0,1% (m/v) e 1 mg de cristais de sacarose.

A corrida eletroforética foi realizada em posicéo vertical com amperagem
constante de 25 mA por 150 minutos, usando-se Tris'0,025 M pH 8,3 contendo glicina
0,192 M e 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 &cido acético 10% (v/v). O gel foi

descorado em solug&o contendo metanol 50% (v/v) e &cido acético 10% (v/v).

3.2 - MARCAGAO DE LECTINAS COM FITC

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

foram dissolvidas em 2 ml de solugdo de conjugagdo (1,5 ml de tampé&o
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carbonato/bicarbonato de sddio 0,2 M, pH 9,3, contendo 0,5 ml de etilenoglicol). Apds
rapida agitagdo em vortex, 500 ul de uma solugdo de FITC (0,05 mg, em etilenoglicol)
foram adicionados e a mistura submetida a agitagéo por 5 h, a 4°C e ao abrigo da luz.
Apds incubagédo, a fragdo contendo lectina/FITC foi separada da FITC nao conjugada
por cromatografia de exclusdo molecular em coluna PD 10 (Pharmacia LKB — 9,0 ml),
previamente equilibrada com agua Milli Q saturada com N-butanol 5%, a um fluxo
continuo mantido por forga da gravidade. Imediatamente antes da cromatografia, 450 pl
da solugéo de equilibrio foi adicionado a amostra, sendo em seguida, aplicada a
coluna. G pico |, correspondendo a fragdo lectina/FITC foi retirado com 3,5 ml de
solug&o N-butanol 5%, enquanto que a FITC ndo conjugada foi eluida no Pico Il com 10

ml da mesma solugao.

3.3 - CELULAS

Foram utilizados 05 tipos celulares derivados de cancer de célon humano,
gentilmente cedidas pela Dra. Danuta Dus do Instituto de Cancerologia de Wroclaw —

Polénia e preparadas conforme segue.
3.3.1 - Selecéo in vitro de células LS 180

A selegdo das células de cancer de colon humano da linhagem LS 180 foi
realizada com base na sua afinidade aumentada por células endoteliais HPLNEC.B3A.
Para tanto, uma suspenséo de células de carcinoma clje colon (1 x 10° cels/100 pl) foi
depositada na superficie superior de filtros nucleopore de 8 um (Costar, Franca). Apés
48-72 horas, as células que haviam migrado para a superficie inferior da membrana
foram removidas usando-se uma solucdo contendo tripsina 0,25%, EDTA 0,05%, sendo
posteriormente lavadas e propagadas in vitro. A pré-selegdo foi repetida trés vezes.
Também foram utilizadas células endoteliais imobilizadas para uma selegdo mais
acurada. Com este intuito, células endoteliais HPLNEC.B3A foram previamente fixadas
em solugdo de paraformaldeido 2%, por 10 minutos e a 4°C, seguido de neutralizagdo
com uréia 0,2 mM e lavagem com solucdo de PBS. Sobre a camada formada por
células endoteliais foram adicionadas as células LS 180, previamente selecionadas,

seguido de incubagao por 20 minutos, a 4°C. Células ndo aderentes foram retiradas por
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meio de lavagem com solugdo de PBS e as células aderidas foram recuperadas apos
rapida lavagem com solugéo contendo tripsina 0,25% e propagadas in vitro.

3.3.2 - Seleg&o in vitro de células EB3

Seguindo-se a metodologia descrita para a obtengao de células da linhagem LS
180, o uso de filtros e ceélulas endoteliais permitiu a obtengéo de variantes com elevado
poder invasivo, denominadas EB3. Estas células sdo caracterizadas por elevada

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

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

F;ara a selecdo de variantes com elevado poder metastatico, suspensées
contendo LS 180 e EB3 foram inoculadas, usando-se diferentes vias, em camundongos
atimicos (camundongos atimicos NCr, obtidos do Cancer National Institute, Frederic
Cancer Research and Developmental Center — USA), como segue:
¢ Via intra-esplénica: camundongos foram inoculados com suspens&o contendo 2 x

10° cels/ 50 ul de salina/animal. Animais com tumores visiveis foram sacrificados 4-
12 semanas apods a inoculagado e autopsiados para avaliagdo de tumores primarios
e metastases.

e Via intravenosa: camundongos foram inoculados com suspensao contendo 1 x 10°
cels/ 50 pl de salina/animal diretamente injetados na veia marginal da orelha.

e Transplante de parede intraintestinal: fragmentos de 1-2 mm?, derivado de tumor
primario subcutaneo, foram fixados a parte serosa do cecum de camundongos
sadios. Apds 4-12 semanas os animais foram sacrificados e autopsiados para a
avaliagdo de tumores primarios e metastases.

e 3LNLN - Foram células obtidas no inicio da sele¢éo in vivo a partir de metéstases
presentes em linfonodos, oriundas de inoculagéo intravenosa.

e 5W — Foram isoladas a partir de metastases hepaticas de animais inoculados por
via esplénica.

e 8W — Foram isoladas a partir de linfonodos sub-mandibulares apds inoculag&o por

via intravenosa.
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3.4 - CULTURA DE CELULAS

Células da linhagem LS 180 e suas variantes: EB3, 3LNLN, 5 W e 8 W obtidas a
partir de cancer de célon humano e mantidas sob congelamento em N liquido foram
recuperadas e propagadas em cultura. Para cada um dos tipos celulares, uma aliquota
contendo 3 x 10° 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 pl de meio de cultura (OPTIMEN,
contendo 5% de SBF e 0,001% de gentamicina), divididas em 02 aliquotas e
adicionadas a frascos de cultura de 25 ml (contendo 5 ml de meio de cultura). As
células foram mantidas em camaras de cultura contendo atmosfera saturada por 5% de

CO,, repassadas a cada 07 dias, sendo o meio de cultura substituido a cada 52 horas.

3.5 - PREPARAGAO DO MEIO DE CULTURA PARA AS CELULAS

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 mi
Soro bovino fetal 25 mi
Gentamicina 500 pl

3.6 - CITOMETRIA DE FLUXO

Os ensaios de deteccdo de glicoconjugados de membrana nas 05 linhagens
celulares de cancer de colon humano, utilizando-se lectina/FITC, foram realizados em
citometro FACScalibur Beckton & Dickson, como segue:

Amostras de células mantidas em cultura como descrito no item 3.5 foram
recuperadas apés 02 lavagens com PBS filtrado (membrana 0,2 pl), utilizando-se
barras magnéticas para a recuperacéo das células aderidas aos fracos de cultura. Apos
a recuperacdo, as células foram ressuspensas em 10 ml de PBS, seguido da
estimacdo do total de células em cémara de Neubauer, sob microscopia otica, e
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centrifugacdo a 1.500 x RPM, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante, contendo
lectina/FITC nao conjugado foi desprezado e as células ressuspensas em solug&o
PBS/BSA 0,1% em volume igual ao necessario para a obten¢éo de uma suspensé&o de
107 células/ml.

A cada 200ul de uma solugdo contendo lectina/FITC (20ug) em PBS/BSA 0,1%
foi adicionado 200yl de uma suspenséo de células (2 x 10° células). A mistura reagiu
por 1 hora a 4°C e ao abrigo da luz, seguido de centrifugag¢do a 1.500 x RPM por 15
minutos e a 4°C. O sobrenadante, contendo lectina/FITC nao ligado foi desprezado por
aspiragdo e o precipitado ressuspenso em 1 ml de PBS. A medida da intensidade de
fluorescéncia foi realizada utilizando-se uma escala logaritmica previamente
determinada, de acordo com o tipo celular estudado. Utilizou-se BSA/FITC como
controle, bem como monossacarideos especificos (na concentragdo 0,15 M) para a

inibicdo da interacdo lectina/glicoconjugados de membrana.

3.7 - DETERMINAGAO DE PROTEINAS NO LISADO CELULAR

Proteinas do lisado celular foram obtidas a partir de amostras contendo 10’
células dissolvidas em 50 pl de tampdo de lise (Tampdo HEPES 0,01 M, pH 7,2,
contendo Triton X-100 0,1%). A suspensdo permaneceu por 30 minutos, a 4°C, sendo
rapidamente homogeneizada (usando-se agitador tipo vortex) a intervalos regulares de
5 minutos, seguido de centrifugagéo a 15.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. O precipitado
foi desprezado e ao sobrenadante dividido em aliquotas de 1, 5, 10, 15 e 20 pl, as
quais foram utilizadas para calculo de concentracdo de proteinas usando-se como
padréo BSA. '

3.8 - DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE FUCOSILTRANSFERASES PRESENTES
NO LISADO CELULAR

Aliquotas de lisado celular, obtidas como descrito no item anterior, foram
utilizadas na determinacdo de atividades de fucosiltransferases presentes nas 05
variantes de células de céncer de célon humano estudadas. 10 ul de lisado celular
foram adicionados a tubos eppendorffs acrescidos de 40 pl de meio reacional contendo
doador [GDP "C-FUC (0.025 uCi=0,084 nMol)/GDP-FUC (1,09 nMol)], 5 ul de MnCl
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50 mM, 2,5 yl AMP/UMP 70 mM, 2,5 pl de fuconolactona 100 mM, 5 ul 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 Tampao 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 reagédo bloqueada por adigdo de 300 ul de agua milli Q,
seguido de congelamento a —20°C por 12 h. A purificagcéo dos produtos fucosilados foi
rec..zada utilizando-se suportes cromatograficos adequados a natureza organica 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

Apds descongelamento a temperatura ambiente, as amostras foram aplicadas
em colunas contendo 1 ml de gel, previémente equilibradas com 10 ml agua Milli Q. A
eleicdo dos produtos fucosilados foi feita com 2 ml de agua. Do volume (2,35 ml)
recuperado apos a cromatografia, 0,35 ml foram utilizados para contagem de DPM em
Contador de Radioatividade Beckman (Mod. LS 1800), apos a adigéo de 4ml de liquido
de cintilagdo aquasafe. O excedente foi liofilizado, ressuspenso em 100 pl de agua e,
deste total, uma aliquota de 30 pl foi utilizada para separacdo dos produtos por
cromatografia em papel Whatman n°® 3, sendo o restante congelado para utilizacéo

posterior.

3.8.2 - Cromatografia em colunas C18 para o aceptor fénilgalactose

Apds descongelamento a temperatura ambiente, as amostras tiveram seus
volumes elevados para 1 ml por adi¢do de 650 pl de agua 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 agua. A amostra foi aplicada a coluna gota-a-
gota, seguida de 2 ml de agua. O volume eluido (3 ml, fase aquosa) foi repassado 2
vezes na mesma coluna. Em seguida, a coluna foi lavada com 20 ml de agua e o
precursor fenilgalactosideo 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 metanolica). A fase metandlica restante (2,5 ml) foi
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evaporada utilizando-se N, e, em seguida, ressuspensa em 100 ul de agua, sendo

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

3.8.3 - Cromatografia em papel Whatman N° 3

O material eventualmente fucosilado obtido apds as cromatografias em DOWEX
e C18 foi submetido a cromatografia descendente em Papel Whatman N° 3 como
segue: As amostras (30 pl dos eluatos cromatograficos de DOWEX e 100 pl dos
eluatos de C18), bem como 15 ul dos marcadores (Le™ Le® fucose e fenilgalactose)
foram aplicados a 10cm do bordo da folha (47 x 30 cm) € a 5cm de distaéncia entre si. A
cromatografia foi realizada em cuba de vidro, por 12horas e em presenca de solvente
acetato de etila/piridina/acido acético/agua (5/5/1/3 —viviviv). Apds o término, as folhas
foram deixadas em capela para a completa evaporacdo do solvente, cortadas em
colunas de 2,5 cm de espessura as quais fcram posteriormente divididas em partes
iguais de 1 cm cada, totalizando 46cm/coluna/amostra. Uma vez cortados, os pedagos
do papel foram colocados dentro de tubos de contagem, contendo 500 pl de agua e por
12 horas, para a extragdo dos compostos. A contagem de DPM foi realizada apds a
adicdo de 4 ml de liquido de cintilagéo aquasafe, em contador de cintilagdo Beckman

Mod. LS 1800. Os valores obtidos foram expressos nos graficos em DPM/cm.

3.8.4 - Cromatografia em sistema DIONEX para os aceptores Lacto-N-Tetraose e

Lacto-N(neo)-Tetraose

Atividade fucosiltransferasica das 05 linhagens celulares estudadas foi avaliada
a partir da analise de glicanos fucosilados por HPAEC (High-pH Anion-Exchange
Chromatography) acoplado a um sistema DIONEX, de acordo com a metodologia
descrita por THURL et al (1996). Aliquotas de 20 pl contendo aceptores eventualmente
fucosilados, obtidos apods 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 eletroquimico (PED 2) e um registrador (AS 3500; Spectra
Physics, Darmstadt, Germany). Eluatos foram obtidos utilizando-se um gradiente de
NaOH/NaOAc variando em fungédo 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 cintilagao.
Apbs a cromatografia, uma aliquota de 4 ml de liquido de cintilacdo 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 cancer estudadas foram
analisados por cromatografia de camada delgada em placas (20 x 20 cm x 0,1 mm
celulose - MERCK) como segue: Aliquotas contendo 30 pul (correspondendo a
aproximadamente 1.900 DPM) de cada amostra foram inicialmente liofilizadas e
ressuspensas em 2 ul de agua. Apés liofilizag&o, as amostras foram aplicadas a 2 cm
do bordo inferior da placa e a intervalos regulares de 2,0 cm. Como controle foram
utilizados Le* e Le® (1 ul, equivalente a aproximadamente 1800 DPM). A placa foi
colocada em cuba de vidro, em posicao vertical e em presenca de solvente acetato de
etila/piridina/acido acético/agua (12/17/3/18 —v/viviv), durante 07 horas. Apods a
cromatografia a placa foi colocada sob sistema de exausté&o por 24 h até a completa
evaporagdo do solvente e a posicdo dos produtos fucosilados determinada por

autoradiografia.

TABELA 5. Aceptores exdgenos utilizados né determinacédo da atividade

fucosiltransferasica

Aceptor Estrutura Linear
Lacto-N-biose Galp(1,3)GIcNAc
N-acetilactosamina Galp(1,4)GIcNAc
Lacto-N-tetraose Galp(1,3)GIcNAcB(1,3)GalB(1,4)Glc
Lacto-N(neo)-tetraose Galp(1,4)GIcNAcB(1,3)Galp(1,4)Glc

Fenilgalactose Galp(1,3)Phe
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3.8.6 - Autoradiografia

A deteccdo dos compostos radioativos foi obtida apds exposi¢cdo da placa de
celulose a peliculas Kodak de dupla emulsdo 18 x 24 cm (BIOMAX MS-Scientific
Imaging Film) por sete dias e a —80° C. A revelagéo foi realizada por imersdo da
pelicula em liquido de revelagdo manual Kodak até o aparecimento das bandas,

seguido de secagem rapida em sistema de exaustao.

3.8.7 - Microscopia confocal

Para analise da interag&o lectina-célula por microscépio confocal as amostras
foram preparadas como segue. Aliquotas 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
solugdo PBS contendo 10 pg de lectina-FITC-conjugada, divididas em 02 aliquotas de
200ul cada e incubadas separadamente a 4°C e 37°C, dentro de tubos de vidro por 45
minutos e ao abrigo da luz. Apos incubacédo, a suspensao foi centrifugada a 1500 x
RPM por 5 minutos e a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspenso em 100 pyl de PBS contendo paraformaldeido na concentragdo de 1%.
Uma vez ressuspenso, a mistura permaneceu por 45 minutos a temperatura ambiente
seguido da preparagao das laminas. ApoOs ser agitado em agitador tipo vortex uma
aliquota de 10 pl de cada amostra foi depositada sobre a lamina, sendo logo apés
coberta por uma laminula. Uma vez montadas, as laminas permaneceram ao abrigo da
luz e a analise da interagao foi realizada a aproximadamente 4 horas apds a montagem
utilizando-se microscopio confocal ZEISS Axiovert S '1 00, contendo fonte Laser MRC
1024 ES, acoplado a microprocessador BIO-RAD. As anadlises foram realizadas
utilizando-se objetjva de 40x (especifica para analise de fluorescéncia) e sob objetiva
de 10x.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - INTERACAO DO COMPLEXO LECTINA/FITC COM VARIANTES DE CELULAS
DE CANCER DE COLON HUMANO

Neste trabalho foram analisados os carboidratos de membrana de 05 variantes
celulares derivadas de cancer de cdélon 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
superficie 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 grandifiora (Con Gr) e Canavalia maritima (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 andlise dos resultados obtidos por citomeiria de fluxo mostrou que todas as
lectinas utilizadas neste estudo reconheceram, com maior ou menor intensidade,
residuos de carboidratos presentes nas membranas plasmaticas 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 superficie
de uma dada linhagem celular de acordo com os valores diferentes de Unidades de
Fluorescéncia (UF) detectados. Esta observacdo se torna mais interessante
considerando o alto grau de homologia apresentado entre algumas das lectinas
estudadas.

Dentre as lectinas utilizadas neste estudo, aquélas 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-tribor Diocleinae (que inclui todas as dos géneros Canavalia e
Dioclea, além do género Cratylia) exibem um equilibrio dimero-tetramero dependente
de pH. Em pH fisiologico, estas lectinas se apresentam como uma mistura constituida
de cerca de 60% de cadeia simples (237 residuos de aminoacidos — cadeia a), € 40%
(residuos 1-118, cadeia B; residuos 119-237, cadeia y). Entretanto, somente a forma
tetravalente € capaz de promover reagcéo cruzada em receptores de membrana celular,
desencadeando um processo de transducao de sinais (CALVETE ef a/, 1999). A razdo

entre as forma di- e tetravalentes, associadas a alteracdées na orientacdo relativa dos
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sitios de ligacdo a carboidratos na estrutura quaternaria de lectinas homodlogas
parecem contribuir para as diferentes atividades bioldgicas e variagéo do potenciél de
modulacédo de respostas desencadeado por estas lectinas.

Pelo fato dos residuos de aminoacidos envolvidos na ligacdo a
monossacarideos (Tyr'?, Asn' Leu®, Tyr'® Asp®® e Arg®®) serem conservados em
todas as lectinas de Diocleinae, elas exibem uma especificidade de ligagado a
trimanosideos de oligossacarideos N-ligados, com diferentes afinidades por
carboidratos complexos bi e tri-antenarios (RAMOS ef a/, 1996).

Tomando como exemplo as 05 lectinas representantes do género Canavalia,
cujo grau de homologia é superior a 90%, percebe-se o quanto diferengas sutis, a nivel
de estrutura destas proteinas, podem interferir no reconhecimento e interacdo por elas

estabelecido com um determinado ligante.
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ABELA 6. Sequéncia N-terminal de lectinas da sub-tribo Diocleinae

Lectinas Siglas N-terminal
Canavalia ensiformis ConA ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHI
Canavalia brasiliensis Con Br ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHI
Canavalia bonariensis Con Bo ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHI
Canavalia grandiflora Con Gr SDTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHI
Canavalia maritima ConM ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPH
Dioclea grandiflora DGL ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHI
Dioclea guianensis Dgui ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPHI
Dioclea virgata Dvir ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPHI
Dioclea violacea Dvio ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHI
- Dioclea rostrata Dros ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPHI
1 Cratylia floribunda CFL ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYQHI

Adaptado de RAMOS et a/ 1996; CALVETE et al 1999.
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Quando comparados os resultados referentes as lectinas do género Canavalia,
frente aos 05 tipos celulares estudados, foi observado que a Con A apresenta maior
afinidade pelos glicanos da superficie 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 interacdo 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 género (Con Br, Con Gr e Con M) apresentaram baixa
interacdo 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, 5e 6). Tal
variagéo foi observada ndo apenas para os experimentos realizados com lectinas deste
género. De fato, todas as lectinas utilizadas neste estudo apresentam comportamento
semelhante, que se caracterizava por uma variagdo 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 diferenca nos valores absolutos.

Esta discrepancia constante de valores de UF observada quando uma mesma
lectina, na mesma concentragdo e condi¢gdes experimentais, foi avaliada com as
diferentes variantes celulares pode ser explicada em parte com base nas
caracteristicas morfologicas das células, pois estas apresentam volume variado
(FIGURAS 24,25,26,27,28), tendo a variante 8W, por exemplo, um volume bem maior
em relac&o as demais.

Dentre as 05 lectinas do género 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 género, Dgui, Dvir e Dros, apresentaram valores de UF bastante
similares, sendo os mais elevados sempre relacionados a linhagem 8W (TABELA 9B;
FIGURAS 8, 9 e 11) enquanto que a DGL se caracterizou por apresentar baixa
afinidade pelos glicanos de superficie, com valor maximo 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 glicanas
da superficie celular. Especificamente, esta lectina discriminou a linhagem EBS3, por se
ligar debilmente a sua superficie (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 concentracdo de glicanos
tipo “high” manose ou destes glicanos, embora presentes, se encontrarem mascarados
por outras estruturas extra-membranares.

VML (uma lectina especifica por residuos de galactose) revelou baixa
capacidade de reconhecer glicanos de superficie celular (TABELA 9C; FIGURA 13),
com valores de UF semelhantes aqueles 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 ndo se fazem presentes na
superficie das células estudadas ou, por outro lado, que tais estruturas n&o ocupam
posicbes que favoregam seu reconhecimento pela lectina. Mesmo estruturas
relacionadas como GalNAc parecem nao estar presentes nas superficies 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
aqueles observados para os do controle negativo (dados ndo apresentados). Este
resultado aponta, ainda, para uma diferenciagdo dos epitopos carboidratos presentes
em variantes de células de cancer de colon em relagdo aos encontrados em carcinoma
de colo uterino e de mama. Nestas células, OSINAGA‘et al (2000) demonstraram que
estruturas antigénicas tipo Tn sdo expressas de forma abundante, sendo também
encontradas no soro de portadores destes tipos de cancer, o que possibilita sua
despistagem em testes soroldgicos.

Neste estudo, os resultados mais expressivos de quantificagcdo de glicanos de
superficie celular foram obtidos usando-se as lectinas fucose especificas (LTA e UEA-,
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 concentracdo de
glicanos ricos em fucose, sugerindo a presenca de estruturas antigénicas tumor-

relacionadas na superficie celular das variantes estudadas.
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4.2 - INTERAGAO DO COMPLEXO LECTINA/FITC COM VARIANTES DE CELULAS
DE CANCER DE COLON HUMANO NA PRESENGA DO AGUCAR INIBIDOR

Nos estudos de inibicdo por haptenos foram utilizados monossacarideos que
sabidamente, s&o capazes de bloquear ou reverter, pelo menos em parte, a ligacéo de
lectinas, sendo estes aplicados na concentracéo 0,15 M. A escolha desta concentragéo
se deu apos estudo de inibicdo utilizando-se monossacarideos em concentracées
variadas, partindo-se de 0,02 M até 0,5 M. Apéds estes ensaios, a concentragdo 0,15 M
foi escolhida e utilizada para todos os ensaios, independente do tipo de agucar inibidor.

O reconhecimento de glicanos de superficie celular por lectinas, na presenga de
monossacarideos inibidores, aparentemente nos fornece a idéia de que alteragées
sutis sdo encontradas entre as estruturas glicanas das diferentes variantes celulares
estudadas. Isto porque, embora mantidas as condicées experimentais, os valores de
inibicdo observados para algumas das lectinas apresentaram uma variagéo (media de
03 experimentos) estatisticamente significativa. Para a Con A, foram encontrados
valores de Percentual de Inibicdo (Pl) variando de 79,5% a 93,8% (Linhagem celular LS
180 e EB3, respectivamente). Para as demais lectinas do género Canavalia, 0s
resultados obtidos revelaram que a inibicdo da interagéo de Con Br e Con M com
glicanos de superficie foi completamente bloqueada por glicose (com valores de Pl
variando de 97,3% a 99,5%). Con Gr apresentou Pls semelhantes aqueles observados
para Con A. Por outro lado, Con Bo mostrou comportamento distinto, discriminando
mais uma vez a linhagem celular 8W (com Pl de 81,6%) enquanto que para as demais
linhagens celulares os Pls foram 17,0%, 54,7%, 13,7% e 12,0% (LS 180, EB3, 3LNLN
e S5W, respectivamente).

Dentre as lectinas do género Dioclea, a utili‘zagéo de glicose como agucar
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 Pl em relagéo a linhagem 8W (90,1% e 90,9%, respectivamente), enquanto
que para as demais linhagens celulares os valores de Pl foram menores, variando de
247% a 89,0% (Dvir — 3LNLN e Dvio — EB3, respectivamente). Os resultados de
inibicdo obtidos usando-se Dros sdo discrepantes de todas as demais lectinas deste
género. Dros foi a unica a apresentar Pl menor que 90,0% frente a linhagem 8W. Além
disto, a presenca de glicose praticamente nao interferiu no reconhecimento dos
glicanos de superficie de células das linhagens LS 180, 3LNLN e 5W (com Pls de

5,7%, 4,0% e 1,6%, respectivamente).
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A ligacdo de CFL aos glicanos de superficie ndo se mostrou eficientemente
inibida na presenca de glicose. Contudo, foram observadas variagdes 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 ligagdo especifica de glicanos complexos como aqueles
encontrados na sdperﬁcie celular parece ser crucial para a compreensdo do grau
variado de ligagdo destas lectinas a glicanos presentes na superficie das células
estudadas. De fato, em estudos anteriores, foi observado que lectinas homdlogas
podem desencadear respostas distintas num determinado sistema celular, quer
variando a poténcia de uma determinada agdo ou até mesmo exercendo efeitos
antagonicos (CALVETE et al, 1999).

Dentre as canavalias, a baixa afinidade das lectinas Con Br, Con Bo, Con Gr e
Con M frente as linhagens celulares, quando comparadas a Con A, reflete a variagéo
de especificidade fina destas lectinas. Quando estas lectinas s&o avaliadas em outros
sistemas celulares suas acdes tém se mostrado bastante variada. BARRAL-NETTO et
al (1992) demonstraram que dentre as lectinas do género Canavalia, Con A foi a
menos eficaz em induzir a producdo de IFN-y por mondcitos humanos. Neste
experimento, também foi relatada a eficiéncia de Con Br como indutor de mitose em
linfécitos humanos.

Em relagdo as lectinas do género Dioclea, observa-se que Dvio foi a lectina que
reconheceu, com maior intensidade, glicanos da superficie de células neoplasicas,
enquanto que as demais apresentaram interagdo 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 linfécitos humanos,
ao passo que Dros apresentou maior capacidade de indugao de produgéo de IFN-y.

Em outros modelos biolégicos a agdo destas lectinas também vem sendo
investigada e a resposta tem se mostrado distinta.

A capacidade de lectinas em induzir a liberagdo de histamina por mastdcitos
peritoneais de ratos foi relatada por GOMES et al (1994). Neste modelo Con Br, Dros e
Dvir desencadearam degranulagcédo exacerbada de mastdcitos em niveis mais elevados
gue os obtidos com Con A, enquanto Con M, Dvio e Dgui induziram uma degranulacéo
moderada e DGL, Con Bo e CFL, mesmo em doses elevadas, nao foram capazes de
induzir a degranulagao mastocitaria.

A ativacdo linfocitaria, bem como a indugdo de apoptose mediada por Con Br

DGL e Dvio em linfonodos de camundongo foi recentemente investigadz por
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BARBOSA et al (2001). Os resultados revelaram que estas lectinas possuem elevada
capacidade de estimulacdo de linfécitos, com aumento da expressdo de CD25, um
receptor de IL-2. Esta estimulagdo foi acompanhada pela ocorréncia de apoptose,
inflamag&o e, em alguns casos, necrose de celulas endoteliais, cuja intensidade foi
aumentada em modelos utilizando-se Dvio.

Dvio e Dgui-também foram capazes de prevenir a cistite hemorragica induzida
por ciclofosfamida como demonstrado por ASSREUY ef al (1898). Neste modelo foi
demonstrado que as lectinas parecem promover seu efeito por blogueio da resposta
inflamatéria, na medida em que também foram capazes de reduzir o edema de patae a
permeabilidade vascular nos animais submetidos ao ensaio.

Uma outra agdo importante de Con Br foi relatada por BARRAL-NETTO et a/
(1996). Neste experimento foi evidenciado que a estimulagdo linfocitaria induzida pela
lectina confere um efeito protetor sobre camundongos susceptiveis infectados por
Leishmania amazonensis.

ALENCAR et al (1999) demonstraram que a lectina Dvir foi capaz de inibir o
recrutamento de neutréfilos para a cavidade abdominal de ratos induzido por
carragenina, além de inibir o edema de pata nestes animais. Um dado relevante deste
trabalho € que os autores demonstraram que VML (uma lectina galactose especifica)
n&o afeta a migracdo de leucocitos quando administrada por via endovenosa. Por outro
lado, quando administrada por via intra peritoneal, VML apresenta atividade pré-
inflamatéria, aumentando o numero de neutréfilos na cavidade peritoneal. Estes dados,
em conjunto com os que sdo demonstrados no referente trabalho, apontam para
distintas aplicabilidades das lectinas como ferramentas biolégicas, revelando a
importancia dos receptores reconhecidos por estas moléculas, com relacido a estrutura
e localizagédo em determinados grupos celulares, o qtje pode contribuir para um largo
leque de aplicag&o destas proteinas.

Através de um elegante estudo, ANDRADE ef al (1999) correlacionaram a
producéo de o6xido nitrico (NO), in vivo e in vitro, induzida por Con A, Con Br e DGL em
células peritoneais de murina, com o efeito anti-parasitario destas lectinas e
descreveram que este efeito foi dependente da participagdo de macréfagos residentes.

De modo interessante, DAM et al (1998) conseguiram provar que a liberacéo de
histamina mediada por lectinas da sub-tribo Diocleineae era diretamente proporcional a
afinidade da lectina pelo nucleo trimanosideo de oligossacarideos ligados a

asparagina. Esta foi a primeira vez que se correlacionou uma atividade bioldgica deste
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grupo de lectinas (conhecido como lectinas “Con A like”) a sua afinidade pelo
respectivo ligante.

Para PPL, somente a ligacdo a glicanos de superficie de células da linhagem
EB3 foi parcialmente bloqueada por manose (com Pl de 45,6%). A ligagéo desta lectina
a superficie das demais células avaliadas ndo se mostrou bloqueada de forima eficaz,
sendo os Pl inferiores a 10,9%, (TABELA 9C; FIGURA 14).

A utilizacdo de galactose foi eficiente em abolir a fraca interagcdo 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

presenca do agucar inibidor foram observados Pls superiores a 92,1%. (tabela 9).

4.3 - DETERMINAGAO DA ATIVIDADE FUCOSILTRANSFERASICA

A utilizacdo de fucose "C permitiu realizar uma avaliacdo qualitativa dos
glicanos fucosilados sintetizados pelas variantes celulares estudadas. Os resultados
revelaram a presenca acentuada de antigenos Lewis, sendo elevada a concentragéo
de Lewis x (Le*) e Lewis a (Le®), bem evidenciados no ensaio autoradiografico
(FIGURA 23) e nas cromatografias em sistema DIONEX (FIGURAS 17 e 18), enquanto
que Lewis b (Le®) se fazia presente em baixa quantidade e Lewis y (Le) ndo foi
detectado (FIGURA 18). Entretanto, embora estas estruturas pudessem ser
sintetizadas em todas as células estudadas, seu transporte e distribuicdo ao longo da
membrana sdo possiveis de variagdo de um tipo celular para outro, o que poderia
explicar a variagdo dos teores destes antigenos preéentes na superficie membranar
nas células das diferentes linhagens avaliadas. Por outro lado, ndo se exclui a
presenca das formas sialiladas de estruturas antigénicas do tipo Lewis, uma vez que
n&do foram realizados testes visando a deteccdo destas estruturas. Além disto n&o
sabemos quais enzimas fucosiltransferases normalmente encontradas em tecidos
humanos (TABELA 7) sdo expressas nestas células.

Provavelmente, mais de uma enzima fucosiltransferase (ou isoformas de uma
determinada enzima) podem estar envolvida na adigdo de residuos de fucose para
formar o antigeno Le® sendo observadas quantidades distintas deste antigeno
alterando o aceptor. Usando-se o aceptor Lacto-N-biose (FIGURA 20) foi observado

que células da variante 8W apresentaram menores quantidades de Le® quando
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comparado com os dados obtidos usando-se Lacto-N-tetracse (FIGURA 17). Um
resultado oposto foi observado em células da variante 3LNLN onde, ao coniraric do

gue ocorreu com células 8W, a produgdo de Le® foi nitidamente maior usando-se o
aceptor Lacto-N-biose (FIGURA 20).
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TABELA 7. Classificagc&o de fucosiltransferases presentes tecidos humanos.

a(1,2) fucosiltransferase

Gene Nome Seqgliéncia codificante
FUT1 H 1098
FUT2 Se* 999
Sec1 Pseudogene 976
a(1,3/1,4) fucosiltransferase
Gene Nome Sequéncia codificante
FUT3 Fuc-Tll 1086
FUTS Fuc-IV 1025
a{1,3) fucosiltransferase
Gene Nome Sequéncia codificante
FUT4 Fuc-IV 1218
FUTE Fuc-VI 1080
FUTZ Fuc-Vii 1029
o(1,8) fucosiltransferase
Gene Nome Sequéncia codificante
FUT8 a-6-Fuc-T 1728
FUTS a-8-Fuc-T retina 512

* enzima secretoria

Adaptado de COSTACHE et al,

1997.
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Aparentemente, a(s) isoforma(s) responsavel(eis) pela sintese de Le*
apresentam maior especificidade pelo aceptor N-acetilactosamina. Quando
comparados os dados de incorporacdo de “C-fucose, foi observado que a eficiéncia
enzimatica se mostrava 2 vezes maior usando-se N-acetilactosamina em vez de Lacto-
N(neo)-Tetraose (FIGURAS 21 e 18, respectivamente).

A elevada atividade fucosiltransferasica que resulta na formagéo de estruturas
antigénicas dos tipos Le®* e Le®, pode ser melhor compreendida observando-se os
dados obtidos com a utilizacdo dos aceptores Lacto-N-Tetraose e Lacto-N-(neo)-
Tetraose. Isto porque, apesar da acdo de fucosiltransferases sobre estes aceptores
permitir a formacéo de glicanos denominados antigeno H (quer do tipo | — Lacto-N-
Tetraose, quer do tipo Il — Lacto-N(neo)-Tetraose), a quantidade destes glicanos
encontrados foi extremamente baixa, independente da variante celular analisada
(FIGURAS 17 e 18).

Aparentemente, a atividade «-1,2-fucosiltransferasica, medida a partir da
utilizac&o do aceptor fenilgalactose, € baixa nas células de todas as linhagens, sendo
caracterizada pelos menores valores de incorporagéo de '“C-fuc, em média 80% menor
quando comparado aos valores de incorporagao obtidos com os demais aceptores
(FIGURA 22).

Também foi observada a formagédo de estruturas glicanas a partir de aceptores
endogenos (FIGURA 19). Estes resultados foram confirmados repetindo-se os
experimentos na auséncia de aceptor exégeno. Interessante notar que os valores de
incorporagéo de '“C-Fuc, encontrados no experimento realizado sem a presenca de
aceptores exdégenos, foram similares aqueles observados utilizando-se os aceptores, o
que denota a baixa concentragéo do aceptor endégeno no meio celular bem como a
auséncia de competicdo entre as diferentes fucosiltransferases responsaveis pela

formacgao destas estruturas.
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TABELA 8. Estruturas fucosiladas por enzimas de 05 variantes de células de cancer de
colon usando-se aceptores exdgenos N-acetilactosamina, Lacto-N-biose,

Lacto-N-Tetraose e Lacto-N(neo)-Tetracse

Nome Estrutura

Le*® GalB(1,4)(fuc-a1,3)GlcNAC

Le® GalB(1,3)(fuc-a1,4)GIcNAC

fgP Fuca(1,2)GalB(1,3)(fuc-a1,4)GIcNAc
H1 Fuco(1,2)Galf(1,3)GIcNAC

H2 Fuco(1,2)Galp(1,4)GIcNAc

A presencga de glicanos fucosilados de estrutura semelhante aqueles presentes
na superficie das 05 variantes de células de cancer de célon humano avaliadas neste
estudo tem sido apontada como associada a condicdo metastatica. Estudos tém
revelado que estruturas do tipo Lewis estdo envolvidas na formacdo de metastase
hepatica a partir de células provenientes do colon e do pancreas SATO et al (1997). A
expressdo de sialosil Le* foi também encontrada na superficie de varias células de
adenocarcinomas como os de pulm&o, estdmago (ITZKOWITZ, 1992; NAKOMORI et
al, 1993). 1ZUMI et al (1995) relataram que variantes HK12HX de células de carcinoma
de célon sdo caracterizadas por elevadas concentragdes de sialosil (dimérico) Le*, com
maior poder metastatico para o figado apds administracdo intra-esplénica e exibindo
alta adesividade ao endotélio. Em contraste, MATSUSHITA et a/ (1991) obtiveram
resultados diferentes usando variantes celulares, da linhagem HT-29. Neste
experimento, também foi demonstrado que o potencial metastatico destas células
estava inversamente relacionado com a expresséo de estruturas antigénicas do tipo
Lewis na superficie celular. Entretanto, existia uma correlagdo positiva entre a
expressao de sialosil (dimérico) Le* e o potencial invasivo destas células nos testes in
vitro. Utilizando anticorpos monoclonais, HOFF ef al (1989) demonstraram que
estruturas antigénicas do tipo Lewis sdo expressas em grande quantidade em
metastase quando comparado aos tumores primarios correspondentes. De acordo com
TAKADA et al (1993) o antigeno sialosil Le® € a maior estrutura glicana envolvida na
formacdo de metastase em cancer gastrintestinal. Além disto, foi relatado por
KISHIMOTO et al (1996) e SATO et al (1997) que células de cancer de célon e de

pancreas em humanos apresentam expressdo abundante de sialosil Le® e que a
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utilizacdo de anticorpos monoclonais contra estas estruturas &€ capaz de conter a
proliferagéo metastatica.

4.4 — DETECCAO DE GLICANOS DE SUPERFICIE MEMBRANAR POR MEIO DE
TECNICA DE MICROSCOPIA CONFOCAL

A presenca exacerbada de glicanos fucosilados, indicada pelos experimentos de
citometria de fluxo e confirmada pela elevada atividade fucosiltransferasica, detectada
nas variantes celulares estudadas, foi investigada com o uso de microscopia confocal.

Nos experimentos foram adotadas varidveis de temperatura (4° C e 37° C) a fim
de verificar diferengas na capacidade bioadesiva das lectinas/FITC conjugadas. Esta
abordagem se explica pelo fato de que a ligagdo de lectina @ membrana celular &
determinada predominantemente a 4° C, onde a fluidez da membrana celular é
reduzida e a energia consumida nos prbcessos de transporte é represada. A 37° C a
forte interacdo de lectinas com o glicocalix geralmente induz a sua internalizacéo e
compartimentalizagdo em vacuolos acidicos semelhantes a lisossomos (FLORENCE et
al, 1995).

A capacidade de ligagdo das lectinas observada por citometria de fluxo foi
reiterada por analise confocal a 4° C, ndo sendo encontrada nenhuma diferenca na
afinidade. As interagcées 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 a sua capacidade de interacdo dependendo do
tipo celularem analise. )

Todavia, quando a capacidade bioadevisa foi avaliada a 37° C algumas
particularidades foram observadas. De modo geral, a internalizag&o se mostrou mais
eficaz em células das linhagens EB3 e 5W, sendo que este fendmeno foi bastante
caracterizado usando-se Con Bo e Dros (FIGURAS 4 e 11). Estes resultados merecem
interpretagdo acurada, pois Con Bo foi uma das lectinas que apresentou menor
capacidade de reconhecimento de glicanos de superficie (TABELA 9A, FIGURA 4).
Aparentemente, a lectina parece potencializar sua internalizacdo favorecendo a
captagao quase que total das moléculas capazes de manter interagdo adesiva com a

membrana celular.
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Os dados de incorporacéao de Dvio, embora elevados, se justificam na medida
em que o complexo lectina/FITC se liga fortemente a superficie celular, em especial as
células da variante 8W (TABELA 9B; FIGURA 10).

Trabalhos publicados recentemente tém procurado explicar a eficiéncia dos
processos de transporte a partir da cooperagéo observada entre membrana celular e
ligante, relatando que o grau de eficiéncia parece ser diretamente proporcional a forga
de ligacdo estabelecida entre ligante e receptor de superficie (WIRTH et al, 1998b).
Neste sentido os resultados observados para Con Bo parecem estar de acordo com as
afirmacdes de WIRTH, visto que dentre as lectinas utilizadas neste estudo Con Bo
apresentou elevada afinidade pelos glicanos de superficie celular sendo pouco inibida

por seu monossacarideo inibidor.
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5 — CONCLUSAO

Os resultados aqui expostos revelam o elevado potencial de aplicabilidade de
lectinas vegetais como ferramentas na caracterizagcédo de receptores de superficie de
células de cancer. Isto nos da a possibilidade de criar, a partir da determinacéo
fidedigna da especificidade fina destas moléculas (trabalho esse ja em andamento), um
modelo eficiente de caracterizacdo de células neoplasicas, capaz de ser aplicado
também no estabelecimento prévio de rotas de disseminacédo metastatica a partir da
analise de um determinado tumor primario.

Também chama atengé&o a elevada taxa de captacdo 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

farmacos anti cancer uma vez excluida esta atividade sobre células normais.
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TABELA 09A - Determinag&o da interagé&o dos complexos lectina/FITC (expressos em Unidade de Fluorescéncia -UF) com células
cancer de célon na presencga e auséncia do monossacarideo inibidor.
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TABELA 09B - Determinacéo da interagéo dos complexos lectina/FITC (expressos em Unidade de Fluorescéncia -UF) com células

cancer de colon na presenga e auséncia do monossacarideo inibidor.

BW
THUF | P | TIUF [WUF] PL
21| 826%| 280 17| %22%

wcrmA ACUCAR

f T/UF |
DL Man | 14.5|
ng | GicMan -~=2@82.59§
 Dvir GloMan | 290/
Dvio | Gioviaa [ 138.6
 Dros | GloMan | 232

“PL | TOF [WUF] PA | TOF [WUF| PL |
483 1% 8 R23%]
3| B2%| | | 262%| 26.2| 209| 20 1% 1842| 18.2| 90.1%
0 B0%| A 1.7 | 188|142 247%| 234 16.9] 27.5%] 1515] 18.7| 909%
75 4% 18 3| 80.0%| 675350 76 6% 1186 287 75 1% 273.3| 27.0| 900%
S7%| 290 17.9] 38.4%] Ta0%| 19.8|195] 16%| 1654|27.8| 82.0%

T/UF — Valor total de Unidades de Fluorescéncia
I/UF — Valor de Unidades de Fluorescéncia na presenca do acucar inibidor
P.1. — Percentual de inibigéo

VL



TABELA 09C - Determinacgéo da interagéo dos complexos lectina/FITC (expressos em Unidade de Fluorescéncia -UF) com células

cancer de coélon na presenga e auséncia do monossacarideo inibidor.
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FIGURA 2 - Interagdo da lectina Con A/FITC frente a variantes de células de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenga e auséncia de

glicose 0,15 M.
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FIGURA 3 - Interagiio da lectina Con Br/FITC, frente a variantes de células de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenga e auséncia de

glicose 0,15 M.
350 -
| =1k
i DILEC + Gl 6,15M
300 4
i
|
g 250
¢ !
200 ‘1
T
L]
o 150 -
k
3
5 100 -
50 4 Aite BSA Ls180 EB3 JLNLN SW sW
Fluoresc.
sl 0l P 0 B et
1 2 3 4 5 6 7




77

FIGURA 4 - Interacdo da lectina Con Bo/FITC, frente a variantes de células de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenga e auséncia de

glicose 0,15 M.
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FIGURA 5 - Interagdo da lectina Con Gr/FITC, frente a variantes de células de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de

glicose 0,15 M.
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FIGURA 6 - Interagdo da lectina Con M/FITC, frente a variantes de células de céncer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de

glicose 0,15 M.
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FIGURA 7 - Interacdo da lectina DGL/FITC, frente a variantes de células de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presen¢a e auséncia de

glicose 0,15 M.
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FIGURA 8 - Interaciio da lectina DGui/FITC, frente a variantes de células de cancer de

colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de
glicose 0,15 M.
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FIGURA 9 - Interagfo da lectina Dvir/FITC, frente a variantes de células de cancer de colon
humano avaliada por citometria de fluxo na presenga e auséncia de glicose

0,15 M.
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FIGURA 10 - Interagdo da lectina Dvio/FITC, frente a variantes de células de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenga e auséncia de

glicose 0,15 M.
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FIGURA 11 - Intera¢io da lectina Dros/FITC, frente a variantes de células de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de

glicose 0,15 M.
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FIGURA 12- Interagdo da lectina CFL/FITC, frente a variantes de células de cdncer de colon
humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de glicose

0,15 M.
350
BLEC
TLEC+ 6RO 13w
300 -
3 250 4
£ ‘
| b
200 {
atr 2% B
T 150 i |
3 l M
E 100+ i
[ i
Auto |
504 Esrese: BsA i g8 | s s+
0 —— . D ! i
1 2 3 2 5 6 7
Amostras

FIGURA 13 - Interagdo da lectina VML/FITC, frente a variantes de c¢lulas de cancer de
colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de

galactose 0,15 M.
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FIGURA 14 - Interacdo da lectina PPL/FITC, frente a variantes de células de cancer de colon
humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de manose

0,15 M.
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FIGURA 15 - Interagdo da lectina LTA/FITC, frente a variantes de células de cancer de
codlon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca e auséncia de
fucose 0,15 M.
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FIGURA 16 - Interagdo da lectina UEA-I/FITC, frente a variantes de células de cancer de
célon humano avaliada por citometria de fluxo na presenga e auséncia 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 cancer de colon usando-se aceptor
Lacto-N-Tetraose.

1000 - Le*
200 -
800 -

700 4

DPM ("*C)

Aceptor Enddaeno

1 8 15 22 29 36 43 50 57 64 71 78 85 92 99
Fracdes




84

FIGURA 18 - Cromatografia em sistema DIONEX PA - 100 dos glicanos fucosilados por
fucosiltransferases de variantes de células de cancer de c6lon 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 cancer de colon sem a utilizagio
de aceptor.
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FIGURA 20 -  Cromatografia em papel Whatman 3 dos glicanos fucosilados por
fucosiltransferases de variantes de células de cancer de colon 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 cincer de colon 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 colon usando-se

aceptor fenilgalactose.
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FIGURA 23 - Autoradiografia de produtos fucosilados por fucosiltransferases de variantes
celulares de cancer de colon humano usando-se Lacto-N-Biose e N-
acetilactosamina como aceptores.
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FIGURA 24 - Célula da linhagem LS 180
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FIGURA 26 — Célula da linhagem 3LNLN '

FIGURA 27 — Célula da linhagem 5W
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FIGURA 28 - Célula da linhagem 8W




91

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.
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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/FITC.
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FIGURA 2(a) - Interacéo da lectina Con A/FITC freni?a variantes de células de cancer

de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 2(b) - Interac&o da lectina Con A/FITC, frente a variantes de células de cancer

de cdélon humano avaliada por citometria de fluxo na presenga de
glicose 0,15M.

LS 180

3LNLN
5W
W

Sty




94
FIGURA 3(a) - Interagéo da lectina Con Br/FITC, frente a variantes de células de

cancer de colon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 3(b) - Interagcdo da lectina Con Br/FITC, frente a variantes de células de

cancer de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca
de glicose 0,15M.
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FIGURA 4(a) - Interacdo da lectina Con Bo/FITC, frente a variantes de células de

cancer de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 4(b) - Interacdo da lectina Con Bo/FITC, frente a variantes de células de

cancer de célon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca
de glicose 0,15M




96
FIGURA 5(a) - Interacdo da lectina Con Gr/FITC, frente a variantes de células de
cancer de colon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 5(b) - Interagéo da lectina Con Gr/FITC, frente a variantes de células de
céncer de colon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca
de glicose 0,15M.
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FIGURA 6(a) - Interagéo da lectina Con M/FITC, frente a variantes de células de cancer
de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 6(b) - Interag&o da lectina Con M/FITC, frente a variantes de células de cancer

de colon humano avaliada por citometria de fluxo na presengca de
glicose 0,15M.
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FIGURA 7(a) - Interagao da lectina DGL/FITC, frente a variantes de células de cancer
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de célon humano avaliada por citometria de fluxo.

Interagéo da lectina DGL/FITC, frente a variantes de células de cancer

de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca de
glicose 0,15M.
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FIGURA 8(a) - Interagéo da lectina Dgui/FITC, frente a variantes de células de cancer
de célon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 8(b) - Interag&o da lectina Dgui/FITC, frente a variantes de células de céncer
de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca de
glicose 0,15M.
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FIGURA 9(a) - Interacéo da lectina Dvir/FITC, frente a variantes de células de cancer

de célon humano avaliada por citometria de fluxo.

FIGURA 9(b) - Interacdo da lectina Dvir/FITC, frente a variantes de células de cancer

de coélon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca de
glicose 0,15M.
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FIGURA 10(a) - Interagéo da lectina Dvio/FITC, frente a variantes de células de cancer
de célon humano avaliada por citometria de fluxo.

FIGURA 10(b) - Interag&o da lectina Dvio/FITC, frente a variantes de células de cancer
de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca de
glicose 0,15M.
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FIGURA 11(a) - Interagéo da lectina Dros/FITC, frente a variantes de células de cancer
de célon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 11(b) - Interac&o da lectina Dros/FITC, frente a variantes de células de cancer
de célon humano avaliada por citometria de fluxo na presencga de

glicose 0,15M.
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FIGURA 12(a) - Interacéo da lectina CFL/FITC, frente a variantes de células de cancer

de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo.

FIGURA 12(b) - Interag&o da lectina CFL/FITC, frente a variantes de células de cancer

de célon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca de
glicose 0,15M.
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FIGURA 13(a) - Interagdo da lectina VML/FITC, frente a variantes de células de cancer

de célon humano avaliada por citometria de fluxo.

FIGURA 13(b) - Interacdo da lectina VML/FITC, frente a variantes de células de cancer

de célon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca de
galactose 0,15M.
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FIGURA 14(a) - Interagéo da lectina PPL/FITC, frente a variantes de células de cancer
de co6lon humano avaliada por citometria de fluxo.
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FIGURA 14(b) - Interagcéo da lectina PPL/FITC, frente a variantes de células de cancer
de colon humano avaliada por citometria de fluxo na presencga de
manose 0,15M.
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FIGURA 15(a) - Interag&o da lectina LTA/FITC, frente a variantes de células de cancer
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FIGURA 15(b) - Interagéo da lectina LTA/FITC, frente a variantes de células de cancer

de cdlon humano avaliada por citometria de fluxo na presenca de
fucose 0,15M.
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FIGURA 16(a) - Interacdo da lectina UEA-I/FITC, frénte a variantes de células de

cancer de célon humano avaliada por citometria de fluxo.

FIGURA 16(b) - Interagéo da lectina UEA-I/FITC, frente a variantes de células de
cancer de cdélon humano avaliada por citometria de fluxo na
presenca de fucose 0,15M
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