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Resumo

Lectinas sdo (glico)proteinas que reconhecem aclcares de modo
especifico e reversivel. Essas moléculas tém sido utilizadas como
sondas auxiliares no diagndstico de diversas doencas, inclusive
neoplasias, conjugadas a diferentes marcadores, dentre eles, os
criptatos de lantanideos. Na histoquimica tradicional utilizam-se
corantes para visualizacdo da morfologia dos tecidos, porém esse
método é subjetivo. Neste artigo foi proposta uma otimizagao da
técnica histoquimica com lectinas utilizando as lectinas (Con A,
UEA-I, PNA e WGA) conjugadas ao criptato de eurdpio (1) como
sondas histoquimicas luminescentes auxiliares. Foram utilizadas
biépsias de fibroadenoma, um tumor benigno muito incidente em
mulheres jovens. Os resultados obtidos indicaram que a glicerina
pode ser utilizada como material de fixacdo para laminulas sem
interferir na emissé@o do ion eurdpio (Ill), além disso, apresentou
melhor preservacdo do tecido em andlise. Dentre o0s quatro
conjugados utilizados, apenas os conjugados Con A-criptato de
Eu® e UEA-I-criptato de Eu®* apresentaram marcacgao nos tecidos
com fibroadenoma sem corantes, sugerindo que isso ocorra devido
a expressdo de carboidratos presentes nos tecidos usados para o
experimento..

Palavras-chave: lectinas, eurépio, hematoxilina, eosina,
fibroadenoma.

Abstract

Lectins are glycoproteins that bind sugars specifically and
reversibly. These molecules have been used as probes to aid in the
diagnosis of several diseases, including neoplasia. They are usually
combined with different substances with luminescent properties,
among them the lanthanide cryptates. In traditional histochemical
stains are used to visualize the morphology of tissues, but this
method is subjective. This paper proposed an optimization
technique lectin histochemistry using lectins (Con A, UEA-I, PNA
and WGA) conjugated with europium (lll) cryptate in order obtain
luminescent histochemical probes to allow the pathologist
assistants safer diagnosis of pathologies. Histochemistry was used
in biopsies of fiboroadenoma, a benign tumor very incident in young
women. The results indicate that glycerine can be used as material
of attachment to coverslips without interfering with the emission of
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Eu® * ions, furthermore showed better preservation of tissue
analyzed. The conjugates Con A-Eu* cryptate and UEA-I-Eu®
cryptate recognized glucose/mannose and L-fucose residues in
fiboroadenoma suggesting that this is due to the carbohydrates
expression in tissues used for the experiment.

Key words: lectins, europium, hematoxylin, eosin, fiboroadenoma.

Introducao

Lectina denomina um grupo de (glico)proteinas com habilidade de se
ligar reversivel e especificamente a estruturas mono ou oligossacaridicas,
encontrada em diferentes plantas, invertebrados e animais®. As lectinas podem
ser empregadas como instrumento de estudos de glicoconjugados na
superficie celular onde os carboidratos tem papel importante durante o
crescimento e a diferenciacdo celular, interacdo entre células e com 0 meio ao
redor, além de processos patolégicos.?

Estudos demonstram que carboidratos da superficie celular podem
funcionar como carreadores de informacéo biolégica®, uma vez que o padrédo
de glicosilagdo de proteinas celulares € influenciado por vérias alteragbes
fisiolégicas ou vice-versa. Um exemplo dessas evidéncias € a glicosilacao
anormal detectada no diagndstico do cancer. Devido ao fato da interacéo
lectina-carboidrato ocorrer no citoplasma e/ou na superficie das células, ou
mesmo em fluidos fisiolégicos?, o uso de lectinas para identificacdo de
modificacdes nos padrbes de expressdo de carboidratos de glicoproteinas de
superficie celular pode contribuir no diagndstico e progndstico de processos
neoplasicos.®> Um grande nimero de lectinas tem sido empregado como
ferramenta histoquimica no diagnostico histopatolégico em tecidos humanos da
cavidade oral®, do cérebro’, da mama®°%!, de préstata’?, dentre outros.

Essas lectinas na maioria das vezes sao utilizadas conjugadas a
moléculas com propriedades enzimaticas, luminescentes ou
guimioluminescentes como, por exemplo, peroxidase, isotiocianato de
fluoresceina, ésteres de acridinas, entre outros ®1%*213,

Os criptatos de lantanideos sdo complexos que apresentam elevada
estabilidade cinética e termodinamica além de luminescéncia em meio aquoso.
A luminescéncia dos ions lantanideos decorre de transi¢cdes 4f-4f que sdo
proibidas pela regra de Laporte, porém relaxada em complexos sem centro de
inversdo **,

Devido a essas propriedades, complexos com ions lantanideos vém
sendo utilizando como sondas espectroscépicas no estudo de biomoléculas e
de suas funcdes®. Recentemente nosso grupo de pesquisa vem utilizado como
marcadores luminescentes criptato de eurépio (lll) (criptato de Eu®*)
conjugados a lectinas para aplicacdo em ensaios histoquimicos™.

A técnica de histoquimica convencional utiliza como ferramenta de
avaliacdo a morfologia das células e dos tecidos, auxiliada por corantes. Os
corantes mais utilizados nos procedimentos histolégicos sdo a hematoxilina e a
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eosina (HE)™. No entanto, diagnésticos morfolégicos sdo subjetivos, uma vez
que aspectos morfoldgicos de um tumor podem mascarar o seu verdadeiro
comportamento biolégico™®.

Doencas benignas da mama representam um grupo heterogéneo de
lesGes que incluem desenvolvimento anormal, lesdes inflamatérias, proliferacéo
epitelial e neoplasma, sendo o fibroadenoma a les&o mais comum da mama’.

Este trabalho objetivou otimizar o protocolo de histoquimica com
lectinas, ja descrito por Beltrdo e colaboradores (2001), para utilizacdo de um
novo marcador, o criptato de Eu®*, conjugado a diferentes lectinas, a fim de
fornecer uma nova ferramenta auxiliar no diagndéstico de patologias.

Materiais e Métodos

Materiais. As lectinas Canavalia ensiformis (Con A), Ulex europaeus |
agglutinin  (UEA-I), Triticum vulgaris agglutinin (WGA) e Arachis hypogea
agglutinin (PNA), especificas para D-glicose/D-manose, L-fucose, N-acetil-
glicosamina (GIcNAc) e D-galactose/N-acetil-galactosamina (GalNAc)'®*°,
respectivamente, foram adquiridas comercialmente (Sigma, USA). Os criptatos
de Eu® foram sintetizados no Laboratério de Terras Raras (BSTR) do
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Biopsias (n=15) de fibroadenoma, fixadas em formalina e
embebidas em parafina, foram obtidas do Setor de Anatomia Patologica do
Hospital das Clinicas — UFPE.

Conjugacao lectinas-criptatos. A conjugacdo das lectinas com os
criptatos de Eu®" foi realizada utilizando-se os grupamentos carboxilicos dos
residuos de aminoacidos disponiveis na estrutura das lectinas e o grupamento
etilenodiamina disponivel na estrutura dos criptatos de Eu®**. Cada solucédo de
lectina (200pg/mL) foi incubada com uma solucéo de criptato de Eu** (0,13 —
0,88mg) em tampéao fosfato de sédio 10mM (PBS), contendo 0,15M de NaCl,
pH 7,2, por 2h a 25°C. Posteriormente a solucédo de conjugados foi submetida

a dialise por 16h, sob agitacdo, a 4°C.

Atividade Hemaglutinante (AH). A atividade biolégica das lectinas
(reconhecimento a carboidratos) foi analisada com ensaios de hemaglutinacéo
em placas de microtitulacdo. Em cada poco da placa foi adicionado 50(L da
solugdo de NaCl 0,15 M. A partir do segundo poco foi adicionado 507/L da
amostra (lectina e/ou lectinas conjugadas ao criptato) realizando uma diluicéo
seriada. Por fim, foi adicionado 507]L de eritrocitos de coelho e/ou eritrocitos
humanos glutarizados em todos 0s pocos da placa. Apds 45 minutos a 25 foi
realizada a determinac&o do titulo da AH%.

Histoquimica com Lectinas (HgL) e com Hematoxilina e Eosina (H.E.)

Cortes de 4um de fibroadenoma foram desparafinizados em xilol e
hidratados em alcool etilico (100-70%), sendo tratados com uma solucéo de
tripsina 0,1% (p/v) a 37T por 2 minutos e depois incubados com os
conjugados lectinas-criptatos (Con A, UEA-I, PNA e WGA -200 pg/mL) por 2
horas a 4C. Todas as soluc¢des foram preparadas em PBS e ap0s cada etapa
do protocolo os cortes foram lavados por imersdo em PBS (2 x 5 minutos
cada). PBS e glicerina foram avaliados como material para preservacao dos
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tecidos e influéncia na visualizagdo do tecido apés a HgL. As mesmas
amostras de tecidos utilizadas na HgL foram utilizadas para H.E.

Andlise Espectroscépica. As andlises de marcacdo dos tecidos foram
realizadas num prototipo fluorimétrico desenvolvido no Laboratério de Laser e
Aplicacbes, no Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo em Sao
Carlos-SP, composto por uma fonte de excitagdo e um sistema de filtros
opticos capazes de selecionar a energia requerida para a excitacdo. O sistema
de deteccao é composto por uma fotomultiplicadora acoplada a um sistema de
contagem de fotons e outro sistema de filtros intercambiaveis, cuja selecéo
depende do ion lantanideo utilizado na conjugacgéo a lectina.

Resultados e Discussao

A atividade hemaglutinante para todos os conjugados foi mantida
indicando que o método de conjugacdo ndo impediu a capacidade de
reconhecimento de carboidratos especificos pelas lectinas utilizadas. O
aparecimento das linhas espectrais caracteristicas do ion eurdpio (Ill) em todos
os conjugados avaliados indica a possivel conjugacao das lectinas ao criptato
de Eu®".

Os espectros de emissdo dos conjugados lectinas-criptato de Eu®'
quando comparados com o criptato Eu®* ndo conjugado, conforme Figura 1,
corroboram para a nao interferéncia do material fixador das laminulas com PBS
e ou glicerina. Vale salientar que os tecidos mantem-se preservado de forma
satisfatoria quando a glicerina € o material de escolha.

Figura 1 - a) Espectro de emissado do conjugado Con A-criptato de Eu3+. b)
Espectro de emisséo do criptato de Eu3+ n&do conjugado.

Criptato de Eu®"

| ——Con A - Criptato de Eu** |~ a)

to
[a)

[ty

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)
1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 400 450 500 550 600 650 700 750
A (nm) A (hm)

Em todos os tecidos marcados com 0s conjugados lectina-criptato
avaliados e corados com hematoxilina e eosina (H.E.), a emissdo do ion
europio (lll) ndo foi observada. Além disso, observou-se uma banda em
aproximadamente 547 nm, sugerindo a emissdo dos corantes H.E, uma vez
que a fluoresceina faz parte da sua composicdo®’. O isotiocianato de
fluoresceina (FITC), um dos primeiros reveladores fluorescentes utilizados,
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apresenta emissao de fluorescéncia verde quando excitado por comprimento
de onda na regido de 490 nm?. O jon Eu®* também apresenta sua
luminescéncia na regido do visivel, vermelho, quando excitado no comprimento
de onda na regigo de 320 nm, sendo considerado um emissor forte®.

Na analise dos tecidos sem H.E., marcados com os conjugados Con A-
criptato de Eu®* e UEA-I-criptato de Eu®', conforme Figura 2 e Figura 3,
respectivamente, observou-se a emissdo na regido entre 580 nm e 640 nm.
Essa faixa espectral foi utilizada devido a limitacdo do nosso prot6tipo o qual
visa auxiliar de forma rapida o patologista em seu diagnostico. Nestes
espectros evidenciamos a presenca das transi¢ées °Dg — 7F,- J=0,1,2,3,4) do
fon Eu®" encapsulado no criptato, com o maximo de emissdo em 612 nm,
referente a transicdo hipersensivel, °Dy — F». Na figura 2 a banda larga em
528 nm é referente a emissdo do ligante, enquanto na figura 3 a baixa
intensidade nesta regido pode esta relacionada a pouca concentracdo de
criptato de Eu®*, uma vez que a quantidade do ligante varia de acordo com a
lectina utilizada na conjugacdo. Entretanto, quando analisamos os tecidos
marcados com os conjugados PNA-criptato de Eu®** e WGA-criptato de Eu*"
observa-se uma supresséo de luminescéncia, o que pode ter ocorrido devido a
nao marcacgao do tecido.

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T
520 540 560 580 600 620 640
A (nm)

Figura 2 - Emissao do conjugado Con A-criptato de Eu3+ em tecidos de fibroadenoma
sem coloracéo H.E.

No caso dos tecidos sem H.E., Con A-criptato de Eu®" o processo de
glicosilacdo leva a arranjos de oligossacarideos ligados a glicoproteinas ou
glicolipideos o qual tem importadncia em fungdes fisiologicas e sua alteracdo
leva a processos patolégicos**. Os resultados mostraram que tecidos mamarios
diagnosticados com fibroadenoma apresentaram uma maior expressao dos
glicosideos manose, glicose e fucose e uma ausente e/ou ndo acessivel
expressao de galactose e GIcNAc.

Neste processo de glicosilagdo glicanos N-ligados sdo importantes por
serem utilizados em ancoras para a sintese sequencial de estruturas
precursoras as quais, quando na forma finalizada, séo transferidas para uma
proteina na face externa das membranas celulares. O processo de glicosilagdo
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tem a participagdo de uma familia de enzimas, denominadas
glicosiltransferases, responsaveis pela constru¢cdo da estrutura sacaridica de
glicoconjugados®. Potapenko e colaboradores (2010) indicaram que niveis
elevados de transcricdo encontrados nesses genes (perfil genotipico) em
carcinoma de mama, quando comparados ao tecido normal, resultam no
surgimento ou exacerbacao desses agucares (perfil fenotipico) na superficie de
células neoplasicas®. Nossos resultados indicam que no fibroadenoma, para
glicose, manose e L-fucose, seu perfil fenotipico sacaridico, em
glicoconjugados de superficie celular, estdo modificados.

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T
520 540 560 580 600 620 640
A (nm)

Figura 3 - Emissdo do conjugado UEA-I-criptato de Eu3+ em tecidos de fibroadenoma
sem coloracéo H.E.

De acordo com Yuan e colaboradores (2008), a [J-L-fucose, um
componente monossacaridico de glicosilacdo, tem sido encontrada com
expressao aumentada durante a tumorigénese e a progressao de neoplasias,
tais como em carcinoma ovariano, carcinoma de tiredide, adenocarcinoma
coloretal, dentre outros. Também foi observado um aumento de [1-L-fucose em
glicoproteinas do soro de pacientes com cancer de mama®. Algumas
moléculas de ades&@o da superficie celular contendo [1-L-fucose apresentam
sua expressdo elevada em células cancerigenas. CD44, uma familia de
moléculas deste tipo, pode sofrer diversas modificacbes poOs-translacionais
como adicdo de glicosaminoglicanos e glicosilacdo, o que resulta em células
tumorais ricas em [I-L-fucose nas suas superficies. Outra molécula rica em (-
L-fucose € CD15, a qual desempenha papel importante na adesao da célula
tumoral ao endotélio vascular e apresenta um aumento na sua expressao em
células cancerigenas da mama®*. Portanto, varias alteracdes ocorrem em
células transformadas e algumas dessas favorecem o0 aumento ou o
surgimento de carboidratos, como [I-L-fucose, em tumores de mama. No0sso
estudo indica que variagdes no contetdo e/ou disponibilidade/acessibilidade de
L-fucose sdo observadas no fibroadenoma, uma transformacédo benigna da
mama. Desta forma corroborando com a elevada luminescéncia dos tecidos
sem H.E. marcados com UEA-I-criptato de Eu**.
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O écido sialico tem papel fundamental na finalizacdo da sintese de
glicanos por bloquear a adicdo de outros acucares. Sabe-se que tecidos de
cancer de mama contém mais &cido sialico e maior atividade da
sialiltransferases quando comparados com tecidos normais?®. Na histoquimica
com lectinas uma forma de acessar os carboidratos truncados pela sializacao é
a utilizacdo da enzima neuraminidase, que remove 0s acidos neuraminicos (ou
sialicos). Estudo utilizando a enzima neuraminidase mostrou que a lectina PNA
reconheceu residuos de GalNAc somente apds o tratamento com esta
enzima?’.

A supressao da luminescéncia nos tecidos sem H.E., marcados com 0s
conjugados PNA-cripato de Eu® e WGA-criptato Eu®* sugere que este
carboidrato tem uma baixa expressao ou acessibilidade quando na metodologia
utilizada o tratamento enzimatico é feito com tripsina?®%°. Resultados diferentes
podem ser observados se a enzima for neuroaminidase. Estudos no nosso
grupo estéao sendo realizados com este intuito.

Nossos resultados indicam que a marcagao do tecido com o conjugado
Con A-criptato de Eu®" e UEA-I-criptato de Eu®" ocorra com maior intensidade
que os tecidos marcados com os conjugados PNA-criptato de Eu*" e WGA-
criptato de Eu®*. Este fato pode auxiliar no diagnéstico precoce uma vez que
modificacdbes no padrdo de glicosilagdo de glicoproteinas da superficie
antecedem alteracdes na morfologia da célula, utilizada como parametro para o
diagnéstico.

Os complexos de lantanideos do tipo criptatos de europio (lll), vem
sendo empregados em fluoroimunoensaios, como marcadores luminescentes
de ensaios homogéneos, método TRACE®, ligados a &cidos nucléicos®. Na
histoquimica € comum encontrarmos marcadores de lectinas conjugadas a
FITC. Neste trabalho propomos a utlizagdo de um novo marcador
luminescente, onde teremos um criptato de Eu®" conjugado a diferentes
lectinas. Esse tipo de marcacao tem a vantagem de ser quantitativa, visto que a
emissdo do Eu** pode ser medida e comparada entre os varios diagndsticos, o
gue pode desta forma, ser utilizada como uma ferramenta auxiliar ao médico
patologista no diagndstico de patologias mamarias.

Conclusodes

Os resultados iniciais mostraram que o uso da histoquimica com lectinas
conjugadas a criptato de eurdpio (lll) pode ser utilizado como método auxiliar
no diagndstico de patologias.
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