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“A coisa mais perfeita que podemos experimentar é o misterioso. E a fonte de toda arte e de
toda ciéncia verdadeira.”
Albert Einstein
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RESUMO

A compreensdo dos processos que levam ao desenvolvimento e progressdo do cancer continua
sendo um desafio para a ciéncia. Nesse contexto, sondas fluorescentes sdo consideradas uma
ferramenta de grande utilidade na biologia, devido & sua capacidade de fornecer uma
visualizacdo especifica e mais detalhada de estruturas celulares e contetdo molecular. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de carboidratos em tecidos mamarios humanos
normais e compara-los com tecidos transformados benigna (fibroadenoma) e malignamente
(carcinoma ductal invasivo). Para isso, foram utilizadas sondas fluorescentes formadas pela
conjugacdo de pontos quanticos (PQs) as lectinas Concanavalina A (Con A) e Ulex
europaeus-1 (UEA-I), reconhecedoras, respectivamente, de residuos de glicose/manose e
fucose. Foram sintetizados PQs de CdTe/CdS, funcionalizados/estabilizados com o &cido
mercaptosuccinico (AMS). Os conjugados foram avaliados através de espectroscopia de
absorcdo e emissdo, ensaios de fluorescéncia em microplaca (EFM), determinagdo da
atividade hemaglutinante e ensaios de inibicdo. Cortes de mama normal, fibroadenoma e
carcinoma ductal invasivo foram desparafinizados, hidratados e entdo incubados com o0s
conjugados PQ-Con A e PQ-UEA. A anélise da conjugacdo por EFM apresentou um aumento
de 251% para PQ-Con A e 123% para PQ-UEA na intensidade de fluorescéncia, quando
comparado aos controles, indicando que a bioconjugacdo foi efetiva. As caracterizagOes
mostraram que o conjugado PQ-lectina permaneceu funcional, mantendo as propriedades
fluorescentes e de reconhecimento de carboidratos. Em relacdo a marcacédo, o conjugado PQ-
Con A marcou intensamente o estroma e as células ductais, enquanto o PQ-UEA marcou
preferencialmente as células ductais. Os resultados mostraram que conjugados de PQ-lectinas

podem ser utilizados como sondas moleculares e assim ajudar a elucidar processos bioldgicos.

Palavras-Chave: pontos quanticos, lectinas, carboidratos, cancer de mama.
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ABSTRACT

Understanding the processes that lead to the development and progression of cancer still
remains a challenge for science. In this context, fluorescent probes are considered a valuable
tool in biology because of their ability to provide a particular view, more detailed and more
sensitive in terms of cell structures and molecular content. The aim of this study was to
evaluate the expression of carbohydrates in normal human breast tissue and compare it with
benign (fibroadenoma) and malignantly transformed tissues (invasive ductal carcinoma). For
this, we used fluorescent probes composed by quantum dots (QDs) and the lectins
Concanavalin A (Con A) and Ulex europaeus-l1 (UEA-I), which recognize, respectively,
glucose/mannose and fucose residues. CdTe/CdS QDs were synthesized and
functionalized/stabilized with mercaptosuccinic acid (MSA). The conjugates were evaluated
by absorption and emission spectroscopy, microplate fluorescence assay (MFA),
determination of hemagglutinating activity and inhibition assays. Tissue sections of normal
breast, fibroadenoma and invasive ductal carcinoma were deparaffinized, hydrated, and then
incubated with QD-Con A and QD-UEA conjugates. The analysis of the conjugation by MFA
showed an increased of 251% for QD-Con A and 123% for QD-UEA in fluorescence
intensity when compared to controls, indicating that the bioconjugation was effective. The
characterizations showed that the QD-lectin conjugated remained functional, keeping its
fluorescent properties and carbohydrate recognition ability. In regard to labelling, the
conjugated QD-Con A strongly labelled the stroma and ductal cells, while the QD-UEA
preferentially labelled ductal cells. The results showed that QD-lectins conjugates can be used
as molecular probes and thus help to elucidate biological processes.

Keywords: quantum dots, lectins, carbohydrates, breast cancer.
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1. INTRODUCAO

O controle do cancer em nosso pais representa, atualmente, um dos grandes desafios que a
salde publica enfrenta. O cancer de tecido mamario € o segundo tipo de cancer mais
frequente no mundo e 0 mais comum entre as mulheres. Apesar de ser considerado um cancer
de bom prognéstico, se diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por
cancer de mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estagios avancados. A elevada incidéncia e mortalidade por cancer de mama
em nosso pais justifica o planejamento de estratégias nacionais visando a sua deteccdo
precoce (INCA, 2002; INCA 2009).

Dentre os tumores malignos de mama, os carcinomas ductais invasivos representam o
maior grupo, constituindo de 65 a 80% dos carcinomas mamarios (DANTAS et al., 2003). A
maioria dos cénceres invasivos de mama provavelmente desenvolve-se durante longos

periodos de tempo e podem culminar em formas metastaticas (KERLIKOWSKE et al., 2003).

Os fibroadenomas sdo tumores benignos da mama, que consistem numa lesdo no
I6bulo mamario, formada pela proliferacdo de tecido conjuntivo. A faixa etaria de maior
incidéncia do fibroadenoma é de 15 a 35 anos de idade (GURAY & SAHIN, 2006). Nos
ultimos anos, tem se observado um interesse renovado no fibroadenoma, uma vez que,
considerando-se todas as faixas etarias e todas as afecces mamarias, benignas e malignas,
este ocupa o terceiro lugar, perdendo apenas para 0 carcinoma de mama e para a involucao
cistica da mama (CALADO & ABREU E LIMA, 2004).

A iniciagdo e o0 crescimento tumorais estdo associados a modificagdes da estrutura
glicidica de glicoproteinas, glicolipidios e proteoglicanos presentes na superficie celular.
GlicosilacBes aberrantes originadas de disfuncGes de glicosiltransferases e/ou glicosidases
frequentemente resultam em modifica¢es do tipo encurtamento, aumento da expressao ou
auséncia de expressao de residuos de carboidratos nestas estruturas (HAKOMORI, 2001). As
transformacdes malignas estdo associadas a estas modificagcOes, de forma que, quase todos 0s
tipos de células malignas demonstram alteracGes em seus padres de glicosilacdo quando

comparadas as suas células normais (GHAZARIAN et al., 2011).

Devido a sua especificidade em relacdo aos carboidratos, as lectinas podem ser

ferramentas valiosas na identificacdo e monitoracdo de aberragdes na glicosilacdo de
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carboidratos de superficie celular durante a diferenciacdo celular e transformacgéo neoplésica
(FUSTER & ESKO, 2005). A variacdo na expressdo de carboidratos nos varios processos
metabolicos de reconhecimento celular possibilita 0 uso das lectinas como marcadores
estruturais, revelando o glicocddigo de superficies celulares (SHARON & L1Z, 2004).

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que podem se ligar, de forma reversivel, a
residuos de acgUcares especificos, atraves de pontes de hidrogénio e interagdes de Van Der
Waals (LIZ & SHARON, 1998). Um grande nuimero de lectinas tem sido empregado no
auxilio do diagnostico histopatolégico para mapeamento dos  estdgios de
diferenciacéo/desdiferenciacéo, nivel de malignidade e capacidade de metéastases em tecidos
de cérebro humano (BELTRAO et al., 2003), mama (BELTRAO et al., 2001; CAMPOS et
al., 2006), colite ulcerativa (MELO-JUNIOR et al., 2004), entre outros.

Sistemas utilizando lectinas e moléculas luminescentes como sondas moleculares tém
se mostrado promissores na investigacdo de modificacfes na expressdo de glicoproteinas
presentes na superficie da membrana celular (CASTRO, 2008). Nesse contexto, surgem 0s
pontos quanticos, que consistem em nanoparticulas emissoras de luz. Os pontos quanticos
estdo emergindo como uma nova classe de marcadores fluorescentes com aplicacdo na
biologia e na medicina. Conjugados a anticorpos, peptideos e outras pequenas moléculas,
estes podem ser utilizados para identificar marcadores tumorais com afinidade e
especificidade (SMITH et al., 2008).

Levando-se em conta o grande interesse na busca de novas sondas destinadas a avaliar
doencas a nivel molecular, assim como a relacdo das transformacdes malignas com as
alteracbes no perfil dos glicidios presentes na superficie da célula, ganham destaque as
metodologias alternativas, utilizando lectinas e pontos quanticos luminescentes, alvos deste
trabalho, que proporcionardo uma ferramenta de grande utilidade em estudos histoquimicos e

citoquimicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Anatomia e Histologia da Mama

A mama é formada por um sistema de ductos ramificados a partir do mamilo, os quais
se estendem radialmente entre o estroma fibrogorduroso (Figura 1). Ao contréario de outros
Orgdos, a glandula mamaria nao estd completamente desenvolvida ao nascimento. A
ramificacdo do sistema ductal ocorre apenas no periodo da puberdade feminina. O aumento da
mama durante esta época resulta do acumulo de tecido adiposo e conjuntivo, além do
crescimento e ramificacdo do sistema ductal. A proliferagdo do sistema ductal e 0 acimulo de
gordura se devem ao aumento da quantidade de estrégenos circulantes. Apos essa fase, a
glandula mamaria é formada por estruturas que refletem diferentes fases do desenvolvimento
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; BOGLIOLO, 2006).

/\

/1
Costelas < : :
% Tecido adiposo
) '//
- /" d
Mosculo <+ Lobo
. _-Ductos
e ///‘ %
_Aréola
_ . ¥ Mamilo
- , - /
s ::.L i
T Lobulos

Figura 1. Estrutura anatbmica da mama normal.
Fonte: Borchartt et al., 2012. (Adaptado)

O sistema ductal da mama pode ser dividido em dois grupos: a unidade terminal
ducto-lobular (UTDL) e os grandes ductos. A UTDL, considerada a unidade anatomo-
funcional da mama, consiste em um lobulo mamario, representando a porcao secretéria da
glandula e pequenos ductulos que se reinem para formar o dactulo terminal, o qual drena para
0 sistema ductal extra-lobular (Figura 2). Quando em intensa atividade secretora, como na
gravidez ou na lactacdo, os pequenos ductos do l6ébulo s&o denominados &cinos. O conjunto
de ductos reune-se em um ducto coletor (ou galactéforo), que emerge no mamilo
(BOGLIOLO, 2006).
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Estroma intralobular

Estroma interlobular

Células adiposas

Figura 2. Estrutura do tecido mamario.
Fonte: Rubin & Strayer, 2012 (Adaptado)

O tecido conjuntivo interlobular é especializado e ricamente celular, com abundante
rede de fibras reticulares, finas fibras de colageno e numerosos capilares; tem aspecto frouxo
e pode conter nimero variavel de linfdcitos, plasmdcitos e mastocitos. O estroma interlobular
parece responder a estimulos hormonais, variando seu aspecto durante o ciclo menstrual. O
tecido conjuntivo intralobular € mais denso e menos celular (HAGE, 2001; BOGLIOLO,
2006).

Na mama normal, os ductos e os lébulos sdo revestidos por dois tipos de células
(Figura 3). A camada mais externa ou basal é formada por células mioepiteliais, as quais tém
morfologia varidvel, podendo ser arredondadas ou alongadas. Devido a sua capacidade
contratil, essas células ajudam na ejecdo do leite durante a lactacdo. A camada mais interna de
células é composta por células luminais, que sdo células colunares com capacidade de
secrec¢do e absorcdo de fluidos. As duas camadas de células estdo apoiadas em uma membrana

basal rica em laminina e colageno tipo IV (KUMAR et al., 2005).

Células Luminais

Células Mioepiteliais

Membrana basal

Figura 3. Dupla camada celular observada nos Iobulos e ductos mamarios.
Fonte: Dimri et al., 2005. (Adaptado)
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2.2 Alteracbes Benignas da Mama
2.2.1 Fibroadenoma

Um das lesdes mais comumente responsaveis pelo surgimento de nédulos mamarios é
o fibroadenoma (FB), uma proliferacdo benigna localizada no estroma e ductos mamarios
(STEVENS & LOWE, 2002). Esta lesdo ocorre a partir da puberdade, sendo o tumor mamario
mais frequente em mulheres com menos de 30 anos. Costuma estabilizar-se em torno de 3 a 4
cm, no seu maior didmetro. Um dos aspectos epidemioldgicos mais comuns é a idade jovem.
A média de idade das portadoras costuma ser entre 25 e 30 anos e sua ocorréncia é rara apds
0s 50 anos (MENKE et al., 2007).

2.2.1.1 Histopatologia

O fibroadenoma tem origem lobular, sendo constituido pela proliferacdo do estroma e
do epitélio ducto-lobular. Sdo tumores benignos, sélidos, de consisténcia firme-elastica,
arredondados, bem delimitados e com ampla mobilidade. Considerando-se todas as faixas
etarias e todas as afeccbes mamarias, benignas e malignas, o fibroadenoma ocupa o terceiro
lugar, perdendo apenas para o carcinoma de mama e para a involugdo cistica da mama
(MENKE, et al., 2007).

A nivel macroscopico, os fibroadenomas apresentam-se como lesbes esbranquicadas,
firmes, com aspecto de borracha e bem circunscritas, caracteristicamente com 1-4 cm de
diametro, além de uma superficie de corte brilhante e de textura rigida. Existem dois
componentes histoldgicos: o componente epitelial, com estruturas semelhantes a glandulas,
com epitélio do tipo ductal, e 0 componente estromal, que € um tecido celular fibroso frouxo
ao redor das areas epiteliais (Figura 4) (STEVENS & LOWE, 2002).

Figura 4. Aspecto macroscopico (A) e microscopico (B) do fibroadenoma.
Fonte: Rubin & Strayer, 2012.
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Como regra geral, o fibroadenoma se apresenta em pacientes jovens como nddulo
unico, bem delimitado; porém, em mulheres de raga negra, tende a formar lesdes mdltiplas e
bilaterais. Durante a gravidez e no final do ciclo menstrual, pode sofrer aumento de volume.
Na maioria das vezes a superficie do tumor é lobulada e apresenta pequenas fendas.
(BOGLIOLO, 2006).

2.2.1.2 Manifestacdes clinicas

Clinicamente, o fibroadenoma se apresenta como tumor unico ou multiplo, mével, ndo
fixo ao tecido adjacente, lobulado, que cresce lentamente, mas pode atingir grandes
proporcbes (CALADO & ABREU E LIMA, 2004). Em geral é indolor, exceto durante a
gravidez e lactacdo, condi¢cbes que podem estimular seu crescimento rapido. Sua consisténcia
é fibroelastica, mas, nas pacientes de maior faixa etaria, pode haver deposicao de calcificacdo
distrofica no noddulo e este passa a ter consisténcia endurecida. A frequéncia de transformacéo
maligna é muito baixa (0,1 a 0,3% dos casos), desse modo, o fibroadenoma néo predispde ao
cancer de mama, mas as duas patologias podem estar associadas em uma mesma paciente. Tal
risco € maior a partir dos 35 anos (NAZARIO et al. 2007).

2.2.1.3 Diagnostico

O método diagnostico primario dos fibroadenomas € a mamografia. Porém, apesar de
oferecer sensibilidade de 85-95%, a especificidade deste exame € pequena, sendo
normalmente necessarios procedimentos diagnosticos adicionais. O diagnostico do
fibroadenoma é uma combinacdo do exame fisico detalhado, ultrassom e puncéo aspirativa
com agulha fina (PAAF). Além disso, é necessario a anamnese completa (CALADO &
ABREU E LIMA, 2004).

A realizacéo da biopsia por agulha contribui muito para o diagndstico diferencial das
lesbes mamarias, mesmo em lesGes ndo-palpaveis, permitindo o acompanhamento dessas
lesBes ao invés da sua excisdo cirargica. Caso uma mulher seja diagnosticada, o fibroadenoma
ndo necessita ser removido, a ndo ser que cresc¢a ou cause desconforto local (MENKE et al.,
2007).



ANDRADE, C. G. 7

2.3 Cancer — Aspectos Gerais

De acordo com o Instituto Nacional de Céancer (INCA), o cancer pode ser definido
como um conjunto de mais de cem doencas. Essas doencas tém em comum a presenca de
alteracdes no material genético, o que faz com que as células crescam e se multipliqguem
desordenadamente. As células cancerosas passam entdo a se dividir mais rapidamente que as
normais e comumente de maneira incontrolavel. O acimulo destas células pode formar
tumores malignos. Estes tém a capacidade de invadir outras regides do corpo, promovendo a
formacdo de metastases (INCA, 2012).

O céancer é um importante problema de salde publica tanto em paises desenvolvidos
como em paises em desenvolvimento, sendo responsavel por mais de 7 milhdes de ébitos no
mundo anualmente. No Brasil, 0 nimero de novos casos cresce a cada ano. Para 2013, a
estimativa é de cerca de 518.000 novos casos, sendo o cancer de prdstata o mais incidente
para homens e o cancer de mama o mais incidente para mulheres (JEMAL et al., 2011; INCA,
2012).

O processo de formacdo do cancer é denominado carcinogénese. Em sintese, a
carcinogénese pode se iniciar de forma espontanea ou ser provocada pela exposicao a agentes
carcinogénicos (quimicos, fisicos ou bioldgicos). Sabe-se que os fatores ambientais possuem
um papel importante no desenvolvimento do cancer. Dentre os principais fatores para o
surgimento dos tumores malignos estdo os carcindgenos quimicos e fisicos, agentes
infecciosos e o estilo de vida do individuo (GUEMBAROVSKI & COLUS, 2008).

As células malignas em desenvolvimento apresentam certas caracteristicas em comum,
como: autossuficiéncia em fatores de crescimento, evasdo aos inibidores do crescimento,
resisténcia a morte celular programada (apoptose), potencial de replicacdo ilimitado, inducao
da angiogénese e capacidade de invadir demais tecidos (metastase) (HANAHAN &
WEINBERG, 2000).

2.4 AlteracGes Malignas da Mama

2.4.1 Carcinoma Ductal Invasivo

Os tumores malignos da mama feminina sdo extremamente comuns, constituindo
cerca de 20% de todas as malignidades em mulheres. O carcinoma é uma das principais
doencas da mama, e a distingdo imediata dos casos de cancer mamario das muitas formas de
doenca benigna da mama é muito importante (STEVENS & LOWE, 2002).
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O carcinoma mamario € a neoplasia maligna mais frequente em mulheres e uma das
principais causas de morte por cancer. Numerosos estudos epidemioldgicos, clinicos e
genéticos tém identificado varios fatores de risco para o cancer mamario. A idade tem nitida
influéncia no aparecimento do carcinoma de mama. O tumor é muito raro antes dos 25 anos;
sua incidéncia aumenta a partir dos 30 anos, com pico entre 50 e 60 anos. Sabe-se que 0
historico familiar de cancer de mama é fator de risco bem estabelecido para a doenca. Cerca
de 1/3 das mulheres com carcinoma mamario tem historico familiar de um ou mais parentes
de primeiro grau com a mesma neoplasia (BOGLIOLO, 2006).

A maioria dos tumores consiste em adenocarcinomas invasivos, originarios dos ductos
terminais e unidades lobulares, dando origem a carcinomas lobulares invasivos ou carcinomas
ductais invasivos. O carcinoma ductal invasivo (CDI), tipo mais frequente de cancer de
mama, representa um grupo heterogéneo de lesdes. O CDI tem comportamento mais
agressivo do que a maioria dos tipos especiais (carcinoma medular, carcinoma mucinoso,
doenca de Paget, etc). Em contraste com o carcinoma in situ, ha invasdo para outros locais,
com a possibilidade de disseminacdo metastatica. Porém, carcinomas in situ de ductos ou
I6bulos mamarios podem ser encontrados em uma fase anterior a invasdo, e constituem fator
de risco para posterior desenvolvimento de carcinoma mamario invasivo (STEVENS &
LOWE, 2002).

2.4.1.1 Histopatologia

Macroscopicamente, o tumor apresenta-se como massa palpavel, de consisténcia
firme, forma varidvel, de coloracdo acinzentada ou branquicenta, contendo trabéculas
irradiando-se a partir do centro da lesdo. Esse aspecto macroscopico, semelhante a um
caranguejo, foi uma das razdes para a origem da palavra cancer. Um carcinoma invasivo de
mama pode variar em tamanho, desde menos de 1 cm de didmetro até massas que ocupam 0
seio como um todo; entretanto, a maioria das lesbes apresenta em média 1 a 3 cm de diametro.
Histologicamente, o tumor é formado pela proliferacdo de elementos epiteliais com atipias
citoldgicas relativamente acentuadas, com atividade mitotica variavel e com uma tendéncia
diversa a formar estruturas pseudo-glandulares ou semelhantes a ductos. Citologicamente, o
aspecto varia desde celulas com nucleos pequenos, regulares, cromatina homogénea e poucas
mitoses, até células grandes com nucleos irregulares e hipercromaticos, nucléolos evidentes e
elevado indice mitético (BOGLIOLO, 2006).
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A avaliacdo histologica de caracteristicas como formagédo de tibulos, atipias nucleares
e indice mitdtico serve para graduar o CDI em: bem diferenciado (G1), médio grau de
diferenciacéo (G2) e pouco diferenciado (G3) (Figura 5). Uma pequena parcela dos tumores
constitui lesdes de baixo grau, bem diferenciadas, em contraste com os tipos intermediario ou

de alto grau, pouco diferenciados, que constituem a maioria dos casos (MENKE et al., 2007).
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Figura 5. Carcinoma ductal invasivo em diferentes graus de diferenciacdo: Grau 1 — bem
diferenciado (A), Grau 2 — moderadamente diferenciado (B) e Grau 3 — pouco diferenciado (C).
Fonte: Rubin & Strayer, 2012.

O CDI pode ocorrer na forma pura ou como um misto com outro padréo de carcinoma,
comumente carcinoma lobular. Quando o carcinoma ductal esta associado com tumores de
bom progndstico (carcinoma tubular ou coloidal), o prognéstico é ligeiramente melhor do que
aquele para o tumor ductal puro (STEVENS & LOWE, 2002).

2.4.1.2 ManifestacGes Clinicas
Clinicamente, o carcinoma de mama se manifesta como um nodulo palpavel, muitas
vezes detectado pela propria paciente. Por essa razdo, medidas de educacdo para a saude
como ensino e treinamento da autopalpacdo, apesar de pouco eficazes como método de
rastreamento, ainda devem ser incentivadas. O carcinoma de mama também pode ser
identificado através de achados histoldgicos em fragmentos de mama retirados por outro

motivo (ex.: mamoplastia) ou por anormalidades mamograficas (BOGLIOLO, 2006).

2.4.1.3 Diagnostico
O diagndstico do CDI ¢é feito por exclusdo, quando a lesdo ndo preenche os critérios
diagndsticos para os tipos especiais de carcinoma mamario, sendo classificado como
carcinoma ductal invasivo sem outra especificacdo (SOE). Os carcinomas ductais de tipo
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especial (medular, tubular, etc.) compreendem 10-20% dos carcinomas invasivos e
apresentam melhor prognostico quando comparados ao CDI-SOE. Quando um carcinoma
ductal apresenta apenas pequenos focos de um tipo especifico, o tumor continua sendo
classificado como CDI-SOE (MENKE et al., 2007). O aumento do conhecimento da biologia
do tumor e o uso crescente de métodos de rastreamento, como a mamografia, tém permitido a
deteccdo de lesdes de pequeno tamanho e até de carcinoma in situ, facilitando o diagnostico e
contribuindo para o decréscimo da mortalidade (BOGLIOLO, 2006).

2.5 Lectinas

O termo “lectina” (do latim legere — selecionar, escolher), proposto em 1954 por Boyd
e Sharpleigh, tem sido utilizado para descrever proteinas ou glicoproteinas, de origem néo
imunolégica, com habilidade de se ligar a carboidratos de forma especifica e reversivel.
Muitas lectinas possuem dois ou mais sitios de ligacao a carboidratos, o que as torna capazes
de aglutinar células e precipitar glicoconjugados (MODY et al., 1995; SATO et al., 2000;
SHARON & LIS, 2004).

As lectinas provenientes de leguminosas foram as primeiras a serem estudadas, devido
a facilidade de isolamento e abundancia com que sdo encontradas na natureza. Porém, nos
dias atuais, é possivel afirmar que essas moléculas sdao amplamente distribuidas na natureza,
sendo encontradas em plantas, animais e bactérias (GHAZARIAN et al., 2011).

As lectinas podem ser classificadas, de acordo com sua estrutura quaternéria, em
quatro categorias: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas. A classe das
hololectinas, que consistem em moléculas com, no minimo, dois dominios idénticos ou
bastante homologos que se ligam ao mesmo carboidrato, abrange a maioria das lectinas
estudadas. Além desta classificacdo, as lectinas em geral também podem ser agrupadas de
acordo com o monossacarideo pelo qual exibem maior afinidade (PEUMANS & VAN
DAMME et al., 1995).

A interacdo entre a lectina e o carboidrato ocorre através de uma porcao limitada da
molécula proteica, no segmento chamado de Dominio de Reconhecimento de Carboidrato. Os
carboidratos interagem com lectinas através de pontes de hidrogénio propiciadas pela
disponibilidade de um grande nimero de hidroxilas nos aglcares, que agem como doadores
ou receptores de hidrogénio. Também participam da interacdo lectina-carboidrato, interacbes
hidrofébicas e forgas de Van Der Walls (MELO-JUNIOR, 2003).
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A Concanavalina A (Con A) é uma lectina vegetal, obtida das sementes de Canavalia
ensiformes (Figura 6). E constituida de um tetrdmero, com peso molecular igual a 110 kDa,
composta por 948 residuos de aminoacidos. A Con A é o membro mais bem conhecido das
lectinas de leguminosas devido as inumeras aplicacdes biologicas. Ela é capaz de se ligar,
com grande afinidade, a residuos de a-D-glicose/manose de carboidratos complexos, exibindo
alta afinidade por oligossacarideos de glicoproteinas e glicolipidios de superficie celular. Pode
ser definida como uma metaloproteina, uma vez que seus mondmeros complexam fons Ca®* e
Mn**. Aparentemente, estes fons sd0 necessarios para a manutencdo da conformacio da
lectina, favorecendo a correta exposicdo dos sitios de reconhecimento de carboidratos
(SHARON & LIS, 2004; CHATTERJEE & MANDAL, 2005)

Figura 6. Estrutura monomérica da Con A (A) e UEA-I (B).
Fonte: Audette et al., 2000; Sharon & Lis, 2004.

A lectina Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I) se liga especificamente a residuos de

a-L-fucose presentes em glicoproteinas e glicolipideos. A UEA-I é uma metaloglicoproteina
homodimérica. Cada uma de suas sub-unidades (Figura 6) tem peso molecular de
aproximadamente 27 kDa (AUDETTE et al., 2000). Em processos nos quais ocorre alteragdo
da glicosilagdo, residuos terminais de fucose, aos quais a UEA-I se liga, podem ser expressos
em cadeias de carboidratos, seja pela adi¢do de residuos de fucose ou pela perda de agucares
de outros terminais (OKAZAKI et al., 2004).

As lectinas vém se mostrando uma preciosa ferramenta nas pesquisas bioquimicas e
biomeédicas devido a sua estabilidade quimica, facil utilizacdo e sua alta especificidade no
reconhecimento de carboidratos distintos, associada a grande disponibilidade na natureza,

sendo otimizadas em diversas aplicacOes bioldgicas (SAMES et al., 2001).
Devido a sua capacidade de interagir com carboidratos de maneira especifica, as

lectinas tém sido utilizadas como marcadores histoquimicos no estudo de modificagcbes no
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perfil de expressdo de carboidratos de superficie das células tumorais, auxiliando na
caracterizagdo e diferenciagdo de tecidos normais e transformados (MODY et al., 1995;
HERLING et al., 2000). A técnica oferece vantagens como: sensibilidade, estabilidade e facil
manipulacdo, contribuindo com informagcbes sobre o desenvolvimento, estagios de
diferenciacdo, grau de malignidade a partir do estabelecimento do perfil de carboidratos
expresso no tecido estudado (BELTRAO et al., 1998; BELTRAO et al., 2003; MELO-
JUNIOR et al., 2006).

Uma grande variedade de lectinas tem sido utilizada como sondas histoquimicas.
Entre as quais se destacam a lectina de Helix pomatia - HPA (ARAB et al., 2010), a lectina do
amendoim (“Peanut agglutinin”’) — PNA (MELO-JUNIOR et al., 2006), a UEA-1 (THOM et
al., 2007), a de Triticum vulgaris — WGA (GUIMARAES et al., 2008) e a Con A (SOBRAL
etal., 2010).

O emprego de lectinas como sondas bioquimicas exige o uso de uma substancia
reveladora. Diversas substancias podem ser utilizadas com esse propésito, tais como 0s
reveladores fluorescentes como isotiocionato de fluoresceina (marcacao de células endoteliais
(FISCHER & KISSEL, 2001)) e reveladores quimioluminescentes como o éster de acridina
(marcacgdo de tumores mamarios (BRUSTEIN et al., 2012)). Existem ainda, os reveladores
cromdgenos, como a peroxidase, com a qual a lectina pode ser conjugada. Em 2010, Sobral e
colaboradores utilizaram as lectinas Con A e UEA-I conjugadas a peroxidase para avaliar o
carcinoma mucoepidermédide (tumor maligno da glandula salivar). Como alternativa de
reveladores, ha ainda os pontos quanticos, nanoparticulas fluorescentes, empregados por

Santos e colaboradores (2006) na marcacdo de fibroadenoma mamario.

2.6 Pontos quanticos

O uso de materiais em dimensdes préximas ao nivel atdmico foi citado pela primeira
vez por Richard Feynman em 1959. No entanto, o termo nanotecnologia foi utilizado apenas
em 1974, pelo pesquisador japonés Norio Taniguchi. Desde entdo, os estudos nesta area tém
avancado consideravelmente. A nanotecnologia consiste no estudo e na aplicagéo de materiais
que se encontram na escala nanométrica (10 m) (UNESCO, 2010).

Dentre 0s materiais nanométricos, tém-se 0s nanocristais semicondutores coloidais,
também chamados de pontos quanticos, 0s quais, por se encontrarem em regime de
confinamento quantico em trés dimensdes, exibem propriedades épticas diferentes quando
comparadas as propriedades dos mesmos cristais em escala macroscéopica (SILVA et al.,
2010).
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Os pontos quénticos (PQs) sdo formados por elementos dos grupos II-VI e 111-V da
tabela periddica e tém cerca de 2-10 nm. Estes fluoréforos inorgénicos possuem
caracteristicas como: alta resisténcia a fotodegradacdo, baixa citotoxicidade e emissao
dependente do tamanho da particula (MEDINTZ et al., 2005; AZZAZY et al., 2007).

Em um PQ, a energia do bandgap (minimo de energia que deve ser fornecida para que
0 elétron passe da banda de valéncia para a banda de conducdo) varia de acordo com o
tamanho do nanocristal. Com a reducdo do tamanho do cristal, ocorre um distanciamento
entre as bandas, o que reflete em um aumento no valor da energia do bandgap. Dessa forma,
quanto menor o tamanho da particula, maior serd a diferenca de energia entre a banda de
valéncia e a banda de conducdo, e maior sera a energia do bandgap. Assim, particulas
menores tendem a emitir em regibes de comprimento de onda préximas ao azul. Ja as
particulas maiores tém energia do bandgap menor, consequentemente, emitem em regides do
comprimento de onda proximas do vermelho. Portanto, modificando-se ndo apenas a
composic¢do quimica, como também o tamanho destas nanoparticulas, pode-se obter pontos
quanticos de diversas cores (Figura 7) (SMITH et al., 2004).
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Figura 7. Variacdo da cor de emisséo dos pontos quéanticos, evidenciando as mudancas no seu
comportamento Optico de acordo com o tamanho da particula.
Fonte: Mansur, 2010 (modificado).

Comparados aos corantes organicos, 0s pontos quanticos apresentam propriedades
fluorescentes que os tornam vantajosos para uso em aplicagfes bioldgicas. Estes possuem

largo espectro de absorgdo, 0 que permite que VAarios tipos de pontos quénticos possam ser
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excitados empregando-se um unico comprimento de onda de excitagdo. Ao mesmo tempo,
essas nanoparticulas apresentam um estreito espectro de emissao, possibilitando a utilizagéo
de varios tipos de pontos quanticos numa marcacdo multipla, de forma com que cada um
deles seja identificado facilmente, sem que haja sobreposicao espectral. Por serem capazes de
absorver 10-50 vezes mais fotons que o0s corantes organicos, 0s pontos quanticos exibem uma
melhoria significativa na fluorescéncia da sonda. Estudos demonstraram que os PQs se
mostraram 10-20 vezes mais brilhantes que corantes organicos (GAO et al., 2004). A
estabilidade dos PQs, no que se refere a fotodegradacdo, é superior a dos fluor6foros

organicos convencionais, 0 que permite que estes sejam aplicados na microscopia de

fluorescéncia para deteccdo sensivel durante longos periodos de observagdo (Figura 8)
(WANG & CHEN, 2011).

Figura 8. Resisténcia do ponto quantico a fotodegradacdo. Em vermelho, marcacdo com

ponto quantico (PQ 630) e em verde, marcacdo com corante organico (AlexaFluor 488).
Fonte: Medintz et al., 2005.

2.6.1 Aplicagoes

Para investigar as células e os processos celulares é muito importante a visualizacao de
estruturas e compartimentos contidos no interior das células e moléculas que estdo envolvidas
na bioquimica celular. Uma vez que as células sdo quase transparentes a luz visivel e as
moléculas individulamente sdo muito pequenas, normalmente a observacdo direta desses
elementos utilizando-se apenas a microscopia éptica convencional ndo é possivel. Sendo
assim, as estruturas ou moléculas de interesse tém que ser marcadas com uma sonda que pode
ser diretamente visualizada. Uma das técnicas mais comuns utilizadas em biologia celular é a
marcacéo utilizando a fluorescéncia (PARAK et al., 2005).

A fluorescéncia ¢ um método sensivel e de rotina para 0 monitoramento de

eventos bioldgicos utilizando corantes e proteinas fluorescentes. Durante os Ultimos 5 anos,
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PQs também tém sido utilizados como marcadores em uma variedade de ensaios bioldgicos.
Pesquisas recentes tém mostrado que os PQs podem ser ligados a diversas moléculas, tais
como peptideos, anticorpos e é&cidos nucléicos, para serem utilizados como sondas
fluorescentes (SMITH et al., 2004). Ao ligar essas moléculas aos pontos quanticos, formando
bioconjugados, cria-se um método de deteccdo mais sensivel e especifico (FARIAS et al.,
2007).

Entre as diversas aplicacdes dos pontos quanticos, pode-se citar a imunomarcacao,
ensaios de motilidade celular, monitoramento de trafico intracelular, entrega de drogas e
marcacdo de células in vivo (DELEHANTY et al., 2009). PQs bioconjugados ja foram
empregados com sucesso na deteccdo do marcador de cancer de mama Her2 em células
fixadas (WU et al., 2003); deteccdo de PSA utilizando PQs recobertos com estreptavidina
(WANG et al., 2008); marcacdo de linhagens celulares de carcinoma hepatocelular (YU et al.,
2007); estudo da interacdo entre o Trypanossoma cruzi e o inseto vetor da doenga de Chagas
(FEDER et al., 2009); marcacdo de leveduras (FARIAS et al., 2007); investigacdo do
microambiente tumoral (PENG et al., 2011), entre outros.

Na busca de informacGes sensiveis e métodos quantitativos para detectar e
diagnosticar o cancer, a nanotecnologia tem sido reconhecida como um campo de grande
promessa. Aplicagdes de pontos quanticos na investigacdo de processos patoldgicos, como as
neoplasias, constituem um tema de interesse crescente, no qual muitas perguntas ainda
permanecem sem resposta (FARIAS et al., 2007).

Desta forma, despertou-se o interesse em aplicar pontos quanticos conjugados a
lectinas na histoquimica de tecidos mamarios transformados benigna e malignamente,

contribuindo para a aplicacdo no diagndstico quanto a caracterizacdo destes tumores.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Utilizar pontos quanticos conjugados a lectinas para avaliar a expressdo de carboidratos

em tecidos mamarios humanos transformados benigna e malignamente.

3.2 Especificos

Sintetizar e caracterizar os PQs;

Conjugar os PQs as lectinas Con A e UEA-I;

Avaliar o perfil de expressdao de glicose/manose e L-fucose em tecidos mamarios
humanos, diagnosticados com fibroadenoma e carcinoma ductal invasivo, empregando
histoquimica com lectinas;

Determinar o padrdo de marcagdo e correlacionar com o nivel de transformacéo

histoldgico.
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4. METODOLOGIA

4.1 Sintese dos Pontos Quanticos CdTe/CdS — AMS

Os pontos quanticos foram sintetizados em meio aquoso, utilizando como precursores
solucdes de perclorato de cadmio (Cd(ClO4),) e de teltrio reduzido (Te™?). Em um baldo, foi
adicionado 20 mL de Cd(ClOy,),, 80 mL de tampédo PBS 0,01 M pH 7,4 e 5 mL de acido
mercaptosuccinico (6,8 mg/mL). Este Ultimo atua como agente estabilizante e funcionalizante.
O &cido mercaptosuccinico (AMS) possui em sua estrutura duas carboxilas livres que podem
se ligar a porcdo amina presente nas proteinas. O pH da solucdo foi ajustado para 10,5
utilizando NaOH 2M. Para reducéo do teltrio metéalico, foi adicionado, em outro baldo, 0,013
g de Te’ e 100 pL de NaOH 2M. Em atmosfera de nitrogénio, foi acrescentado, com auxilio
de uma seringa, 0,114 g de NaBH, (diluidos em 5 mL de agua Milli-Q). Apds atingir 80 °C, o
Te” é reduzido a Te™, tornando-se incolor, sendo entdo retirado deste segundo baldo e injetado
no baldo contendo a solucdo de cadmio. Esse sistema foi mantido sobre atmosfera de

nitrogénio, a 80 °C, durante 7 horas. A proporcéo molar da sintese foi Cd:Te:AMS 2:1:2,4.
4.2 Preparacao dos Conjugados

Com o intuito de aprimorar o processo de conjugacdo, diversas metodologias foram
utilizadas até que se estabelecesse o protocolo empregado neste trabalho. Foram realizados
testes variando o pH dos PQs (anteriormente a conjugacdo), a concentracdao da lectina e as
proporcoes de lectina e de PQ utilizada na preparacdo do conjugado, sendo as metodologias

mais efetivas aqui descritas.

4.2.1 Conjugacéo por Adsorgéo

Ao final da sintese, os PQs apresentam pH alto (em torno de 10,5), porém, em trabalhos
anteriores, foi verificado que, em pH 8,0, a Con A apresentou aumento da adsorgéo
(RIBEIRO, 2005). Por essa razdo, ¢ feito o ajuste do pH do PQ de CdTe/CdS-AMS (Telureto
de Cadmio passivado com Sulfeto de Cadmio e funcionalizados/estabilizados com acido
mercaptossuccinico) para 8,0, utilizando o prdprio agente estabilizante (AMS). Foi, ent&o,
adicionada a lectina Con A (Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) a 2 mL do PQ. O conjugado
foi mantido sob agitacdo por 2h, a 25°C.
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4.2.2 Conjugacao por Ligacao Covalente (EDC + Sulfo-NHS)

Utilizando também o préprio agente estabilizante (AMS), o pH do PQ foi ajustado para
5,5 (pH necessario para que ocorra a reacao do EDC e sulfo-NHS). Acrescentou-se 1 mL de
hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (0,4 mg/mL) e aguardou-
se 5 min. Apos esse periodo, adicionou-se 1 mL de N-hidroxi-sulfosuccinimida (sulfo-NHS)
(1,1 mg/mL) e esperou-se 15 min antes de acrescentar 20 pL de UEA-I (Sigma-Aldrich
Chemical Co., USA). Foi feita incubacdo por 24 horas, a 4°C. Noventa minutos antes da
marcacdo, foi adicionado 50 puL de TRIS para cada 1 mL, para promover o bloqueio dos
grupos carboxilicos do estabilizante/funcionalizante ativados pelo EDC/sulfo-NHS.

O EDC (agente de acoplamento) reage com a carboxila presente no PQ formando um
intermediéario instavel (o-acilisouréia), que pode ser hidrolisado rapidamente, antes que ocorra
a interacdo com a proteina. A adi¢do do sulfo-NHS promove a formacdo de um intermediario
(éster) que apresenta maior estabilidade frente ao formado pelo EDC, aumentando assim o

rendimento da formacdo da ligacdo amida através da conjugacdo (HERMANSON, 2008).

4.3 Caracterizacio Optica dos Pontos Quanticos e Conjugados

Apdbs a preparacdo dos conjugados, realizou-se a caracterizacdo espectroscépica, para
obtencdo dos espectros de absorcdo e emissdo das amostras. A fim de se obter o espectro de
absorcdo, foi realizada uma varredura na faixa de 400-700 nm. Esta anélise foi realizada no
Espectrofotdmetro Evolution 600 UV-Vis (Thermo Scientific, CA, USA). Para obtencdo do
espectro de emissao, foi fixado o comprimento de onda de excitacdo em 365 nm e realizada a
espectroscopia de emissao, utilizando o Espectrofluorimetro LS55 (Perkin Elmer, Freemont,
USA). Para tal, foi feita uma varredura na faixa de 400-700 nm. Além dos conjugados (PQ-
Con A (Adsorcdo) e PQ-UEA (Covalente)), foi analisada, como controle, a suspensdo
contendo apenas 0s pontos quanticos. Para controle do conjugado covalente, a suspensdo de
PQs foi diluida 1:1 em salina, uma vez que os mesmos sofrem dilui¢do apds a adi¢cdo do EDC

e sulfo-NHS durante a conjugacéo.

4.4 Confirmacéo da Bioconjugacéao

Esse ensaio foi realizado em microplacas de poliestireno Optiplate F HB (Perkin Elmer,
Freemont, USA) com 96 pocos. Para o conjugado PQ-Con A, as amostras foram separadas
nos seguintes sistemas: (1) Con A 280 pug/mL diluida em PBS
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0,01M pH 7,2 sendo, portanto, o 1° controle; (2) PQ com o pH 8,0 (2° controle) e (3) o
conjugado PQ-Con A, como amostra teste. Para o conjugado PQ-UEA os sistemas foram: (1)
UEA 280 pg/mL diluida em PBS 0,01M pH 7,2 (1° controle); (2) PQ com adicdo de
EDC/sulfo-NHS (2° controle) e (3) o conjugado PQ-UEA, como amostra teste. Foram
adicionados aos pocos da placa, em triplicata, 200 pL de cada sistema a ser testado. Em
sequida a placa permaneceu em banho-maria, a 37°C, durante 2 h, e 0s pogos foram lavados
com tampdo PBS 0,01 M e pH 7,2. ApGs a secagem, foi realizada leitura da placa no
Fluorimetro Wallace Victor® Multilabel Counter (Perkin Elmer, Freemont, USA). A Figura 9

ilustra o protocolo descrito.
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Figura 9. Esquema dos sistemas utilizados no ensaio fluorescente em microplacas.

O método de ensaio fluorescente em microplacas, desenvolvido pelo Grupo
Nanotecnologia Biomédica (Laboratorio de Biofisica Quimica - UFPE), permite confirmar a
conjugacao da seguinte forma: o controle formado pela lectina fica aderido & microplaca ap6s
a lavagem (devido a afinidade da proteina com o poliestireno), porém, nao possui
propriedades fluorescentes. Os PQs, por ndo terem afinidade com a placa, sdo removidos
durante as lavagens, ndo apresentando fluorescéncia consideravel. Os conjugados, por sua
vez, sdo retidos na placa por conterem proteinas em sua composicdo e pelo fato de serem

formados por PQs, exibem sinal de fluorescéncia consideravel.
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Estabeleceu-se que, para a confirmacdo da conjugacdo, 0s conjugados deveriam
apresentar pelo menos 100% de aumento da intensidade de fluorescéncia quando comparados
aos valores medios dos controles. Para o calculo do aumento da intensidade de fluorescéncia,

foi utilizada a seguinte férmula:

(Fluorescéncia do Bioconjugado — Fluorescéncia do controle)

Fl érci lativ, = 100
uorescéncia relativa (%) Fluorescéncia do controle X %

na qual fluorescéncia do bioconjugado corresponde a intensidade de fluorescéncia emitida
pelo conjugado PQ-lectina e fluorescéncia do controle corresponde a média da fluorescéncia

emitida pelos controles (PQ e lectina).

4.5 Atividade Hemaglutinante

Uma vez que os conjugados foram preparados, foram feitos testes para avaliar a
capacidade destes de aglutinar hemacias. O protocolo seguido foi o descrito em Beltrdo et al.
(1998). Esses testes tém como funcdo demonstrar que o sitio de ligacdo ao carboidrato da

lectina permanece ativo mesmo ap0s 0 processo da conjugacdo com o ponto quantico.

4.6 Marcacéo dos Tecidos

Amostras parafinizadas de mama normal, fibroadenoma (FB) e carcinoma ductal
invasivo (CDI) foram obtidas no Banco de Tecidos do Setor de Patologia do LIKA — UFPE.
Foram feitos cortes de 4 um, fixados em laminas albuminizadas. As laminas foram entéo
desparafinizadas e reidratadas através do uso de solucdes de xilol e solucBes de alcool em
diferentes concentracfes (100% e 70%). Apds a desparafinizacdo, os cortes foram tratados
com uma solucdo de tripsina 0,1% (m/v), durante 2 minutos a 37°C. Em seguida, os tecidos
foram incubados com 100 pL do conjugado PQ-lectina por 2 h, a 4 °C. Nas laminas controle,
incubou-se os tecidos com 100 pL de PBS. Em testes iniciais, foi feito também o controle
utilizando para marcacdo apenas o PQ, com o proposito de verificar se haveria alguma
marcacdo inespecifica. As laminas foram entdo lavadas com PBS 0,01M, pH 7,2,
Posteriormente, foram adicionados 20 puL de PBS sobre a lamina e esta foi coberta com

laminula para realizacdo da leitura em microscopio.

4.7 Inibicdo da Marcacéao
Testes de inibicdo da marcacdo foram realizados incubando, previamente, 0s conjugados

com uma solugdo 0,3 M do seu carboidrato especifico (metil a-D-manopiranosideo para PQ-
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Con A e L-fucose para PQ-UEA, ambos obtidos através da Sigma-Aldrich Chemical Co.,
USA) durante 1 hora, sendo entéo seguido o protocolo de marcacao descrito anteriormente.

4.8 Obtencao e Processamento das Imagens

As laminas foram analisadas no microscopio de fluorescéncia (Leica DMI14000B, Leica,
Alemanha) utilizando o filtro A com excitagdo bandpass (340-380 nm) e coleta de emisséo
longpass, acima de 425 nm, para que fosse detectada a autofluorescéncia emitida pelo tecido
(visualizada na faixa do azul-verde), assim como a fluorescéncia emitida pelos pontos
quanticos (visualizada na faixa do laranja-avermelhado). Os tecidos foram observados usando
a objetiva de 20 e 40x. As imagens foram adquiridas utilizando a camera PCO Pixelfly (PCO-
TECH Inc., Michigan, USA). Todas as imagens foram coletadas utilizando os mesmos
parametros de aquisicdo. Os mapas de intensidade foram obtidos utilizando o software Image-
Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA).

5. RESULTADOS & DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo Optica dos Pontos Quanticos e Conjugados

A Figura 10 mostra o espectro de absorcdo das suspensdes analisadas. Como se pode
observar na imagem, o0s conjugados PQ-Con A (Adsorcdo) e PQ-UEA (Covalente)
apresentam maximo de absor¢do na mesma regido dos seus respectivos controles, contendo
apenas o PQ, (589 nm; 594 nm). Esse fato demonstra que a conjugacdo nao interferiu nas
caracteristicas espectroscépicas dos PQs, uma vez que 0s mesmos continuam exibindo um
longo espectro de absorcdo, que vai desde a regido UV até cerca de 600 nm, propriedade
caracteristica destas nanoparticulas.

Utilizando dados ja descritos na literatura, € possivel calcular o diametro dos PQs
utilizando para tal o espectro de absor¢do (DAGTEPE et al, 2007). A partir desta informacéo,
verificou-se que os PQs utilizados neste trabalho tém cerca de 3,5 nm de diametro. Utilizando
as informac0es descritas no espectro de absorcao é possivel ainda, através da Lei de Lambert-
Beer, a obtencdo da concentracdo de nanoparticulas presentes na amostra (YU, 2003). A
concentracéo original dos PQs de CdTe/CdS (MSA) foi cerca de 10* particulas/mL.



ANDRADE, C. G. 22

A — PQ-Con A B — PQ-UEA
—PQ —— PQ (diluigao 1:1)
o ©
3 «
2 2
« 14 «w@ 1
Ke) fe)
2 2
o o
[%2] (2]
Ke) Ke)
< <
0 : : 0 T T
400 500 600 700 400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 10. Espectros de absorcdo. Em A observa-se o espectro de absorcéo do conjugado por
adsorcdo (PQ-Con A), vermelho, e o controle (PQ) em azul. Em B, o conjugado covalente
PQ-UEA, em azul, e o controle (PQ diluido 1:1) em preto.

Na Figura 11 observa-se o0 espectro de emissao dos conjugados e suspensao de PQs.
Assim como foi visto no espectro de absor¢do, no espectro de emissdo 0s conjugados
apresentaram o mesmo padrdo de comportamento do controle PQ, exceto por um discreto
aumento da intensidade de luz emitida nos conjugados preparados através do método
covalente, o que pode ter ocorrido devido ao ajuste de pH sofrido pelo PQ durante o processo
da conjugacdo. Uma vez que o ajuste é feito com o proprio estabilizante, pode haver um

melhoramento da camada de passivacdo do PQ, melhorando assim sua intensidade.
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Figura 11. Espectros de emissdo. Em A, observa-se 0 espectro de emissdo do conjugado por
adsorcéo (PQ-Con A), vermelho, e o controle (PQ) em azul. Em B, o conjugado covalente
PQ-UEA, em azul, e o controle (PQ diluido 1:1) em preto.

5.2 Confirmacao da Bioconjugacéo

As tabelas 1 e 2 mostram os resultados da confirmacdo da bioconjugacdo através do

ensaio fluorescente em microplaca. Os resultados estdo apresentados pela média da leitura
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consecutiva de trés pocos. A conjugacao foi capaz de aumentar em 251% a intensidade de
fluorescéncia do conjugado PQ-Con A e em 123% a intensidade do conjugado PQ-UEA em
relacdo aos seus controles. Como citado anteriormente, foi estabelecido que, para a
confirmacdo da conjugacdo, os conjugados deveriam apresentar pelo menos 100% de
aumento da intensidade de fluorescéncia quando comparados aos valores meédios dos
controles. Sendo assim, o alto sinal de fluorescéncia emitido por esses sistemas (acima de

100%), quando comparados aos seus controles, confirma a ocorréncia da conjugacao.

Tabela 1. Resultados do ensaio fluorescente em microplaca de PQ-Con A. Os controles
incluem solugédo de Con A 280 pg/mL e o PQ em pH 8,0.

PQ-Con A
Intensidade de Fluorescéncia ) )
Amostras Fluorescéncia relativa
(u.a.)
Controles 213,5 -
PQ-Con A 750,0 251%

Tabela 2. Resultados do ensaio fluorescente em microplaca de PQ-UEA. Os controles
incluem solucdo de UEA 280 pg/mL e PQ/EDC/sulfo-NHS.

PQ-UEA
Intensidade de Fluorescéncia ) )
Amostras Fluorescéncia relativa
(u.a.)
Controles 261 -
PQ-UEA 583 123%

A interacdo por adsorcdo € baseada em atracBes hidrofébicas ou por interacdo
eletrostatica, sendo, dessa forma, um método simples, flexivel, amplamente utilizado. Por
outro lado, na ligacdo covalente hd o compartilhamento de um ou mais pares de elétrons entre
0s atomos, 0 que esse tipo de ligacdo tenda a ser mais forte e, portanto, mais estavel. Por essa
razdo, diversas tentativas foram realizadas com o propoésito de obter ambos os conjugados
(PQ-Con A e PQ-UEA) ligados covalentemente. Porém, o conjugado PQ-Con A covalente
ndo pode ser utilizado na marcacgdo dos tecidos uma vez que 0 mesmo precipitava instantes
apos a conjugacdo. Acredita-se que o ajuste do pH do PQ, necessario para conjugagédo
covalente (pH = 5,5), altera o estado tridimensional da proteina, favorecendo a formagéo de
dimeros. Esse estado pode ndo ser o ideal para conjugacdo com o PQ, desestabilizando o

sistema e levando a formacéo do precipitado.
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5.3 Atividade Hemaglutinante

Lectinas ligam-se especificamente a residuos de agucar terminais presentes na
superficie dos eritrocitos, levando-os a aglutinarem-se, 0 que é denominado atividade
hemaglutinante (KHAN et al., 2002).

Os resultados obtidos através dos testes de atividade hemaglutinante podem ser
visualizados na Figura 12. Caso haja hemaglutinacdo e o teste seja positivo, forma-se uma
malha de células na superficie do poco. Se o resultado for negativo, ou seja, ndo haja
aglutinacdo, as células precipitam, formando um botdo no fundo do poco. Observando-se a
Figura 12, verifica-se que, como esperado, 0 controle dos pontos quanticos ndo formou malha
na superficie do pogo, ja que estas nanoparticulas ndo possuem capacidade de aglutinar
hemaécias. O controle contendo apenas a lectina Con A foi capaz de aglutinar células mesmo
apos ser diluido 32 vezes. O mesmo comportamento foi mostrado pelo conjugado PQ-Con A.
O controle contendo apenas a lectina UEA aglutinou células até ser diluido 16 vezes, padrdo
também exibido pelo conjugado PQ-UEA. A capacidade de hemaglutinar células exibida
pelos conjugados PQ-Con A e PQ-UEA demonstra a preservacdo dos sitios de ligacdo a

carboidratos presentes na lectina mesmo ap0s o0 processo de conjugacao.

Dilvicao

Controle

Figura 12. Atividade hemaglutinante dos controles PQ, Con A 280 pg/mL, UEA 280 pg/mL
e conjugados PQ-Con A e PQ-UEA.

5.4 Marcacao dos Tecidos Mamarios

Imagens coradas com hematoxilina-eosina (HE) s&o, hoje, o padréo ouro para o exame
clinico de bidpsias. Tipicamente, um exame das imagens HE por um patologista permite uma
visualizagdo e identificacdo dos principais tipos de células. Enquanto as imagens coradas por
HE fornecem uma visdo da estrutura do tecido, imagens obtidas com auxilio de sondas
fluorescentes fornecem uma visualizacdo especifica e mais detalhada em termos de contetido
molecular (AMBEKAR et al., 2012).
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O desenvolvimento do tumor esta associado a alteracGes na estrutura de residuos de
glicanos presentes na superficie celular. A glicosilagdo aberrante muitas vezes resulta em um
encurtamento das cadeias do glicano ou em um aumento da expressao dessas estruturas em
células nas quais estes sdo normalmente ausentes ou escassos (HAKOMORI, 2001;
KOROURIAN et al., 2008). A caracterizacdo do perfil sacaridico é indispensavel para a
compreensdo dos diversos processos bioldgicos, entre eles, o desenvolvimento do cancer
(SHIMMA & JIGAMI, 2004). As Figuras 13 e 14 demonstram a expressdo de manose/glicose
e L-fucose no fibroadenoma e no carcinoma ductal invasivo. Para tal, foram utilizadas as

sondas formadas pelos PQs e as lectinas Con A e UEA-I, respectivamente.

% & s 55 y & J
Figura 13. Marcacdo do FB com diferentes lectinas. Em A, tecido controle, em C, marcacéo
com PQ-Con A e em E, marcacdo com PQ-UEA (400x). Em B, D e F, os respectivos mapas
de intensidade (Azul =0 u.a.; Verde = 112 u.a.; Amarelo = 176 u.a. e Vermelho = 255 u.a.).
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Figura 14. Marcacdo do CDI com diferentes lectinas. Em A tcidocontole, em C, marcago
com PQ-Con A e em E, marcacdo com PQ-UEA (400x). Em B, D e F, os respectivos mapas

de intensidade (Azul =0 u.a.; Verde = 112 u.a.; Amarelo = 176 u.a. e Vermelho = 255 u.a.).

Todas as amostras de tecidos humanos apresentam autofluorescéncia intrinseca, que é
em grande parte devido ao colageno fibras de fluorescéncia (BROKNER et al., 2000). O
colageno esta presente em grande quantidade nas membranas basais dos tecidos e possui forte
emissdo na regido do azul-violeta, como mostrado na Figura 13A e 14A (HAGE, 2001).
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Em testes iniciais foi feita a incubacéo dos tecidos apenas com o PQ, sem lectina, para
verificar se haveria algum tipo de interacdo inespecifica. Como esperado, ndo houve
marcacdo, sendo visualizado no microscopio apenas a autofluorescéncia do tecido (imagens
ndo exibidas). Acredita-se que, na auséncia da lectina, o PQ sozinho nao é capaz de interagir
com o tecido, e assim, é removido durante a lavagem com PBS.

Como evidenciado nas Figuras 13C e 14C, o conjugado PQ-Con A foi capaz de
marcar o estroma tecidual assim como as células ductais, tanto nas amostras de fibroadenoma
como no carcinoma ductal invasivo. O padrdo de marcacdo do PQ-UEA foi diferente do
padrdo de PQ-Con A em ambos os tipos de tecido, tendo esse conjugado marcado
principalmente as celulas ductais e mais fracamente o estroma. No fibroadenoma, PQ-UEA
marcou tanto as células ductais como os fibroblastos presentes no estroma (Figura 13E),
enguanto no CDI, foram marcadas principalmente as células transformadas (Figura 14E). Esse
resultado reflete a distribuicdo de manose/glicose e fucose nos tecidos e esta diretamente
relacionado a atividade de glicosiltransferases e glicosidases.

Apesar de a adsorcdo ser uma interacdo fraca, devido a auséncia de formacédo de
ligacdo quimica, os resultados obtidos com o conjugado PQ-Con A foram reproduzidos com
sucesso, assim como 0s do conjugado PQ-UEA, observando-se sempre 0 mesmo padrdo de
marcagdo nas laminas.

Em Beltrdo et al. (1998), observou-se marcacdo moderada do epitélio ductal no
fibroadenoma. Esse estudo foi realizado utilizando como sonda a lectina Con A conjugada a
peroxidase. No mesmo trabalho foi visto que o tecido mamario maligno, assim como o
benigno, demonstrou marcacdo de intensidade variavel do estroma quando utilizada esta
sonda, o que pode ser explicado pelo reconhecimento, a partir da lectina, de residuos de
glicose da porcéo glicidica do colageno. Régo (2009) verificou que Con A e UEA conjugadas
a peroxidase marcaram células neoplasicas com maior intensidade em casos de CDI pouco
diferenciados.

A maioria dos estudos sobre o diagnostico do cancer de mama se concentram em
células epiteliais, dessa forma, pouco tem sido relatado sobre o papel do estroma circundante
e da sua matriz extracelular (MEC). O envolvimento do estroma e a sua utilizagdo como uma
ferramenta de diagnostico, no entanto, &€ um conceito emergente. A MEC contém
predominantemente colageno tipo I, que tem sido reconhecido como sendo importante para a
iniciacdo e progressdo do cancer da mama (AMBEKAR et al., 2012).

Recentemente, tem se desenvolvido metodologias para quantificar a organizacao das

fibras de colageno utilizando a microscopia SHG. A quantificacdo facilita a deteccdo de
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mudangas na organizacdo destas fibras devido a dano ou doenga, e, portanto, pode contribuir
para o diagnostico precoce. Han e colaboradores (2008) utilizaram a microscopia SHG para
identificar a relacdo estrutural do colageno presente no estroma saudavel e no estroma
tumoral. Diferencas no contetdo de colageno, em sua estrutura e distribuicdo em tecidos
tumorais mostram o potencial de sua aplicagdo como marcador no diagnéstico de cancer
(HOMPLAND et al., 2008).

O conjugado PQ-Con A mostrou-se uma ferramenta aplicavel para marcacdo de
estroma, como pode ser visualizado nas Figuras 13C e 14C. Tanto no tumor maligno como no
tumor benigno houve marcacdo intensa do estroma. A matriz extracelular é um produto
celular complexo, formado por glicoproteinas, colageno, glicosaminoglicanas e
proteoglicanas como principais componentes, dessa forma, a lectina Con A é capaz de
interagir com os residuos de carboidratos presentes na MEC (GOISSIS, 2007).

As células do estroma, em conjunto com os componentes da MEC, proporcionam o
microambiente que é fundamental para o crescimento das células cancerigenas, a invasao e
progressdo metastatica. Alteracdes do estroma podem acompanhar ou até mesmo preceder a
transformagdo maligna de células epiteliais (MICKE & OSTMAN, 2004).

Devido a importancia do estroma tumoral para o desenvolvimento, promogdo e
invasdo do cancer, tem se discutido, nos Gltimos anos, o papel do estroma como fonte de
novos biomarcadores de cancer. Da mesma forma que, a célula maligna em si pode ser a fonte
de substancias que podem ser utilizadas como biomarcadores do cancer, o estroma tumoral
contém fatores que podem ser utilizados como biomarcadores potenciais (SUND &
KALLURI, 2009). Em contraste com os fibroblastos normais, fibroblastos associados ao
cancer, por exemplo, aumentam o crescimento de tumores e metastases através da producao
de fatores de crescimento e proteinas da MEC, alterando os padr@es de sinalizacao e interacdo
célula-célula e a adesdo/migracéo celular (KHAMIS, 2012).

Além da comparacdo do padrdo de marcacao entre as duas lectinas no fibroadenoma e
CDI, também foi feito um estudo comparando a intensidade da marcacao de PQ-Con A e PQ-
UEA no tecido mamario normal, fibroadenoma e CDI, com o objetivo de correlacionar a
expressdo de carboidratos com o nivel de transformagdo histologica. A Figura 15 mostra o
padrdo de marcagdo de PQ-Con A no tecido mamario normal, no tumor benigno (FB) e no
tumor maligno (CDI). Na Figura 17 foi feita avaliagdo da marcagdo destes mesmos tecidos,
porém, utilizando o conjugado PQ-UEA. As Figuras 16 e 18 ilustram, respectivamente, 0s

mapas de intensidade referentes a estas marcagoes.
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Figura 15. Marcacdo de tecido mamario com PQ-Con A (400x). Em A, tecido mamario

normal, em B, fibroadenoma e em C, CDI.
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Figura 16. Mapas de intensidade referentes a marcacdo com PQ-Con A. Em A, tecido
mamario normal, em B, fibroadenoma e em C, CDI (Azul = 0 u.a.; Verde = 112 u.a.; Amarelo
=176 u.a. e Vermelho = 255 u.a.).
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Figura 17. Marcagdo de tecido mamario com PQ-UEA (400x). Em A, tecido mamario

normal, em B, fibroadenoma e em C, CDI.
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Figura 18. Mapas de intensidade referentes a marcagdo com UEA. Em A, tecido mamario
normal, em B, fibroadenoma e em C, CDI (Azul = 0 u.a.; Verde = 112 u.a.; Amarelo = 176
u.a. e Vermelho = 255 u.a.).
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O tecido normal demonstrou marcacao intensa do estroma pelo conjugado PQ-Con A
e auséncia de marcacdo das células ductais por este mesmo conjugado (Figura 15A e 16A),
sendo estas visualizadas em azul devido a autofluorescéncia emitida pelo tecido. Ja utilizando
0 conjugado PQ-UEA, destaca-se a marcagdo intensa das células e moderada do estroma
(Figuras 17A e 18A). Em Régo (2009), também foi observada marcacao das células epiteliais
na mama normal utilizando a UEA, porém, neste trabalho, a lectina foi utilizada conjugada a
peroxidase. A Tabela 3 sumariza os resultados obtidos através da marcacdo de tecidos
mamarios com o conjugado lectina e ponto quantico.

Observando os mapas de marcagdo do conjugado PQ-Con A (Figura 16) verifica-se
uma ligeira diferenca na intensidade da marcacdo do tecido normal quando comparado ao
fibroadenoma e carcinoma ductal invasivo, sendo o primeiro levemente mais intenso. No
entanto, houve pouca diferenca na intensidade de marcacdo entre o tumor benigno e o tumor
maligno.

Em relacdo aos mapas de marcacdo do conjugado PQ-UEA, apesar de exibirem
marcacgdo mais intensa quando comparados ao conjugado PQ-Con A, também ndo apresentam
diferencas significativas entre os tecidos, apenas uma marcacgdo ligeiramente menos intensa

no CDI quando comparado ao FB e tecido normal.

Tabela 3. Sumario da marcacao de tecido mamario humano por PQ-Con A e PQ-UEA.

) Carcinoma Ductal
Mama Normal Fibroadenoma

Invasivo

Estroma intensamente

Estroma intensamente

Estroma e células ductais

marcado. Células

PQ-Con A :
marcado. intensamente marcados. transformadas marcadas
moderadamente.
Células ductais Células ductais e Células transformadas
PO-UEA intensamente marcadas. | fibroblastos intensamente | intensamente marcadas.
Q- Estroma moderadamente marcados. Estroma Estroma fracamente
marcado. moderadamente marcado. marcado.

Diversos trabalhos fizeram uso das lectinas para avaliar tecidos mamarios. Em estudo

publicado por Beltrdo e colaboradores (1998), investigou-se o padrdo de expressdo de

carboidratos no tecido normal e transformado (doenga fibrocistica, FB e CDI) utilizando Con
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A e Cra Iso 1 conjugadas a peroxidase. Verificou-se marcacdo fraca de Con A no tecido
normal, moderada no fibroadenoma e intensa no carcinoma ductal invasivo. Em 2006, Santos
et al. conjugaram pontos quanticos de CdS/Cd(OH); a lectina Con A com o intuito de marcar
fibroadenoma e comparar ao tecido normal. Como no trabalho anterior, foi vista marcagédo
mais intensa do fibroadenoma em relagéo ao tecido normal.

Campos et al. (2006) utilizaram a lectina Con A conjugada ao éster de acridina na
marcacdo de tecido mamario normal e CDI. Observou-se maior emissao de luz pelo CDI
quando comparado ao normal. Em Brustein et al. (2012) também foi utilizado a
quimiluminescéncia para diferenciar o tecido mamario normal do fibroadenoma e CDI.
Empregando as lectinas Con A e PNA conjugadas ao éster de acridina foi visto que a
intensidade de luz emitida foi maior no fibroadenoma seguido do CDI e do tecido normal.
Vale salientar que o emprego de metodologias distintas pode justificar a diferenca entre os

resultados obtidos nestes trabalhos.

5.5 Inibicéo da Marcagéo

A fim de demonstrar a especificidade da marcagéo obtida, foram realizados ensaios de
inibicdo da marcacgéo. Para tal, antes de serem aplicados nos tecidos, os conjugados PQ-Con
A e PQ-UEA foram incubados com seus acucares especificos (metil a-D-manopiranosideo e
L-fucose, respectivamente). A incubacdo prévia com o carboidrato faz com que este ocupe 0s
sitios de ligacdo a carboidratos presentes nas lectinas e assim, ao ser aplicado no tecido, o
conjugado nao é capaz de reconhecer os glicoconjugados localizados na superficie celular.

O resultado dos testes de inibicdo da marcacdo é mostrado na Figura 19. Como
esperado, ap6s o conjugado PQ-Con A ser inibido com seu carboidrato especifico, ocorreu
reducdo quase total da marcacdo das amostras de fibroadenoma e carcinoma ductal invasivo.
O mesmo comportamento foi verificado ao inibir o conjugado PQ-UEA com seu carboidrato
especifico.

Uma vez que os sitios de reconhecimento a carboidratos da lectina estejam ocupados,
ndo ocorre interagdo dos conjugados com 0s agUcares presentes na superficie das células
ductais e estroma, sendo eles removidos apds a lavagem com o tampéo. Este resultado indica
que a marcacao obtida pelos conjugados PQ-Con A e PQ-UEA nas amostras de fibroadenoma

e CDI foi, de fato, especifica.
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Figura 19. Inibigé—oidoé conjugados PQ-Con A e PQ-UEA. Em A e B, fibroadenoma e CDI,
respectivamente, incubados com PQ-Con A inibido. Em C e D, fibroadenoma e CDI,

respectivamente, incubados com PQ-UEA inibido (400x).
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6. CONCLUSAO

Através da metodologia utilizada neste trabalho, foi possivel obter com sucesso pontos
quéanticos de CdTe/CdS funcionalizados e passivados com AMS. Apesar da conjugacdo de
PQs a diferentes biomoléculas ainda ser um desafio, o ensaio fluorescente em microplaca
mostrou que o método empregado permitiu a obtencdo eficaz de conjugados PQ-lectinas.
Ainda, a analise espectroscépica demonstrou que o processo de conjugacao utilizado nédo
altera as propriedades dos PQs e ndo afeta a viabilidade das lectinas, como comprovado no
teste da atividade hemaglutinante.

Os conjugados PQ-Con A e PQ-UEA mostraram distribuicdo da marcacdo diferente,
havendo preferéncia por certas &reas do tecido mamario. O primeiro marca fortemente o
estroma e moderadamente as células ductais, enguanto que o0 segundo marca
preferencialmente as células ductais e mais fracamente o estroma. E possivel ainda afirmar
gue a marcacdo obtida foi de fato especifica, pois uma vez inibidos os conjugados, com
carboidratos especificos, a marcacao foi drasticamente reduzida.

Os resultados obtidos mostram o potencial de conjugados de PQ-lectinas como sondas
moleculares, capazes de gerar informacdes a cerca de estruturas celulares, contetdo molecular
e ambiente tumoral e assim ajudar a elucidar processos bioldgicos, gerando novas

possibilidades, particularmente na medicina diagnostica.

7. PERSPECTIVAS

Uma vez que os resultados envolvendo o tema séo contraditdrios, mais estudos devem
ser desenvolvidos na tentativa de esclarecer o assunto. Como perspectivas para este trabalho
tém-se: o aprimoramento do protocolo de conjugacdo, a utilizagdo de PQs com cores diferentes
(uma cor para cada lectina), melhoramento do processo de marcacdo (variacdo do tempo e
temperatura de incubacdo) e uma investigacdo mais aprofundada do papel da tripsinizacéo.
Pretende-se ainda empregar o ensaio fluorescente em microplaca para avaliar ndo s6 o
processo de conjugacdo, como a prépria marcacdo em si. Para isso, pensou-se em incubar os
tecidos com o0s conjugados nas microplacas, para obter resultados quantitativos apds a leitura
no fluorimetro. E fundamental também aumentar o nimero de amostras para obtencdo de

resultados mais conclusivos.
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