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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o0 desenvolvimento de um método
histoquimiluminescente para avaliagdo quantitativa da expressédo de carboidratos em
tumores cutaneos utilizando lectinas conjugadas a éster de acridina (EA). As lectinas Con
A, PNA e UEA-|I foram conjugadas a EA. A atividade hemaglutinante da lectina-EA foi
avaliada e a quimiluminescéncia quantificada e expressa em Unidades Relativas de Luz
(URL). Bibpsias de pele normal e de tumores cutdneos (ceratose actinica,
ceratoacantoma, carcinoma espinocelular e basocelular) foram incubadas com o
conjugado lectina-EA. A emissdo de fétons foi quantificada e correlacionada com a
marcacgao de tecidos normais e transformados. Os tumores cutaneos apresentaram uma
maior expressdo de residuos de Gal-B(1-3)-GalNAc e uma menor expressdo de a-D-
glicose/manose e a-L-fucose, evidenciados pelas diferengas nos valores de URL. O
método histoquimiluminescente, utilizando lectinas conjugadas a éster de acridina,
permitiu a avaliagdo quantitativa direta da expresséo de carboidratos em neoplasias de
pele, combinando a especificidade da interagéo lectina-carboidrato e a sensibilidade dos
ensaios quimiluminescentes, contribuindo para eliminar a subjetividade da avaliagéo

histoquimica convencional de carboidratos.

Palavras chaves: carboidratos; Con A; histoquimica; lectinas; PNA; quimiluminescéncia,;

tumores cutaneos; UEA-I.



ABSTRACT

The aim this work is development a chemiluminescent histochemistry procedure for the
direct quantitative evaluation of carbohydrates expression in cutaneous tumors using
lectins conjugated to acridine ester (AE). The lectins Con A, PNA and UEA-I was
conjugated to AE. After conjugation, lectin-AE was evaluated regarding the maintenance
of its carbohydrate recognition property (hemagglutinating activity) and
chemiluminescence quantified and expressed in relative light units (RLU). Biopsies of
normal skin and cutaneous tumors (actinic keratosis, keratoacantoma, squamous cell
carcinoma and basal cell carcinoma) were incubated with lectin-AE. Photon emission was
measured and correlated to the labeling of the normal and transformed tissues. Cutaneous
tumors presented a higher expression of 3-Gal (1-3)-GalNAc, and lower expression of a-
D-glucose/mannose and a-L-fucose residues, evidenced by differences in RLU values.
The procedure chemiluminescent histochemistry, using lectins conjugated to acridine
ester, allowed the direct quantitative evaluation of carbohydrate expression in tumors of
the skin, combining the specificity of lectin-carbohydrate interactions and sensitivity of
chemiluminescent assays, contributing to eliminate the subjectivity of conventional

histochemical evaluation of carbohydrates.

Keywords: carbohydrates; chemiluminescence; Con A; cutaneous tumors;

histochemistry;lectins; PNA; UEA-I.
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1. INTRODUCAO

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgéos, podendo espalhar-
se para outras regibes do corpo (metéstase). Dividindo-se rapidamente, estas células
tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formagéo de tumores ou

neoplasias malignas (INCA, 2011).

O céancer de pele é o tipo de neoplasia mais frequente, correspondendo a cerca de
25% de todos os tumores malignos registrados no Brasil. Quando detectado
precocemente, este tipo de cancer apresenta altos percentuais de cura. Os tratamentos
se baseiam em excisdo cirurgica, crioterapia, radiacdo ionizante e quimioterapia tépica

(INCA, 2009).

As neoplasias cutdneas estdo relacionadas a alguns fatores de risco, como raga,
idade, género, exposi¢do cronica a agentes mutagénicos (quimicos e fisicos), processo
irritativo cronico (Ulcera de Marjolin), genodermatoses (xeroderma pigmentosum), fatores
genéticos e, principalmente, a exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta (UV), em

especial ao ultravioleta tipo B (UVB) (OGDEN; TELFER, 2009).

Os neoplasmas cutaneos podem ser classificados em dois grandes grupos: melanoma
e cancer de pele ndo-melanoma. O Ultimo grupo inclui, principalmente, os carcinomas
basocelular (CBC) e espinocelular ou de células escamosas (CEC), ceratoacantoma (KA)
e ceratose actinica (CA). Estes tumores apresentam crescimento rapido, quando
diagnosticados e tratados tardiamente podem ser funcionalmente destrutivos (Sociedade

Brasileira de Dermatologia, 2011).

Alteracbes na expressdo de glicosiltransferases e glicosidases, enzimas que

determinam os padrdes de glicosilagdo de lipideos e proteinas, podem desencadear uma
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cascata de eventos que estdo envolvidos na transformagdo oncogénica das células

(BLOMME et al., 2009).

Os glicanos coordenam importantes atividades bioldgicas, tais como, interacfes
proteina-proteina, transporte e dobramento de proteinas, reconhecimento imunoldgico,
adesdo e migracgdo celular, e sinalizacdo entre células (ZENG et al., 2010). O processo de
glicosilagdo é severamente alterado durante a transformag¢@o oncogénica de células
animais (HAKOMORI, 1996). Alteragdes na estrutura e/ou na distribuicdo de glicanos
estdo relacionadas as caracteristicas de malignidade do tumor, como proliferacdo e
crescimento das células tumorais, capacidade de invaséo e de metastase, angiogénese e
silenciamento do sistema imune (FUSTER; ESKO, 2005). Portanto, a investigacado das
interacOes lectina-carboidrato torna-se necessaria para a compreensdo da origem
histogenética e o comportamento do tumor durante a sua diferenciacdo, e confirma a
hip6tese de que mudancas bioquimicas na célula sdo eventos que podem sinalizar a

morfodiferenciagéo celular (HERLING et al., 2000).

Lectinas séo glicoproteinas de origem n&o imunolégica que possuem a habilidade de
se ligar especificamente a mono ou oligossacarideos de forma reversivel (HONG et al.,
2001) e atuam como moléculas de reconhecimento dentro das células, na superficie

celular e em fluidos fisiolégicos (SOUZA et al., 2001).

Na histoquimica, lectinas com diferentes especificidades a carboidratos podem
fornecer um sistema de deteccdo sensivel para mudancas na expresséo de carboidratos
(MELO-JUNIOR et al., 2008). Esta ferramenta tem sido utilizada para mostrar diferencas
no padréo glicosilagdo celular durante diversas doencas tais como, infec¢cbes por
patégenos (MELO-JUNIOR et al., 2008), colite ulcerativa (MELO-JUNIOR et al., 2004),

tumores cutaneos (MELO-JUNIOR et al., 2006), carcinoma mucoepidermdide de glandula
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parétida (SOBRAL et al., 2010), tumor meningotelial (BELTRAO et al., 2003), carcinoma

ductal invasivo (KOROURIAN et al., 2008) e carcinoma prostatico (LIMA et al., 2010)

Quimiluminescéncia (QL) é definida como a emissdo de radiacdo eletromagnética,
geralmente na faixa do visivel - infravermelho proximo, produzida por uma reagéo quimica
(GARCIA-CAMPANA et al., 2003). A aplicagido da QL na quimica analitica depende da
acoplagem da substancia de interesse a um dos participantes da reagado
quimiluminescente ou ao produto no estado excitado. A concentracdo da amostra
desconhecida sera proporcional & produgéo de luz total emitida (CAMPBELL et al., 1985).
O éster de acridina (EA) tem sido introduzido em imunoensaios a partir da necessidade de
substituir os marcadores radiois6topos devido a sua curta meia vida, ao perigo potencial a

saude e aos problemas quanto aos dejetos gerados (WEEKS et al.,1986).

A sensibilidade, a possibilidade de quantificacdo, a escala dindmica e a diversidade
dos ensaios quimiluminescentes, largamente empregados na revelacdo de proteinas,
acidos nucléicos (KRICKA, 2003) e, atualmente, carboidratos (CAMPOS et al., 2006),
tornam a “histoquimiluminescéncia” uma importante ferramenta auxiliar na histoquimica

dos tumores cutaneos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cancer de pele ndo melanoma (NMSC)

Céncer de Pele N&o-Melanoma (NMSC) é originado das células epidérmicas e
constituem uma categoria que engloba todos os tipos de canceres de pele, excetuando os
melanomas, sendo os mais incidentes na populagcéo brasileira. Estes tumores sé&o
classificados como carcinoma basocelular (CBC), carcinoma espinocelular ou de células
escamosas (CEC), ceratoacantoma (KA), ceratose actinica (CA) e ceratose seborréica
(CS). E tipicamente encontrado na cabeca, no pescoco, na face e nos bragos, mas pode
ocorrer em qualquer regido do corpo. Estes neoplasmas sdo raramente fatais, entretanto
sdo considerados tumores de crescimento rapido e quando diagnosticados e tratados
tardiamente podem ser funcionalmente destrutivos. Estima-se que o cancer de pele ndo
melanoma esteja em alta e que um milh&o de casos irdo ocorrer a cada ano. Estudos
demonstram que 40 a 50% das pessoas nos EUA que viverem até 65 anos terdo cancer

de pele ndo melanoma (DERGHAM et al., 2004).

Segundo o INCA, no Brasil, o NMSC continua sendo o tipo mais incidente para ambos
0s sexos (114 mil casos novos). O numero de casos novos estimado para o Brasil no ano
de 2010 foi de 53.410 entre homens e de 60.440 nas mulheres, correspondendo a um
risco estimado de 56 casos novos a cada 100 mil homens e 61 para cada 100 mil

mulheres (Tabelas 1 e 2).

Os tumores cutaneos sdo os mais incidentes em homens na maioria das regioes do
Brasil, exceto na regido Centro-Oeste, prevalecendo o cancer de prostata. Nas mulheres
sdo os mais frequentes nas regides Sul, Centro-Oeste, Nordeste e Norte. Os carcinomas
basocelulares e de células escamosas sdo os dois tipos mais frequentes de cancer de
pele ndo melanoma. A Sociedade Americana de Céancer estimou, em 2007, mais de um

milh&o de casos de CBC e CEC (INCA, 2009).
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Tabela 1. Estimativas para o ano de 2010 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e de nimero de casos

novos por cancer, em homens, segundo localizagdo primaria.

L Estimativa dos Casos Novos
Localizagao Primaria -
Heup'asia Ma'igna m Gaﬂllal

Taxa Bruta Taxa Bruta

52 350 14.050
13,820 1425 [ 3490 |

Cavidade Oral 10.330 2.920
Leucemias 1.440

Outras Luca}i_t;ﬁes 59130 61,01 18.580 87.67
Subtotal 182.830 188,66 52.500 247,59
Pele ndo Melanoma 53.410 S 11.880 5597

Todas as Neoplasias 236.240 243,71 64380 | 30350 |

*Miimeros arredondados para 10 ou maltiplos de 10

Tabela 2. Estimativas para o ano de 2010 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e de nimero de casos

novos por cancer, em mulheres, segundo localiza¢éo primaria.

Localizagao Priméria  Estimativa dos Casos Novos i

Mama Feminina 49240 49 27 17.540 74,56
Colo do Utero 18.430 18,47 5.280 22,50
Colon e Reto 14.800 14,80 5.530 23,54
Tragueia, Brénguio e Pulmao 9830 9,82 3.130 13,37
Estémago 7.680 7,70 2.340 9,94
Leucemias 4.340 4,33 1.330 552
Cavidade Oral 3.790 3,76 1.090 448
Pele Melanoma 2.970 2,92 860 338
Es6fago 2.740 2,69 660 2,55
Outras Localizagoes 78770 78,83 28510 | 121.33
Subtotal : 192590 192,74 66.270 282,03
Pele ndo Melanoma 60.440 60,51 12.800 54,45
Todas as Neoplasias 253.030 253,23 79.070 336,52

*Numeros arredondades para 10 ou miltiplos de 10

A maioria dos canceres de pele ocorre devido a exposicdo excessiva a radiacdo
ultravioleta (UV), ), em especial ao ultravioleta tipo B (UVB) a qual promove mutagcbes em

proto-oncogenes e/ou genes supressores do tumor p53 formando dimeros de timina
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(RICOTTI et al., 2009). Falhas na reparacdo destas mutagbes podem resultar na

formagao do tumor (GROSSMAN; LEFFELL, 1997).

Outros fatores de risco incluem: cor da pele; idade; género; exposi¢cao crbnica a
agentes mutagénicos, como por exemplo, raios X, gama e grenz, (ALAM; RATNER,
2001), e exposicdo ao alcatrdo (WEEDON, 2003), arsénico e Hidrocarbonetos Arométicos
Policiclicos (HAPs) (ALAM; RATNER, 2001); processo irritativo cronico (OGDEN;
TELFER, 2009), fatores genéticos (albinismo) e genodermatoses (WONG; STRANGE;

LEAR, 2003).

Além disso, o estado de imunossupressao, traumas e queimaduras (WEENDON,
2003), infecgbes pelo Papilomavirus Humano (HPV) (BUTANI et al., 2005), dietas com
baixa ingestdo de gordura e baixo consumo de vitaminas (MALONEY, 1996; DAVIES et
al., 2002; GRANGER et al, 2006) sao fatores que podem contribuir para o

desenvolvimento de tumores cutaneos

No Brasil, a ceratose actinica é a doenca de pele mais frequentemente diagnosticada
pelos dermatologistas em pacientes do sexo masculino com mais de 40 anos (Sociedade
Brasileira de Dermatologia, 2011). Estima-se que na Europa Ocidental 23% da popula¢éo
é diagnosticada com este tipo de lesdo. Entretanto, na Austrdlia a ceratose actinica é
bastante comum atingindo 60% dos individuos acima de 40 anos de idade (SMITS;
MOOR, 2009). Segundo Cockerell (2000) CA e CEC representam a mesma lesdo em
diferentes estagios de evolugdo, considerando a ceratose actinica como o estagio mais
precoce. Outros estudos computam que 20 a 25% dos casos de ceratose evoluem para

carcinoma (DERGHAM et al., 2004).

Dados sobre a incidéncia do ceratoacantoma s&o incertos, pois 50% dos casos

involuem espontaneamente. Entretanto, sabe-se que este tipo de lesdo ocorre,
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principalmente, em pessoas de pele clara com idade entre 50 e 69 anos. Sua incidéncia

est4 ligeiramente aumentada em homens numa razdo de 3:1 (RICOTTI et al., 2009).

Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia (2011), o CEC é o segundo de tipo
de cancer mais frequente, correspondendo 20% do total de tumores malignos registrados
no Brasil. A ocorréncia de CEC é maior em homens acima de 60 - 70 anos de idade
(PETTER; HAUSTEIN, 2000). Estudos epidemiolégicos relatam que desde 1960 a
incidéncia global do carcinoma espinocelular aumenta anualmente. Presume-se que dois
fatores estdo relacionados ao aumento: alteracdes nos habitos de exposicdo ao sol e a
deplegcéo na camada de ozobnio. Apesar da baixa taxa de mortalidade do CEC (INCA,
2009), a sua morbidade é significativamente elevada, provocando incapacitagdo por
desfiguramento (POULSEN et al., 2003). O carcinoma espinocelular tem comportamento
biolégico que permite, além da recorréncia local, a ocorréncia de metastases linfaticas e

em 6rgaos a distancia (CHERPELIS; MARCUSEN; LANG., 2002).

No Brasil, o carcinoma basocelular € a mais frequente das neoplasias cutaneas,
representando 70% do total de casos (INCA, 2011). Sua ocorréncia € mais comum em
homens (ap6s 40 anos de idade) do que em mulheres, numa propor¢éo 2:1 (STAPLES,;
MARKS; GILES, 1998). O risco médio para caucasianos desenvolverem CBC é de
aproximadamente 30% (LEAR; SCHMITH, 1997), principalmente individuos com cabelos
loiros ou ruivos, olhos claros e que apresentam queimaduras, e ndo bronzeamento,
quando expostos ao sol (GREEN et al., 1996). Entretanto, Nouri e colaboradores (2002)

relataram casos de CBC em individuos de pele escura, incluindo descendentes africanos.

A prevencao do cancer de pele, inclusive os melanomas, inclui acdes de prevengéo
priméria, por meio de protecdo contra luz solar, que sdo efetivas e de baixo custo. Em
geral, as lesdes possuem indices de cura superiores a 95% quando tratados precoce e

corretamente (INCA, 2011).
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Diversos tipos de tratamentos para os NMSCs tém sido descritos, como por exemplo,
excisdo cirdrgica, crioterapia, radiacao ionizante, terapia fotodindmica e quimioterapias
topicas. A escolha do tratamento depende, principalmente, do tipo de neoplasia, da

preferéncia do paciente e do custo (RICOTTI et al., 2009).

Ceratose Actinica (CA)

O termo “ceratose actinica” significa crescimento ceratético (espesso, escamoso)
causado por um dano induzido por radiacdo eletromagnética, incluindo luz solar. Outras
fontes de radiagéo, tais como fontes de luz artificial, incluindo camas de bronzeamento, e

radiacao ultravioleta, podem causar o desenvolvimento deste tipo de leséo.

A ceratose actinica tem sido conceituada por dermatologistas como uma leséo pré-
neoplasica com a proliferagdo de queratindcitos atipicos. Alguns pesquisadores afirmam
que CA pode representar uma forma intra-epitelial do carcinoma de células escamosas
mantidas sob vigilancia imunoldgica do organismo, permanecendo estatico ou regredindo

espontaneamente (OGDEN; TELFER, 2009).

Histopatologia

Histologicamente a ceratose actinica caracteriza-se por alteragfes epidérmicas de
carater atrofico e distrofico, associadas a degeneragdo hialina do coldgeno da derme
superficial subjacente. A camada espinhosa da pele é irregular, com zonas atroficas
alternando com zonas hiperplasicas, e presenca de vérias depressfes digitiformes. A

superficie coberta por hiperceratose orto e paraceratdsica € irregular, por vezes

papilomatosa. As células da camada espinhosa, quer do corpo mucoso quer da camada
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basal, perdem gradualmente as suas caracteristicas normais, ou seja, sdo de maior
volume, tem citoplasma mais claro, ndcleos irregulares e maior niumero de mitoses

(ESTEVES, BAPTISTA e RODRIGO, 1980) (Figura 1).

Figura 1. Imagem histolégica da ceratose actinica (magnificagdo original 200x): presenga de paraceratose

(seta preta) e elastose solar da derme (seta vermelha). Presenca de infiltrado inflamatério.

Fonte: RICOTTI et al., 2009.

Manifestagdes clinicas

Manifesta-se, de inicio, por pequena mancha acastanhada de limites irregulares, mal
marcados, plana ou ligeiramente saliente, de superficie lisa ou um pouco rugosa e
ceratosica (Figura 2). Apés alguns anos de evolucédo, a lesdo espessa-se, infiltra-se, os
bordos tornam-se mais elevados e nitidos, 0 centro erosiona-se ou cobre-se com espessa
camada coOrnea (papiloma co6rneo) adquirindo as caracteristicas dos carcinomas de

células escamosas ou dos basocelulares (ESTEVES, BAPTISTA e RODRIGO, 1980).
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Figura 2. Apresentacao clinica da ceratose actinica.

Fonte: RICOTTI et al., 2009.

Ceratoacantoma (KA)

O termo ceratoacantoma foi primeiramente descrito como “Ulcera crateriforme da face”
por Sir Jonathan Hutchinson em 1889. O KA é um tumor cuténeo crateriforme derivado da
bainha epitelial externa dos foliculos pilosos, que pode ser confundido com o carcinoma
espinocelular, entretanto caracteriza-se por ciclo evolutivo de crescimento rapido e

regressao espontanea.

Este tipo de tumor apresenta-se como lesé@o solitaria ou multiplas lesdes, de forma
esporadica ou em uma sindrome hereditaria, ou ainda em associagdo com doencas
inflamatorias. Histologicamente, pode ter caracteristicas diferentes dependendo da

apresentacao clinica, e alguns tipos podem realizar metastase (KO, 2010).
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Histopatologia

Ha trés estagios na historia natural dos ceratoacantomas: a fase proliferativa, a fase

de maturidade e a fase involutiva.

Segundo Ricotti et al. (2009), na fase proliferativa (2 a 10 semanas), observa-se
invaginacdo da epiderme atrofiada originando-se de foliculos pilosos e preenchida por
lAminas de queratina. Pode haver numerosas figuras de mitose e infiltrado inflamatério

dérmico (Figura 3).

Figura 3. Imagem histologica da fase proliferativa do Ceratoacantoma (magnificacao original 100x).

Fonte: TAN e LEE, 2009.

Na fase de maturidade o ceratoacantoma apresenta depressao central crateriforme
preenchida de queratina (ortoceratdsica) e cuja abertura é bem limitada por um esporéo
formado pela invaginacdo da epiderme atrofiada que recobre lateralmente a massa
tumoral. A diferenciacdo ceratésica é bem evidente, as mitoses e as anomalias nucleares
sdo relativamente numerosas. Nesta fase, a queratinizacdo das células escamosas é
intensa resultando em aspecto eosinofilico palido. A proliferagéo displasica ndo ultrapassa

o nivel das glandulas sudoriparas. O infiltrado inflamatério do estroma € relativamente
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denso, linfocitario, com eosinéfilos no inicio e posteriormente com plasmacitos (Figura 4)

(ESTEVES; BAPTISTA; RODRIGO, 1980).

A fase involutiva ocorre apés 3 ou 4 meses e se caracteriza pela reabsor¢do do tumor
e expulsdo do plug central de queratina. A derme adjacente ao epitélio exibe aspecto de
tecido de granulacdo seguido de fibrose (Figura 5). O mecanismo de regressédo parece
ser devido, em parte, a manutencdo das relagBes entre a derme e os foliculos pilosos
(ciclo evolutivo dos pélos) e a mecanismos imunolégicos desencadeados pela reagéo

proliferativa e displasica (ESTEVES; BAPTISTA; RODRIGO, 1980).

Figura 4. Imagem histolégica da fase de maturidade do Ceratoacantoma (magnificagao original 100x).

Fonte: TAN e LEE, 2009.

Figura 5. Imagem histolégica da fase involutiva do Ceratoacantoma (magnificagéo original 100x).

Fonte: TAN e LEE, 2009.
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A importancia do conhecimento do ceratoacantoma reside no seu diagndstico
diferencial com o carcinoma espinocelular, tumor biologicamente maligno caracterizado
pelo potencial de progressdo e destruicdo tecidual. De modo geral, o exame clinico
fornece elementos diferenciais: desenvolvimento rapido em 3 ou 4 semanas;
caracteristicas morfoldgicas tipicas; auséncia de infiltracdo profunda; tendéncia involutiva

apds o 3° ou 4° més (TAN; LEE, 2009).

Contudo, alguns casos, com aspectos clinicos e histoldgicos atipicos sdo de dificil
diferenciagédo, levantando o problema de transformagéo carcinomatosa. Esta, embora

rara, € possivel, em especial nos ceratoacantomas mdultiplos (TAN; LEE, 2009).

Apesar da semelhanca entre as caracteristicas celulares do KA e do CEC, a
arquitetura do tumor pode funcionar como uma ferramenta valiosa na distingdo das
lesbes. Outro fator importante a ser analisado na diferenciagdo é a capacidade de invasdo
dos tumores. Excisdes de ceratoacantoma n&o estdo associadas com elevado risco de
comportamento agressivo. Entretanto a presenca de invasdo profunda é caracteristica
marcante do carcinoma de células escamosas. Quanto ao padrdao macroscoépico, os KAs
tendem a ser tanto exofiticos quanto endofiticos com cratera central de queratina,
enquanto o CEC é predominantemente endofitico apresentando frequente ulceragéo. A
cratera é cercada por “labios” epiteliais, os quais estdo ausentes no CEC. Abcessos

intraepidérmicos, com células acantoliticas e leucécitos polimorfonucleares sédo bastante

comuns no KA e raramente vistos no carcinoma espinocelular (SCHWARTZ, 1994).

Manifestagdes clinicas

Ceratoacantoma inicia-se por pequena lesdo ceratésica e saliente de crescimento

rapido (3 a 4 semanas). S&o usualmente solitarios, centrado por zona arredondada
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hiperceratdsica, em forma de clpula com ndédulos rosa, de 0,5 a 2,0 cm de diametro

(atingindo grandes dimensdes), de limites nitidos e regulares (Figura 6) (WEEDON, 2003).

Figura 6. Ceratoacantoma com placas rosa, bordas elevadas e presenca de Ulcera crateriforme no

centro da leséao.

Fonte: RICOTTI et al., 2009.

ApoGs 2 a 3 meses de evolucdo, inicia-se a fase involutiva, com aumento de diametro
da zona central ceratésica, a massa cornea é eliminada, os bordos da leséo esbatem-se
gradualmente. A cicatriz é ligeiramente deprimida, lisa, limitada por vezes por bordo
filiforme que persiste. O tempo total de evolugcédo espontanea é, em geral, de 3 a 6 meses

(ESTEVES; BAPTISTA; RODRIGO, 1980).

O KA é geralmente solitario, mas mdaltiplas lesées podem ocorrer. Existem diversos
tipos especiais morfolégicos, dentre eles: KA centrifugo, KA gigante, KA subungueal, KA
intraoral e de membranas mucosas, KA eruptivo generalizado, KA mudltiplo, etc. Os

subtipos morfolégicos especiais ndo foram incluidos no presente estudo.
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Carcinoma de Células Escamosas (CEC)

O Carcinoma de Células Escamosas ou Carcinoma Espinocelular (CEC) € um tumor
maligno que surge na epiderme através da proliferacdo descontrolada de queratindcitos

transformados (DOOLEY et al., 2003; GARCIA- ZUAZAGA,; OLBRICHT, 2008).

Histopatologia

Existem multiplos subtipos de CEC que diferem entre si quanto a histopatologia e ao
prognéstico. Entretanto, a forma convencional do carcinoma espinocelular consiste em
proliferacéo irregular e anarquica de queratinécitos atipicos, ricos em anomalias nucleares
e mitoses. O CEC também apresenta acentuado componente estromal com invaséo
perineural, formacdo de pérolas de queratina e de pontes intercelulares (Figura 7). O
tumor é formado por massas ou trabéculas de dimens6es muito diversas, de limite mal
marcado e em contato, mais ou menos extenso, com a superficie malpighiana, invadindo

a derme (ESTEVES; BAPTISTA; RODRIGO, 1980; GURUDUTT,; GEDEN, 2010).

Todos os aspectos intermediarios podem ser observados, entre as formas muito
diferenciadas, ricas em pérolas de queratina, e as formas quase completamente
indiferenciadas ou anaplasicas, as quais sdo dificilmente diferenciaveis das células
conjuntivas. De modo geral, admite-se que quanto mais elevado for o grau de

diferenciacdo melhor é o prognostico.
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Figura 7. Imagem histoldgica do Carcinoma Invasivo de Células Escamosas (magnificacdo original 100x).
Presenca de células epiteliais escamosas que surgem na epiderme e estende-se profundamente na derme

(seta preta). Nesta leséo observa-se a presenca de pérolas corneas (seta vermelha).

Fonte: RICOTTI et al., 2009.

Manifestagdes clinicas

O CEC surge em regides danificadas pelo sol, principalmente na cabeca e pescogo.
Inicialmente, as lesdes apresentam-se como papulas vermelhas escamosas.
Posteriormente, evoluem para placas ou nédulos firmes, lisos ou hiperceratético, com
ulceracdo presente (Figura 8). Pacientes podem descrever essas lesdes como feridas
pruriginosas ou dolorosas, que sagram quando traumatizadas (ALAM; RATNER, 2001;

GARCIA-ZUAZAGA; OLBRICHT, 2008).

Figura 8. Apresentacdo clinica do Carcinoma Cutaneo de Células Escamosas.

Fonte: GARCIA-ZUAZAGA; OLBRICHT, 2008.
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Carcinoma de Células Basais (CBC)

O carcinoma de células basais ou carcinoma basocelular (CBC) € o tumor maligno
cutaneo localmente invasivo com maior incidéncia em individuos de pele clara (TELFER;
COLVER; BOWERS, 1999). As células neoplasicas originam-se de células epiteliais
imaturas pluripotentes da camada basal da epiderme e mais raramente de partes do

complexo cuténeo pilo-sebaceo ou outros apéndices cutaneos (SAMPAIO, 2000).
Histopatologia

As diferentes variedades clinicas dos carcinomas basocelulares tém caracteristicas

citolégicas e arquiteturais comuns, bastante tipicas.

As células tumorais possuem citoplasma reduzido, mal limitado, com ndcleo oval ou
arredondado, muito baséfilo com mitoses numerosas. A arquitetura do tumor resulta do
modo de agrupamento das células em massas arredondadas ou alongadas e
trabeculares, mais ou menos anastomosadas entre si, de dimensdes variaveis, densas,
muito basofilas, cujos limites s&o nitidos. Na periferia, as células tomam forma alongada,
dispondo-se perpendicularmente a linha de delimitacdo, em palicada, lembrando a
camada basal epidérmica. As “ilhas” de células basaldides estdo em contato com a
epiderme suprajacente (Figura 9), ulcerada ou ndo, ou com a bainha epitelial externa dos
foliculos pilosos, ou ainda mostram-se dispersa na derme (ESTEVES; BAPTISTA;

RODRIGO, 1980).

Admite-se que os carcinomas basocelulares sdo tumores originados de células
epiteliais imaturas pluripotentes da camada basal da epiderme. Deste modo, de acordo

com a maior ou menor diferenciacdo celular, e conforme as relagbes entre o tecido
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epitelial e a derme circundante, observam-se diversas variedades histologicas

(MALONEY, 1995).
Manifestagdes clinicas

Os carcinomas basocelulares exibem varios subtipos diferentes que ocorrem em
diferentes localizagbes anatdmicas. Aproximadamente 80% dos casos ocorrem na cabeca
e pescoco, e 0 restante no tronco e membros inferiores, principalmente em mulheres

(WONG; STRANGE; LEAR, 2003).

Figura 9. Imagem histolégica do carcinoma basocelular padréo nodular (magnificagdo original 200x).
Observa-se a presencga de “ilhas” de células basal6ides (setas pretas), com disposi¢cdo em palicada (seta

vermelha) das células na periferia e arranjo desorganizado das células no interior do tumor.

Fonte: RICOTTI et al., 2009.

A apresentacgdo clinica mais comum € o carcinoma basocelular nédulo-ulcerativo, que
inicialmente apresenta-se como papula résea perlacea crescendo progressivamente a

nédulo, com posterior ulceragdo central, recoberta de crosta, ocorrendo sangramentos
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quando traumatizadas (Figura 10). As bordas geralmente s&o cilindricas, transllcidas
mostrando formacdes perlaceas e eventualmente finas teleangiectasias (SAMPAIO,

2000).

O CBC é um tumor de crescimento lento, entretanto apresenta comportamento
biolégico agressivo e invasivo, e se negligenciado pode espalhar-se profundamente
causando grande destruicdo nos tecidos adjacentes, como musculo, cartilagem e 0sso

(WONG; STRANGE; LEAR, 2003).

FiguralO. Apresentacdo clinica do carcinoma de células basais. A lesdo apresenta grande nédulo com

ulceracao central, aparéncia perolada e presenca de teleangiectasia.

Fonte: RICOTTI et al., 2009.

2.2Glicosilagao no cancer

Os carboidratos sdo as moléculas organicas mais abundantes encontradas na
natureza, e a maioria dos organismos sintetiza e metaboliza. A complexa
heterogeneidade dos hidratos de carbono em sistemas vivos € o resultado direto de varias
caracteristicas: capacidade dos residuos de acucar formar ligacGes glicosidicas um com
0s outros, caracteristica estrutural dessas moléculas, tipo de ligacdo anomérica, a posicao

e a auséncia ou presenca de ramificagdes (MODY; JOSHI; CHANEY, 1995).
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E estimado que 50% de todas as proteinas das células dos mamiferos s&o glicosiladas
em um determinado momento (APWEILER; HERMJAKOB; SHARON, 1999). Deste modo,
a glicosilagdo € uma das mais importantes modificagbes poés-traducionais (MPTs) das
proteinas. A adicdo de carboidratos pode influenciar a carga, a conformacdo e a
estabilidade das proteinas, conferindo heterogeneidade a biomoléculas, tendo como
consequéncia direta o surgimento de vérias glicoformas possiveis, ou seja, glicoformas
heterogéneas da mesma proteina podem ter propriedades ou atividade biolégica
diferentes. Os glicanos ligados as proteinas sdo compostos por sete monossacarideos
diferentes, manose (Man), glicose (GlIc), galactose (Gal), N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc),
N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), fucose (Fuc) e &cidos sialicos (SA) ou &cidos

neuraminicos (NeuNAc) (DWEK, 1996; LAZAR et al., 2011).

Os glicoconjugados sdo componentes estruturais dos receptores de proteinas que
transmitem informagBes entre as células e o ambiente para controlar aspectos
fundamentais do comportamento celular (Figura 11), e a variabilidade estrutural e
complexidade desses glicanos de superficie celular permitem que 0os mesmos funcionem
como moléculas de sinalizacdo, reconhecimento e adeséo celular (SHARON; LIS, 1989;

DENNIS; GRANOVSKY; WARREN, 1999).

Os glicanos da superficie celular estdo envolvidos em importantes fungdes fisioldgicas,
tais como, desenvolvimento embrionario normal, diferenciacdo e crescimento celular,
inibicdo por contato, reconhecimento célula-célula, interacdo patdgeno-hospedeiro,
reconhecimento imunolégico, desenvolvimento de doencas, metastase, trafico,
localizacdo e degradacdo intracelular de biomoléculas e rigidez da membrana

(GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

Todos os tipos de células malignas demonstraram alteragdes em seus padrdes de

glicosilagdo quando comparados as células normais (POWLESLAND et al., 2009). Os
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niveis de glicosiltransferases e glicosidases no reticulo endoplasmético e aparelho de
Golgi determinam os padrdes de glicosilacdo de lipideos e proteinas (SHARON, 1980).
Portanto, alteragbes na expressao dessas enzimas pode desencadear uma cascata de
eventos que estdo envolvidos na transformac¢do oncogénica das células (BLOMME et al.,

2009).

No microambiente do tumor, alterac6es na estrutura e/ou distribuicdo dos carboidratos
permitem que as células neoplasicas interfram em alguns eventos que propiciam a
invasdo e disseminagdo de ceélulas tumorais pelo organismo (metéstase), angiogénese e
silenciamento do sistema imune, tais como, ativagédo de receptores, adesdo e motilidade

celular (FUSTER; ESKO, 2005).

Varios carboidratos foram reconhecidos como mediadores de eventos fisiopatolégicos
durantes as etapas de progressao do tumor (Figura 12). A progressédo tumoral envolve
uma série de alteracdes na sinalizacdo intracelular e intercelular, que promovem a
desregulacéo do ciclo celular e facilitam a proliferacéo para promover o surgimento de um
subconjunto de células invasoras que se dissociam do tumor, digerem a membrana basal
e a matriz extracelular e migram para outras regides. As células tumorais que se
dissociam formam uma rede neovascular de células endoteliais do hospedeiro
(angiogénese), se aderem a plaquetas, leucocitos ou a células endoteliais dos vasos
sanguineos ou linfaticos para facilitar a evasao do sistema imune inato. Finalmente, uma
célula remanescente invade, neovasculariza e se prolifera em um novo tecido (FUSTER;

ESKO, 2005).

Girnita e colaboradores (2000) observaram que o tratamento de células neoplésicas
do melanoma e do sarcoma com inibidores da N-glicosilagdo in vitro inibiu o crescimento
de tumores dependentes da sinalizacéo pelo receptor do fator de crescimento semelhante

a insulina (IGF 1R). A N-glicosilagdo do IGF 1R é necesséaria para fosforilagdo e
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translocacdo desta proteina na superficie celular, e o subsequente crescimento e

sobrevivéncia das células neopléasicas.

Experimentos recentes comprovaram que uma maior expressdo da glicoproteina
mucina em células de melanoma induz um répido crescimento celular e a inibicdo da

apoptose das células neoplasicas (KOMATSU et al., 2001).

Dentre as inimeras técnicas existentes para analise da mudanca na composicdo de
glicanos, as lectinas funcionam como eficientes ferramentas para deteccdo e andlise de
carboidratos devido ao seu baixo custo e elevada especificidade da interacdo lectina-

carboidrato (BROOKS, 2009).
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Figura 11. Principais carboidratos envolvidos em importantes fungdes fisiologicas.

Fonte: FUSTER; ESKO, 2005.
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Figura 12. Representacdo esquematica dos carboidratos que participam dos principais eventos

fisiopatoldgicos durante a progresséo do tumor.

Fonte: FUSTER; ESKO, 2005.
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2.3Lectinas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, de origem n&o imune, que possuem a
habilidade de se ligar especificamente a mono ou a oligossacarideos de forma reversivel,
sendo frequentemente encontradas na superficie celular ou em particulas intracelulares
(SHARON; LIS, 1989; MODY; JOSHI; CHANEY, 1995; MINKO, 2004; SHARON; LIS,
2004; BOUCKAERT et al., 2005; RABINOVICH et al., 2007). Estas moléculas contém dois
ou mais sitios de ligacdo a agucares e podem aglutinar células e/ou precipitar complexos

de carboidratos conjugados a proteinas e lipideos (MODY; JOSHI; CHANEY, 1995).

O termo lectina é derivado da palavra legere, cujo significado em latim € “escolher” ou
“selecionar”. Os estudos sobre lectinas foram iniciados em 1888, quando Herrmann
Stillmark descreveu a capacidade de aglutinagdo da ricina (KENNEDY et al., 1995). Essas
proteinas foram inicialmente encontradas e descritas em plantas, e posteriormente

isoladas de microrganismos e animais (SHARON; LIS, 2004).

As lectinas funcionam como mediadores da transferéncia de informagdes em sistemas
bioldgicos, exercendo suas fungdes através da interacdo com glicoproteinas, glicolipideos
e oligossacarideos (NILSSON, 2007). Este grupo de proteinas pode ser encontrado em
diferentes compartimentos celulares dos organismos, e a sua localizacéo reflete a sua
diversidade de funcéo. Lectinas enddgenas participam de varios processos bioldgicos,
tais como, reconhecimento célula-célula, interagdes célula-matriz extracelular, fertilizacao,
desenvolvimento embrionario, crescimento, diferenciacdo, sinalizacao, adesao e migracao
celular, apoptose, imunomodulagdo e inflamacg&o, interagdo patdgeno-hospedeiro,
dobramento e enderecamento de glicoproteinas, indugdo mitogénica e homeostase

(Figura 13) (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).
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Figura 13. Interacdes de superficie celular lectina-carboidratos.

Fonte: SHARON; LIS, 2004.

A Concanavalina A (Con A) é uma lectina de origem vegetal, obtidas das sementes de
Canavalia ensiformes (Familia Leguminosae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae) que
se liga especificamente as unidades de a-D-manose/glicose de carboidratos complexos.
Sua estrutura molecular, reportada por Reeke e colaboradores (1975), é composta por
duas subunidades idénticas de 237 residuos de aminoacidos de 25,5 KDa cada uma
(Figura 14A). Ela se apresenta como dimero em pH 4,5 a 6,0, e em pH maior que 7,0, é

predominantemente um tetramero (DAM; BREWER, 2002).

O reconhecimento dos carboidratos pela Con A ocorre através de ligacdes do tipo

pontes de hidrogénio formadas entre os residuos de aminoacidos apolares Asnl4,
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Arg228, Tryl00 e Asp208 e os atomos de oxigénio do anel glicosidico, formando o
chamado “cluster effect”. Além disso, para a molécula de Con A se ligar aos residuos de
carboidratos, dois ions metalicos, Mn?* e Ca?*, devem estar presentes no meio. Cada ion
Mn?* esta coordenado aos residuos Glu8, His24, Aspl0 e Aspl9 da unidade monomeérica
da lectina, e duas moléculas de agua, enquanto o Ca®" esta coordenado aos residuos
Aspl0, Aspl9, Tryl2 e Arg228, e mais duas moléculas de agua (GRIMALDI; SYKES,

1975; LORIS et al., 1998).

A Peanut agglutinin (PNA), lectina isolada do amendoim Arachis hypogaea, possui
especificidade pela sequéncia Gal-B(1-3)-GalNAc e apresenta estrutura multimérica
(Figura 14B) com quatro mondmeros idénticos de ligagdo a carboidratos com peso
molecular de 110 KDa. O nome “peanut agglutinin” foi originado a partir da sua habilidade
em aglutinar linfécitos T e hemécias tratadas com a enzima neuraminidase

(RAVISHANKAR et al., 2001).

A lectina Ulex europaeus agglutinin-I (UEA-I) reconhece especificamente residuos de
a-L-fucose e oligossacarideos que contém fucose, como por exemplo, a-L-Fuc (1—2) B-
D-Gal (1—4) B-D-GIcNAc (CAZAL; LALAURIE, 1952), e forma um homotetramero (Figura
14C) com peso molecular 63 KDa (MEISSNER et al., 1995). Trabalhos comprovaram que
a isoforma UEA-I se liga as células do epitélio olfativo e nasal (HOLMES et al., 1985;
TUORI, VIRTANEN e UUSITALO, 1994), cérneo-conjutival (HASSID et al., 1997; MALZ,
SCHWARTZ e KUHN, 1999), do trato digestivo e as células M da placa de Peyer (CLARK
et al., 1995; KESSIMIAN et al.,, 1986; SHARMA, SCHUMACHER e ADAM, 1998), na
membrana celular de células do carcinoma mucoepidermdide de glandula parétida
(SOBRAL et al, 2010) e aos tumores derivados de células endoteliais e epiteliais

(MIETTINEN et al., 1983).
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Figura 14. Representacao da estrutura tridimensional da Con A (A), PNA (B) e UEA-I (C).

Fonte: LORIS et al., 1998; RAVISHANKAR et al., 2001.

2.3.1 Aplicacbdes

As lectinas sdo importantes ferramentas para investigacdo em diversos processos
médicos, quimicos e bioldgicos (KARASAKI et al., 2001; OHBA et al.,, 2003). A
distribuicdo de um grande numero de lectinas com diferentes especificidades para
carboidratos tem levado a sua utilizagdo como reagentes para explorar essas moléculas,

sendo este, 0 ponto mais importante no avango de numerosas areas da biologia celular.

Lectinas sdo promissores agentes inseticidas e tém sido aplicadas com sucesso no
combate de pragas em diversos tipos de colheitas através da inibicdo da atividade
enzimatica da larva. Atuam como citotoxinas capazes de induzir a apoptose em células
tumorais através da ativacdo de caspases (LAM; NG, 2011). Possuem a capacidade de
inibir a fusdo e a replicagdo do virus HIV em células CD4 (SWANSON et al., 2010).
podem ser utilizadas como moléculas de direcionamento de drogas contra

glicoconjugados tumor-especifico (MINKO, 2004).

Outras aplicagbes das lectinas podem ser citadas, tais como, cromatografia de

afinidade (LAM; NG, 2011), atividade antimicrobiana (JACK; TURNER, 2003), atividade
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mitogénica (BANERJEE et al., 2004), caracterizacdo epidemioldgica de parasitas (WU et

al., 2001) e terapia antiadesiva (REK; KRENN; KUNG, 2009).

Devido a sua ligacdo especifica, lectinas tém sido empregada como sondas
bioquimicas cito e histoquimicamente confidveis no estudo de diferengcas dos
glicoconjugados de superficie celular em células normais e malignas, as quais ndo sao
detectaveis com anticorpos monoclonais. Entre as que mais se destacam estéo a lectina
extraida de amendoim — Peanut Agglutinin (PNA) — e a lectina extraida da Cannavalia

ensiformis (Con A) [Herling et al., 2000].

A aplicacdo das lectinas como instrumento analitico depende da conjugacédo dessas
proteinas a uma substéncia reveladora, importante para a visualizacéo da ligacéo lectina-
carboidrato. Como exemplo de tais substancias tem-se: peroxidase com ou sem o sistema
de amplificagcdo avidina-biotina (BELTRAO et al.,1998; ARENAS et al., 1999; BROOKS;
WILKINSON, 2003; MELO-JUNIOR et al.,, 2004, 2006), substancias fluorescentes
(SANTOS et al., 2006; MELO-JUNIOR et al., 2008) e quimiluminescentes (CAMPOS et
al., 2006).

Desta forma, lectinas tém sido amplamente utilizadas em histoquimica como sondas
na deteccdo de mudangas na glicosilagdo em fibroadaenoma (SANTOS et al., 2006),
carcinoma ductal infiltrante de mama (BELTRAO et al.,1998; BROOKS; CARTER, 2002;
CAMPOS et al., 2006), carcinoma cervical (BANERJEE et al., 1995], carcinoma prostético
(ARENAS et al., 1999), adenocarcinoma de pulméo (SHIO et al., 2007], cancer de pele

(MELO-JUNIOR et al., 2006), trato gastrointestinal (SCILLITANI et al., 2007).
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2.4Quimiluminescéncia

A primeira referéncia ao fendmeno quimiluminescente remonta a 1877, quando
Radziszewski observou que a lofina emitia luz verde ao reagir com o oxigénio na
presenca de uma base forte. Entretanto, o termo “quimiluminescéncia” sé foi introduzido
por Wiedemann, em 1888, que classificou o fendmeno da luminescéncia em seis tipos
diferentes de acordo com a sua forma de excitacdo (GARCIA-CAMPANA; BAEYENS,

2000).

A quimiluminescéncia é definida como emissdo de radiacdo eletromagnética (UV,
visivel ou infravermelho) produzida por uma reacéo quimica (GARCIA-CAMPANA et al.,
2003). O fendbmeno pode ser observado quando um dos intermediérios ou produtos da
reacdo é produzido em estado eletronicamente excitado, que pode emitir radiacdo ao
regressar ao estado fundamental, ou transferir sua energia para outra molécula que,

posteriormente, emitird radiacdo (CALOKERINOS; DEFTEREOS; BAEYENS, 1995).

Substancias quimiluminescentes podem ser detectadas na faixa de fentomoles ou
atomoles (10™ a 10™® mol), com sensibilidade superior aos ensaios espectrofotométricos
(10® a 10° mol) e fluorimétrico (10° a 10 mol) (CAMPBELL et al.,1985). Vérios
compostos organicos exibem QL em condi¢gBes apropriadas, dentre os quais se destacam
o luminol, isoluminol, éster de acridina ou seus derivados como alguns dos marcadores

utilizados em imunoensaios quimioluminescentes (RODA et al., 2000).

A exploragéo da QL para fins analiticos comecou na década de 70, para reagbes em
fase gasosa e, na década seguinte, para reacdes em fase liquida. Desde entédo, o nimero
de reacdes que produzem quimiluminescéncia descritas na literatura tem aumentado com
aplicagbes analiticas na é&rea biomédica, quimica, ambiental, alimentar e toxicolégica

(GARCIA-CAMPANA; BAEYENS, 2000).
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A aplicagdo da QL na quimica analitica depende da acoplagem da substéncia de
interesse a um dos participantes da reagao quimiluminescente ou ao produto no estado
excitado (Figura 15). A concentracdo da amostra desconhecida sera proporcional a
producdo de luz total emitida ou a um pardmetro fisico associado a luminescéncia, tal

como cor ou polarizacdo da luz emitida (CAMPBELL et al., 1985).
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Figura 15. Reacdo de conjugacdo do Ester de Acridina, modificado com N-hidroxisuccinimida, &

proteina.

Fonte: CAMPOS et al., 2006.

A deteccdo quimiluminescente apresenta inUmeras vantagens, tais como, baixos
limites de deteccdo (na faixa de fentomoles); simplificacdo do sistema 6ptico, uma vez
que ndo necessita de uma fonte de radiacdo externa; ensaios rapidos; substituicdo aos
radiois6topos, os quais se tornaram poucos populares devido a sua curta meia vida, ao
perigo potencial a salde e aos problemas quanto aos dejetos gerados (GAMIZ-GRACIA

et al., 2009).
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A QL pode ser utilizada, como método de deteccdo, em técnicas separativas como
cromatografia liquida de alta performance, eletroforese capilar, imunoensaios e
biossensores (DODEIGNE et al.,, 2000), agregando a elevada especificidade destas
técnicas com o0s baixos limites de deteccdo proporcionados pelos ensaios

guimiluminescentes.

Vaérios sais de acridina podem ser estimulados a produzir luz em presenca de solugédo
alcalina de peroxido de hidrogénio (H,0O,), na auséncia de catalisador. Tais compostos
incluem os derivados de acridina, moléculas que possuem um nitrogénio quaternario
central e uma ramificacdo no carbono 9 onde esta inserido um radical éster fenil instavel
(WEEKS et al, 1983). A figura 16 ilustra o mecanismo proposto para reacéo
quimiluminescente do EA. Em condi¢des alcalinas, o &nion perdxido de hidrogénio (HOO-)
ataca a molécula de acridina, e a mesma sofre um rearranjo intermolecular formando o
intermediério dioxetano (IV). Este composto se decomp®de rapidamente produzindo o N-

metilacridona (V) que quimiluminesce a 470 nm (KING et al., 2007).

Esteres de acridina substituiram rapidamente os compostos quimiluminescentes
luminol e isoluminol por apresentarem ensaios mais rapidos e maior sensibilidade
(KRICKA, 2003). Portanto, essas moléculas tém sido amplamente utilizadas na detecgéo
de DNA, RNA e enzimas, em imunoensaios (KRICKA, 2003), em analise de agua (KING

et al., 2007) e na histoquimica com lectinas (CAMPOS, et al., 2006).
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Desenvolvimento de método quimiluminescente para o diagndéstico de lesGes tumorais

cutdneas empregando lectinas conjugadas a éster de acridina comercial.

4.2 Especificos

Conjugar lectinas comerciais (Con A, UEA-I e PNA) ao éster de acridina (EA);

e Purificar o conjugado lectina-EA através de cromatografia de peneira de exclusdo

utilizando Sephadex G-25;

e Marcar tecidos cutaneos humanos diagnosticados como carcinoma basocelular,
ceratoacantoma, carcinoma epidermdéide e ceratose actinica, com os conjugados

lectinas-EA;

e Quantificar a marcacdo através dos fotons emitidos durante a hidrélise do EA

conjugado as lectinas;

e Estabelecer a correlagéo entre os fétons emitidos com o perfil de carboidratos dos

tumores avaliados.
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ABSTRACT

Chemiluminescence assay is an effective technique for quantitative analysis of proteins, nucleic
acids and carbohydrates due to its high sensitivity, specificity and rapid testing. Tumor cells show
alterations in their glycosylation patterns when compared to normal cells. The
chemiluminescenthistochemistrylectin was used as tool for the investigation of glycophenotype
changes in cutaneous tumors.

The lectins Con A, PNA, UEA-I and MAA were conjugated to AE and the derivative collected by
molecular filtration in Sephadex G-25. Biopsies of normal skin and cutaneous tumors were
incubated with the lectins-AE. Chemiluminescence was quantified and expressed in relative light
units (RLU) and correlated to the labeling of the normal and transformed tissues.

Actinic keratosis (AK), keratocanthoma (KA), squamous cell carcinoma (SCC) and basal cell
carcinoma (BCC) showed lower expression of a-D-glucose/mannose and a-L-fucose residues,
compared with the normal tissue. On the other hand, cutaneous tumorshigher expression of Gal-B(1-
3)-GalNAc residues than normal tissue. AK and SCC exhibited higher expression of Neu5Ac-
a(2,3)Gal residues than normal epidermis. KA and BCC showed equal RLU values compared with
the normal tissue.

The chemiluminescenthistochemistryallowed quantitative assessment of carbohydrates expression,
contributing to eliminate the subjectivity of conventional techniques used in the histopathological

diagnosis cutaneous tumors.

Keywords: chemiluminescence, carbohydrates; ConA, cutaneous tumors, glycophenotype,

histochemistry, lectins, MAA, PNA, UEA-I.

Introduction

Chemiluminescence (CL), which is the phenomenon observed when the vibronically excited

product of an exoergic reaction relaxes to its ground state with emission of photons, therefore can
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be defined as chemical reactions that emit light (Weeks 1992). The sufficiently low limits of
detection (attomole-zeptomole), the excellent sensitivity and the versatility of the
chemiluminometric methods of analysis are the main reasons for the interest in CL (Calokerinos et
al. 2003).

Acridinium ester (AE) labels quickly superseded luminol and isoluminol because low detection
limits (attomolar range) and specificity (Kricka 2003). These features have led to AE-CL methods
being used for many applications. Exposure of an acridinium ester label to an alkaline hydrogen
peroxide solution triggers a flash of light. AE forms an unstable dioxetane, which decays yielding
N-methylacridoneand produce light at a wavelength of 470 nm(King et al. 2007).
Chemiluminescence assay is a promising and effective technique for quantitative analysis of
proteins, nucleic acids and carbohydrates, eliminating subjective analyses of microscopic
preparations. Guardigli et al. (2005) developed a chemiluminescent immunohistochemistry
procedure for the direct quantitative evaluation of MRP2 expression in liver biopsies, using a
sensitive enzyme substrate based on the luminol/H,O,/enhancer CL system.

In addition, the CL intensity is proportional to the amount of the biomolecule label over a wide
range of concentration, and depends on the conjugation of a biomolecule specific to
chemiluminescence reaction participants or electronically excited product for recognition of the
sushstance of interest (AradjoFilho et al. 2011).

In our laboratorie the acridinium ester was used as marker to Trypanosoma cruzi and

Schistosoma mansoni antigens in chemiluminescent immunoassay. By this method, small amounts
(nanogram scale) of circulating antibodies were detected in patients serum (Coélho et al. 2002). The
glycocode of normal, fibroadenoma and invasive duct carcinoma tissues were investigated using
lectins labeled with AE (Campos et al. 2006; Brustein et al. 2011)

The cutaneous neoplasms arise from the cells of epidermis and can be classified into two major
groups: melanoma and non-melanoma skin cancers. The last group includes mainly basal cell

carcinoma (BCC), squamous cell carcinoma (SCC), keratoacanthoma (KA) and actinic keratosis
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(AK). Non-melanoma skin cancers are the most common form of cancer, with the incidence
increasing considerably. These tumors are rarely fatal, but are considered to be fast growing and if
neglected may be locally and functionally destructive (Ricotti et al. 2009).The diagnosis of skin
neoplasias becomes inaccurate, in some cases, due to variety of factors that affect the accuracy of
the test, such as a huge spectrum of tumors and their variants and the lower differentiation (Melo
Janior et al. 2006).

In addition to genetic alterations, phenotypic alterations also provide malignant characteristics

to cells. The phenotypic alterations of interest in this work are those of the cell surface glycans.
Carbohydrates are molecules with structural variability and complexity and them to function as
signaling, recognition and adhesion molecules. Nearly all types of malignant cells and cells of many
types of diseased tissues demonstrate alterations in their glycosylation patterns when compared to
their normal counter-parts (Ghazarian et al. 2011). In the tumor environment, underexpression,
truncation or altered branching patterns of certain glycansand/or changes in glycosylation allow
neoplastic cells to usurp many of the events that occur in development, such as receptor activation,
cell adhesion and cell motility, which allows tumor cells to invade and spread throughout the
organism (Fuster and Esko 2005).

The investigation of lectin-carbohydrates interactions is necessary for the understanding of
glycophenotype and behavior of the tumour during their differentiation, and confirms the
hypothesis the biochemical changes in the cell are events that may signal the cell differentiation
(Herling et al. 2010). Lectins are proteins or glycoproteins of nonimmune origin, which have the
ability to binds specifically to mono or oligosaccharides reversibly and are often found on the cell
surface or intracellular particles (Sharon and Lis 2004). Concanavalin A (Con A), Peanut agglutinin
(PNA),Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I) and Maackia amurensis (MAA) lectins that recognize
residues a-D-glucose/mannose, Gal-p(1-3)-GalNAc, a-L-fucose and NeuS5Ac-a(2,3)Gal,
respectively, were used in present study for evaluation of expression these carbohydrates in

cutaneous tumors.
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Material and Methods

Reagents

N-hydroxysuccimide-activated dimethyl acridinium ester (DMAE-NHS)/1966-1-53-2/Organic
Lab kindly supplied by Dr. H. H. Weetall. Con A, PNA, UEA-I,MAA,N,N-dimethylformamideand
Sephadex G-25 were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, Mo, USA). All other chemical

reagents used were of analytical grade.

Samples

Skin fragments were obtained through paraffin-embedded biopsies from Tissue Bank of the Clinic
Hospital at the Federal University of the State of Pernambuco — UFPE, Northeast Brazil and
diagnosed as basal cell carcinoma (BCC = 17), squamous cell carcinoma (SCC = 13),
keratoacanthoma (KA = 13) and actinic keratosis (AK = 9). The normal human epidermis (NE =
14) were obtained from the same anatomical site on the opposite side of the tumors of the patients
of Hospital Santa Clara at Recife, Northeast, Brazil. The diagnosis of cutaneous tumors was based

on histopathology.

Lectins conjugation with Acridinium Ester (AE)

Lectins (1 mL containing 2 mg of protein) were incubated with 10 pL of acridinium ester

solution (0.2 mg diluted in 400 pL of N,N-dimethylformamide) for 1 h at 25 °C under rotary
stirring. The conjugate (lectin-AE) was applied to a column of Sephadex G-25 (10 x 1 cm),
previously equilibrated with 10 mM phosphate buffer, containing 0.15 M NaCl (PBS), pH 7.2, and

eluted with this buffer. Aliquots (1 mL) were collected and their protein content was
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spectrophotometrically determined at 280 nm. The aliquots corresponding to the protein peak had
their chemiluminescence assayed. After conjugation, Con A-AE, PNA-AE and MAA-AE were
evaluated regarding themaintenance of its carbohydrate recognition property (hemagglutinating
activity) using glutaraldehyde treated rabbit erythrocytes, and human erythrocytes for UEA-AE
according to Beltrdo et al. (1998). Protein concentration was measured according to Lowry et

al.(1951).

Chemiluminescentlectin-histochemistry

Paraffin sections (8 pm) of samples were cut, transferred to glass slides, deparaffinized in

xylene and rehydrated in graded alcohols (3 x 100% and 1 x 70% - 10 dips each). Slides were
treated with 0,1% (w/v) trypsin solution at 37C for two minutes and washed (twice, 5 minutes each
time) with PBS. Afterwards tissue slices were incubated with lectins-AE (100 pL - 100 pg mL™) for
2 hat 4 °C, followed by washings (3 x 5 min) with 100 mL of PBS. The area corresponding to the
tissue section (square-shaped) was defined (0.25 cm?). Then the tissues were cut and transferred to
polypropylene test tubes containing 50 pL of PBS. Finally, solutions of 0.5% H,O; in 0.1 N HNO3
(50 pl) and 0.25 M NaOH (50 pl) were added for chemiluminescent measurement using a
luminometer Modulus Single Tube 9200-001 (Turner BioSystems, USA). The emission intensity
was determined as relative light units (RLU) with a counting time of 5 seconds per sample.
Triplicate measurements were carried out throughout in this study.Lectin binding inhibition assays
were accomplished byincubating each lectin solution with 300 nM methyl-a-D-mannoside (Con A),
D-galactose(PNA), a-L-fuccose (UEA-I) and n-acetylneuraminic acid (MAA) for 45 min at 25C
prior to their incubation with tissues. The following steps were as described previously for the

binding protocol.

Statistical analysis
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The software OriginPro 8 (OriginLab Corporation, One Roundhouse Plaza, Northampton, MA
01060 USA) was used for the statistical analysis and data were expressed as mean + standard
deviation (s.d.). Obtained data were compared using F test (p < 0.05) through Microsoft Office

Excel software (Washington, USA).

Results

The purification profile by Sephadex G-25 chromatography of Con A, PNA, UEA-I and MAA
conjugated to acridinium ester is demonstrated in Figures 1A, 1C, 1E and 1G, respectively. The
coincidence of the protein peak (absorbance at 280 nm) and chemiluminescence around the 10"

fractions (excluded proteins) indicated that all lectins were labeled with the AE. The second
chemiluminescent peaks (Figures 1A, 1C, 1E and 1G) show the non reacted AE. The lectin
derivative Con A-AE, PNA-AE,UEA-AE and MAA-AE were still capable to recognize the specific
carbohydrates according to the hemagglutinating activity presented in Fig 1B, 1D, 1F and 1H.
These lectin derivatives were used to investigate the glycophenotype of cutaneous tumors.

Lower expression of a-D-glucose/mannose was presented for all tumors comparing with the normal
tissue. Actinic keratosis, keratocanthoma, squamous cell carcinoma and basal cell carcinoma
showed values of RLU equal to 143,694 + 28,626; 140,704 £+ 29,009; 148,238 + 38,333 and
134,007 + 30,537, respectively, whereas the normal tissue was 271,435 + 64,329. The a-L-fucose
expression pattern was also lower for cutaneous tumors (RLU values of 11,831 + 1,935; 28,773 £
6,468; 14,586 + 3,464 and 13,880 + 2,926 for AK, KA, SCC and BCC, respectively) compared with
the normal tissue (33,743 £ 5,182). On the other hand, they presented higher expression of Gal-f(1-
3)-GalNAc compared with the normal skin tissues. Actinic keratosis; keratocanthoma; squamous
cell carcinoma and basal cell carcinoma presented RLU values of 23,766 * 2,525; 32,567 + 6,127;

31,172 £ 5,134 and 18,007 + 4,618, respectively, whereas a value of 7,567 £ 1,799 was found for
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the normal tissue. Actinic keratosis and SCC exhibited higher expression of Neu5Ac-o(2,3)Gal than
normal epidermis (35,687 + 8,226), 65,370 + 16,811 and 44,864 + 11,644, respectively. However,
KA (26,927 £ 6,942) and BCC (29,836 £ 6,179) showed equal RLU values compared with the
normal tissue. For all lectins the mean RLU values of cutaneous tumors and normal epidermis were
significantly different as observed using F test (parametric test). However, statistically significant
variations were not observed among RLU values of cutaneous tumors, except for AK and SCC
labeled with MAA-AE and KA labeled with UEA-AE. These results are also displayed in Figure 2.
Lectins-AE inhibition binding assay using specifics carbohydrates (300 mM) resulted in a decrease
in RLU values indicating that unspecific binding between the conjugates and cell surface molecules

did not occur (data not shown).
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Fig 1. ConA-AE, PNA-AE, UEA-AE and MAA-EA purification profile from a Sephadex G-25
column (10 x 1 cm). Elution was carried out with 10 mM phosphate buffer, pH 7.2. Fractions
(aliquots of 1 mL) were collected and chemiluminescence Con A-AE (A), PNA-AE (C), UEA-AE
(E) and MAA-EA (G), and hemagglutinating activity Con A-AE (B), PNA-AE (D), UEA-AE (F)

and MAA-EA (H) were assayed.

400000 - [ Normal epidermis
1 o« [JActinic keratosis

[ Keratoacanthoma
350000 I Squamous cell carcinoma
. Il Basal cell carcinoma

300000

250000

200000

RLU

150000

100000
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Fig 2 Comparison between the chemiluminescence of normal epidermis (NE, n = 14), actinic
keratosis (AK, n =9), keratoacanthoma (KA, n = 13), squamous cell carcinoma (SCC, n = 13) and
basal cell carcinoma (BCC, n = 17) labeled with Con A-AE, PNA-AE, UEA-AE and MAA-AE.

* statistically significant variations were observed among RLU values of cutaneous tumors and

normal epidermis.
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Discussion

Cell surface glycans are highly related to cell-cell communication, host-pathogen interaction,

cell matrix interaction (Zhou et al. 2011). Tumor invasion is dependent on a loss of intercellular
adhesion and transmigration of cells through the basement membrane (BM) as well as the
surrounding extracellular matrix (ECM) (Schnegelsberg et al. 2011). Metastasis is a multistep
phenomenon, which involves the loosening of the tumor cells from the primary tumor, the
degradation of the extracellular matrix and the invasion of the blood vessels at the site of the
primary tumour (Thies et al. 2001). These steps require adhesive interactions which are mediated by
cell surface glycans and their interactions with endogenous carbohydrate binding proteins (lectins).
Aberrant glycosylation is a key feature of malignant transformation and the glycans involved
influence the adhesive interactions of cancer cells often providing favorable conditions for tumor
dissemination (Rambaruth and Dwek 2011). The molecular organization and stability of adherents
junctions formation isinfluenced by the presence of altered glycans on the cell surface, phenotypic
change commonly observed in malignancy (Jamal et al. 2009).

Alterations in the expression of cell surface carbohydrate between benign and malignant lesions
of skins have been previously reported using lectin histochemistry and computer image analysis
(Melo Janior et al. 2006). This study showed that skin malignant tumors exhibited distinct binding
patterns.

In the present work transformed tissues showed lower expression of a-D-
glucose/mannosecompared with the normal skin tissues but there was not difference regarding
benign and maligned tumors. Smetana et al. (2003) reported that laminins, principal component of
BM, exhibit unique saccharidic epitopes (Man-rich oligosaccharides). Therefore, aberrant a-D-
glucose/mannoseexpression in this protein may modify the adhesive interactions between
transformed cells contributing for detachment of cancer cells from the primary tumor mass and

acquisition of a more motile and invasive phenotype.
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Several common structural changes occur in tumor glycans and can affect interactions between
tumor cell-surface glycans and endogenous lectins which may determine the metastatic potential of
the tumor cell, including increases in the level of truncation and branching of structures as well as
an increased expression of unusual terminal sequences (Kim and Varki 1997). These changes often
result in increased exposure of terminal galactose residues, such as those found in the cancer-
associated T antigen (Gal B1-3 GalNAc) and the Lewis x trisaccharide (Galp1 4(Fucal-3)GIcNAC)
(Powlesland et al. 2009). The higher expression of galactose residues, observed by increase of RLU,
could be related to potential role of galactose ligands in tumor cell metastasis by the correlation
between increased expression of the galectin, family of galactose binding proteins, and the ability of
many tumor cell types to metastasize (Takenaka et al. 2004).

Fucosylation is one of the most common modifications involving oligosaccharides on
glycoproteins or glycolipids, and regulates the biological functions of adhesion molecules and
growth factor receptors (Miyoshi et al. 2008). In this study, fucosylation pattern changes were
observed by the decrease chemiluminescence signal using the lectin UEA-I conjugated to AE for
labeling of cutaneous tumors.

Its known that both integrins and E-cadherin are associated with the characteristics of cancer

cells through regulation of the cell-extracellular matrix interaction and homotypic cell-cell
adhesion, respectively (Moriwaki and Miyoshi 2010). Zhao et al. (2006) showed that core
fucosylation is essential for the function of a3B1 integrin, protein that connects many biological
functions, such as development, the control of cell proliferation, protection against apoptosis and
malignant transformation. Osumi et al. (2009) suggested a possible role of core fucosylation in the
regulation of cell-cell adhesion in cancer. Therefore, based on the information above, can be
conclude that the fucose would be involved in the biological behavior of cancer cells through
regulation of the functions of many membrane associated proteins.

Sialic acids (Sias) are typically the outermost monosaccharide units on the glycan chains of

glycolipids and glycoproteins, which usually occurs as a terminal component at the nonreducing
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end of their carbohydrate chains (Lehmann et al. 2006).Because their terminal localization on
glycans and variety of linkages to the underlying sugar chain, sialic acid has been utilized by wide
variety of Sia-binding proteins, mainly proteins of viral and bacterial pathogens, selectins and
Siglecs(Varki and Varki 2007).

The increase in the expression of cell surface sialic acid between benign and malignant lesions

of skin, AK and SCC, respectivelywas observed by increase of RLU values.The differences in the
degree of sialylation of glycoconjugates on a tumor cell surface of SCC may play an important role
in the process of cell malignization and metastasis (Bergler et al. 1997). Vural et al. (1999) reported
the increase of Total Sialic Acid (TSA) levels between pacients with AK and controls, probably
related to increased turnover of cells (Hakamory 1984).Plzak et al.(2005) observed differentiated
squamous cell carcinoma express 2,3-linked-NeuAc residues (recognized by lectin MAA), and the
poorly differentiated squamous cell carcinoma 2,6-linked-NeuAc (recognized by
Sambucusnigralectin).

Sialyl-glycoconjugatesmay regulate the interaction of cancer cells with other cells and with the

cell matrix. Therefore, theymay be responsible for adhesion as well as anti-adhesion, and for
extending the survival time of cancer cells in the blood stream. Moreover, sialic acid may also be

involved in growth regulation (Carraway et al. 1992).

Conclusion

The method chemiluminescentlectin-histochemistry allowed the direct quantitative evaluation of
the glycophenotype characterization of skin tumors, combining the specificity lectin-carbohydrates
interaction and sensitivity of chemiluminescent assay. Cutaneous tumors presented a higher
expression of B-Gal (1-3)-GalNAc and Neu5Ac-a(2,3)Gal, and lower expression of a-D-

glucose/mannose and a-L-fucose residues, evidenced by differences in RLU values. These results
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confirm the importance of lectins as potencial biomarkers for detection of changes in
glycophenotype of skin neoplasms. This procedure is an effective tool to eliminate subjective

analyses of microscopic preparations.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento do método histoquimiluminescente, a partir da conjugacédo de
lectinas ao éster de acridina, permitiu a avaliacdo quantitativa direta da expressao de
carboidratos em neoplasias de pele, combinando a especificidade da interagédo lectina-
carboidrato e a sensibilidade dos ensaios quimiluminescentes. Os tumores cutaneos
apresentaram uma maior expressdo de residuos de Gal-B(1-3)-GalNAc e uma menor
expressdo de a-D-glicose/manose e a-L-fucose, evidenciados pelas diferengas nos
valores de RLU. Estes resultados comprovam a importancia das lectinas como potenciais
biomarcadores para deteccdo de alteragbes no glicofen6tipo de neoplasias de pele.
Portanto, a histoquimica quimiluminescente é uma ferramenta eficaz para eliminagdo da
subjetividade das técnicas convencionais utilizadas no diagnostico histopatolégico das

neoplasias cutaneas.



