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RESUMO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais freqiiente e a maior causa de morte de cancer em
mulheres no mundo. Dentre as varias neoplasias que acometem esse 0rgdo o carcinoma
ductal invasivo (CDI) representa de 65% a 80% de todos os carcinomas, o qual apresenta
grande heterogeneidade fenotipica e genotipica. Por causa dessa heterogeneidade a procura
por biomarcadores das neoplasias mamarias vem aumento nos ultimos anos. Nesse sentido
lectinas, (glico)proteinas reconhecedoras de carboidratos, vem sendo utilizadas como
tradutoras de glicocddigos e biomarcadores de varias neoplasias. Esse trabalho objetivou
analisar o perfil de carboidratos do CDI através da histoquimica com lectinas e
correlacionar essa expressdao com parametros clinicos e histopatoldgicos (idade, tamanho
do tumor, variante histologica e expressdo de p53). Oitenta e oito bidpsias de CDI e 20
bidpsias de mastoplastia redutora e bordas livres de tumor, utilizadas como controles
normais foram obtidas no Hospital das Clinicas da UFPE. Para a histoquimica com lectinas,
cortes de 4um foram tratados com tripsina 0,1%, metanol-peréxido de hidrogénio 0,3% e
incubadas com as lectinas conjugadas a peroxidase (horseradish peroxidase — HRP),
Concanavalin A, Con A-HRP, Ulex europeus I, UEA-I-HRP e Peanult Aglutinin, PNA-
HRP, especificas para glicose/manose, L-fucose e D-galactose, respectivamente. A
imunohistoquimica para o p53 foi realizada através da técnica da estreptavidina-biotina-
peroxidase. Ambas as reagdes foram reveladas com diaminobenzidina (DAB)-H,O,,
contra-coradas com hematoxilina e avaliadas em microscopia Optica. Houve uma
associacdo entre a marcagdo das lectinas, Con A (p<0,001), PNA (p<0,001) e UEA-I
(p<0,001), nos dois grupos de estudo, normal e CDI. A prevaléncia da positividade foi
significativamente maior no grupo com cancer.A proteina p53 mutante foi detectada em
34,1% dos casos. Morfologicamente PNA reconheceu mitoses atipicas e, UEA-I e Con A
endotélio vascular e todas as lectinas marcaram as células neoplasicas. Nao houve
correlagdo significativa entre a marcagdo das lectinas e os pardmetros clinicos e
histopatolégicos (p>0,005). Os resultados indicam que ocorre uma maior disponibilidade
de glicose/manose, L-fucose e D-galactose no CDI, sugerindo a utilizacdo das lectinas
UEA-I, PNA e ConA como ferramentas histopatologicas na diferenciacdo dos tecidos
normais e portadores dessa malignidade.

Palavras-chave: histoquimica com lectinas, carcinoma ductal invasivo, p53.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent neoplasia and the main cause of cancer death in women
worldwide. Among the several types of mammary gland neoplasia Invasive Ductal
Carcinoma (IDC) represents 65% to 80% of all carcinomas. The major problem concerning
this neoplasia is the great genotypic and phenotypic heterogeneity. This feature explains the
increasing search for biomarkers of breast cancer in recent years. Among these probes
lectins, (glycol)protein that recognizes carbohydrates, have been used as decipherers of cell
glycocodes and biomarkers in cancer. This study aimed to evaluate the carbohydrate profile
in IDC by lectin histochemistry and to correlate it to clinical and histopathological
parameters such as age, tumor size, histological variant and p53 expression. Eighty-eight
biopsies of IDC, and 20 biopsies of reductional mastoplasty were obtained at the Clinic
Hospital of the Federal University of the State of Pernambuco. Sixty-eight ICD free borders
were used as normal controls besides the reductional mastoplasty. For lectin histochemistry
tissue sections (4um) were treated with trypsin (0.1%), methanol-hydrogen peroxide (0.3%)
and than incubated with horseradish peroxidase (HRP) conjugated lectins (Concanavalin A,
Con A-HRP, Ulex Europeans I, UEA-I-HRP, Peanult Aglutinin, PNA-HRP; specific for
glucose/mannose, D-galactose and L-fucose respectively. p53 immunohistochemistry was
performed using the estreptavidin-biotin-peroxidase technique. Both reactions were
revealed with diaminobenzidine (DAB)-H,0O,, counter-stained with haematoxylin and
evaluated on optical micrsocopy. There is a significant association between lectins Con A
(p<0.001), PNA (p<0.001) and UEA-I (p<0.001) in the two study groups, normal and IDC.
The prevalence of positivity was significantly higher in the group of cancer. Mutant protein
of p53 was detected in 34,1% of CDI biopsies. Morphologically PNA recognized atypical
mitosis and Con A and UEA-I vascular endothelium. All lectins of this study recognize
neoplastics cells. There is no association with lectins and clinical parameters (p>0.005).
Results indicated that there is a higher disponibility of glucose/mannose, L-fucose and D-
galactose residues in IDC when compared to normal tissue indicating these lectins as
biomarkers for this malignancy.

Key-words: Lectin histochemistry, Invasive Ductal Carcinoma, p53
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER: UMA VISAO GERAL

O cancer, segundo a Sociedade Americana do Cancer (2008), ¢ definido por um
grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento descontrolado e disseminacao de células
anormais. E uma das principais causas de morte mundial, geralmente excedido apenas por
doencas cardiovasculares, sendo uma doenga genética que afeta uma em cada trés pessoas
no planeta (De Meija et al., 2003). O grau de malignidade do cancer esta relacionado a sua
habilidade em desarranjar a arquitetura tecidual, invadir fronteiras de tecidos adjacentes e
mestastizar para orgaos distantes (Figura 1).

Na carcinogénese ocorrem mudangas na expressdo de proteinas celulares que
levam a alteragdes nas vias de sinalizagdo induzindo, frequentemente, mudangas no
microambiente tumoral, causando inflamag¢dao e resultando em mudanga no perfil das
proteinas teciduais que podem ser secretadas (Kopf e Zharhary, 2007). A carcinogénese
inicia-se a partir de uma alteragdo no DNA celular ou da ativagdo anormal de genes
presentes em células sadias. Tais genes coordenam a proliferagdo, a diferenciagdo, a morte
por apoptose e outras fungdes celulares primordiais. A expressao amplificada de proteinas
reguladas por tais genes pode determinar a progressao de alteracdes celulares levando aos
estados neoplasicos malignos (Conde et al., 2005).

No que se refere as fungdes bioquimicas, as moléculas de adesdo e vias de
transducdo dos sinais para o crescimento tumoral sdo alterados durante a progressao
tumoral. As proteinas normais codificadas pelos proto-oncogenes (genes que regulam a
proliferacao celular) desempenham fungdes iniciais nas células durante o desenvolvimento
das neoplasias. Dentre estas moléculas, destacam-se os fatores de crescimento, proteinas
envolvidas na recep¢do e transdugo de sinais localizados na superficie celular (Guo et al.,

2006).
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Figura 1: Capacidade de migracdo de células neoplasicas
malignas como indica¢do do grau de malignidade tumoral.

(Fusker e Esko, 2005)

Os diferentes tipos de carboidratos na superficie celular apresentam uma importante
funcdo no controle de varios processos fisioldgicos e patobioquimicos no organismo
(Phipps et al., 2005). Mudangas quantitativas e/ou qualitativas nos componentes lipidicos e
protéicos da célula e organelas celulares também sdo evidentes durante o desenvolvimento

dos processos patologicos (Astoul et al., 2000).
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O mecanismo de reconhecimento molecular na superficie da célula, o que a torna
capaz de reconhecer células semelhantes e assim interagir com as mesmas mantendo a
homeostase, ¢ afetado quando células normais sofrem desdiferencia¢do. O resultado ¢ um
crescimento e divisdo descontrolados (Shekhar et al., 2004). Estudos utilizando tumores
realizados por Hirschefelt & Thonsen na década de 30 foram os primeiros a demonstrar
alteragdes bioquimicas nas células tumorais, o que foi posteriormente confirmado como
padrdes de glicosilagdo aberrantes associados ao tumor (Dabelsteen et al., 1992).

Com o advento da tecnologia de anticorpos monoclonais € o avango das pesquisas
com a histoquimica com lectinas, descobriram-se varios epitopos "tumor-especificos"
dentre os quais carboidratados. Correlagdes significativas entre certos tipos de glicosilacao
alterada e o progndstico de tumores experimentais em animais e tumores humanos
aumentam o interesse sobre essas mudancas bioquimicas especificas (Beltrdo et al., 2001;

Melo-Junior et al., 2006).

1.2 A MAMA E O CANCER DE MAMA

A mama ¢ um apéndice cutaneo modificado que descansa bilateralmente sobre o
musculo peitoral na parte superior anterior da parede toracica. A mama feminina tem entre
6 ¢ 10 sistemas ductais entrelacados e sustentados por um estroma fibroso denso e adiposo.
Cada sistema ductal se origina do mamilo e se ramifica sucessivamente até originar a
unidade terminal ducto-lobular. Essa unidade terminal ¢ formada por pequenos acinos que
se originam de um unico terminal ductal, cada grupamento de acinos compreende um unico
lobulo que ¢ sustentado por um tecido conjuntivo especializado, hormonalmente
responsivo, denominado estroma intralobular (Yoder et al, 2007).

O cancer de mama ¢ o cancer mais comum em mulheres do mundo inteiro
apresentando-se como uma das doencas com a maior heterogeneidade genotipica,
fenotipica e clinica (Rakha et al, 2008). Essa heterogeneidade torna-se explicita quando
individuos com o mesmo estagio da doenga e diagndsticos patologicos semelhantes podem
ter cursos cinicos muito diferentes (Lajos, 2008). Sabe-se que o tecido mamario normal ¢é

formado por varios grupos celulares, o grupo de células tronco multipotente

indiferenciadas, caracterizadas pela capacidade de diferenciagdo em iniimeras linhagens
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celulares e as células progenitoras mamarias, um grupo de células derivadas de células
tronco com capacidade limitada de diferenciacdo. No final do desenvolvimento essa
linhagem celular se diferencia nas células mioepitelial, ductal e alveolar (Wicha et al,
2006).

A partir desses dados surgem duas hipoteses para carcinogénese mamaria. O
modelo histoclastico propde que inicialmente ocorre uma transformacdo maligna
ocasionada por multagdes multiplas em uma célula seguida de uma posterior expansao
clonal. J& o modelo hierarquico ou hipotese do cancer das células tronco defende que a
transformacgao maligna ocorre em um subconjunto normal de células tronco e progenitoras
que tiveram desregulardo da auto-renovagdo na formacdo de novas células (Melchor e
Benitz, 2008).

O estagio final da carcinogénese, a transicdo do carcinoma limitado pela membrana
basal dos ductos e 16bulos (carcinoma in Situ) ao carcinoma invasivo, ¢ o estagio menos
compreendido. As fungdes génicas especificas necessarias a invasdo sao de dificil
identificagdo (Porter et al., 2004). O desequilibrio cromossomal ocorre com os ganhos ou
perdas em multiplos locus, como em lesdes hiperplasicas que progridem para carcinoma
ductal in situ até carcinoma ductal invasivo. Ndo obstante, as mudangas cromossOmicas
compartilhadas com ambos os carcinomas ductal in Situ e adjacente ao carcinoma ductal
invasivo demonstram sua relagao clonal ¢ evolucionaria (Menezes et al., 2006).

Ligados aos fatores genéticos, estudos epidemioldgicos conduzidos em diferentes
populagdes determinaram que fatores de risco como idade, localizagdo geografica, situacao
socioecondmica e eventos reprodutivos (idade da menarca e da menopausa, infertilidade,
gravidez e amamentagdo) estdo associados a uma maior incidéncia de carcinomas de mama
(Dumitresco & Cotarla, 2005).

Dentre os tumores malignos da mama, o carcinoma ductal invasivo (CDI)
representa o maior grupo, constituindo cerca de 65 a 80% dos carcinomas mamarios, sao
caracterizados pela formagdo tubular que invade o parénquima adjacente. Vinte por cento
dos CDIs sao categorizados em um subtipo especifico, como tubular, medular, mucinoso,
papilar e micropapilar apresentando caracteristicas citoldgicas e histologicas Unicas, porém,
80% dos CDIs ndo possuem subclassificagdo. A grande quantidade de semelhangas

histologicas dos carcinomas, bem como da doenga mamaria proliferativa atipica, traduz-se
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nas manifestacdes externas de duzias ou centenas de alteracdes biologicas. Atualmente,
nenhuma alteragdo genética ou funcional comum pode ser encontrada em cada tipo de
cancer de mama. A maioria das alteragdes reportadas ocorre em somente um subconjunto
de carcinomas e, em geral, em combinagdes altamente varidveis com outras alteracdes
(Mirtrunen e Hirvonen, 2003) o que impulsiona os estudos em biomarcadores para esses
tipos de cancer (Yoder et al., 2007).

Os CDIs sao graduados baseados em trés caracteristicas histologicas: atipia nuclear,
nivel de atividade mitotica, e extensdo da formacao tubular, cada uma dessas caracteristicas
recebem valores numéricos de 1 a 3 para o calculo do grau (“score”) de Bloom-Richardson.
O CDI bem-diferenciado ou grau I, possui 3 a 5 pontos, o CDI intermediario ou grau Il
com 6 a 7 pontos € o CDI pouco diferenciado ou grau III possui de 8 a 9 nove pontos
(Bloom e Richardson, 1957).

O carcinoma ductal In situ (CDIS) tem uma taxa de progressdao para CDI de 43%,
estimada por oito estudos independentes (Leonard e Swain, 2004).Além disso um risco
aumentado de recorréncia de CDI foi associado ao grau de atividade nuclear moderado ou
alto podendo levar a metastase (Kerlikowske et al., 2003). O grau nuclear ¢ utilizado como
um determinante importante para a decisdo do diagndstico e posterior tratamento (Chapman
et al., 2007. A maioria dos canceres invasivos de mama provavelmente desenvolve-se
durante longos periodos de tempo e podem culminar em formas metastaticas (Dantas et al.,
2003). Entretanto o padrao e ritmo de metéstase para o CDI ¢ bastante imprevisivel, em
geral eles metastatizam para os linfonodos axilares primariamente. Subsequentemente
podem surgir tumores secundarios nos ossos, pulmao, e figado; o cérebro ¢ um local
incomum correspondendo a menos de 5% dos pacientes (Meisner et al., 2008).

O cancer de mama ainda pode ser classificado como esporadico ou familiar. O
esporadico esta geralmente associado com mutagdes somaticas que geram diferentes tipos
moleculares com diferentes padrdes clinicos. No cancer de mama familiar o portador possui
uma mutacdo hereditaria em um dos genes de susceptibilidade de cancer de mama (BRCA1
e BRCA2). Em contraste com a homogeneidade da mutagdo BRCA1/2 no cancer de mama
familiar ¢ observada uma heterogeneidade tanto em carcinomas familiares como

esporadicos baseados nas técnicas de imunohistoquimica (Melchor et al., 2008).
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A Organizagcdo Mundial da Saude estima que, por ano, ocorram mais de 1.050.000
novos casos de cancer de mama em todo o mundo, o que o torna o cancer mais comum
entre as mulheres (WHO, 2006). Tem-se observado, em alguns paises desenvolvidos, como
os Estados Unidos, Canadd, Inglaterra, Holanda, Dinamarca ¢ Noruega, um aumento da
incidéncia do cancer de mama acompanhado de uma reducdo da mortalidade por esse
cancer, o que esta associado a detecgdo precoce por meio da introducdo da mamografia
para rastreamento e a oferta de tratamento adequado. Em outros paises, como no caso do
Brasil, o aumento da incidéncia tem sido acompanhado do aumento da mortalidade, o que
pode ser atribuido, principalmente, a um diagndstico e instituicdo de terapéutica adequada
tardias (INCA, 2006).

As estimativas para o ano de 2008 indicavam uma ocorréncia de 472.050 casos
novos de cancer no Brasil segundo o INCA (2006). O tipo mais incidente no sexo feminino,
com exce¢dao do cancer de pele (ndo melanoma), seria o de mama (49.000 casos). Estes
valores correspondem a um risco estimado de 52 novos casos a cada 100 mil mulheres
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo. Dados demonstraram
que no Brasil, em 2006, foram informadas 36.744 internagdes e 2.344 mortes de mulheres
por neoplasia maligna da mama (Datasus, 2007). A cada ano, cerca de 22% dos novos
casos de cancer em mulheres sdao de mama. Dados sobre a incidéncia de cancer de mama

por regides e capitais apresentam-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Estimativa para o ano de 2008 das taxas brutas de incidéncia de cancer de mama
por 100.000 mulheres.

Estados Taxa bruta Capital Taxa bruta
Rio grande do sul 80,50 Porto Alegre 119,72
Sao Paulo 72,52 Sao Paulo 95,30
Rio de Janeiro 92,77 Rio de Janeiro 120,3

Distrito Federal 51,11 - -

Minas Gerais 42,46 Belo Horizonte 64,97
Parana 56,16 Curitiba 76,02
Santa Catarina 52,03 Florianépoles 62,45
Bahia 24,92 Salvador 50,87
Ceara 35,65 Fortaleza 49,64
Pernambuco 44,82 Recife 87,90

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA)/Ministério da Saude-2006.
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1.3 LECTINAS E SUA APLICACAO NA HISTOQUIMICA

A variacdo na expressao de carboidratos nos varios processos metabolicos, de
desenvolvimento e de reconhecimento celular, possibilita o uso das lectinas como
marcadores estruturais revelando a organiza¢do das superficies celulares e mudangas
durante envelhecimento e patologias (Beltrao et al., 1998, 2001, 2003; Campos et al., 2006;
Melo-Junior et al., 2006). O interesse no uso de lectinas como reagentes para diagnostico
biomédico tem aumentado significativamente no novo milénio. No entanto, os dados exatos
sobre e como lectinas sdo aplicadas na rotina de diagnodstico tem sido ainda muito
limitados. Este fato é corroborado pela presenga de poucas opinides elaboradas sobre este
tema, que ¢ atualmente restrito a um numero pequeno de artigos e publica¢des (Gemeiner et
al., 2008). Entretanto o numero de artigos sobre a utilizagdo de lectinas em diagndstico bem
como a solicitacdo de patente sobre essas proteinas vem aumento consideravelmente no
ultimos anos como pode ser observado na Figura 1 (Mullican et al., 2007).

Lectinas sdo uma classe de proteinas de origem ndo imunoldgica, de distribuigdo
ubiqua na natureza e que reconhecem carboidratos, livres ou ligados as superficies celulares
através de sitios de ligagdes a carboidratos, nos quais a hidrofobicidade ¢ a principal forca
de interac¢do (Thom et al., 2007). Elas despertam as aten¢des a mais de 140 anos (Mitchell,
1860; Stillmark, 1888). Conforme descrito na literatura especializada (Ambrosi et al., 2005;
Gabius et al., 2004; Sharon e Lis, 2003, 2004) essas biomoléculas percorreram um longo
caminho desde a sua primeira detec¢dao em plantas ao seu atual estagio, como moléculas de
reconhecimento com excitantes fungdes ¢ aplicagdes (Gemeiner et al., 2008) como o uso da
ricina (Ricinus comunis) e a abrina (Abricus precatorium) por Paul Ehrlich como modelo

antigénico em estudos imunolédgicos ja em 1890 (Sharon e Lis, 2003, 2004).
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Figura 2: Numero de artigos cientificos e patentes utilizando lectinas em métodos de
diagnostico entre 1986 e 2006 (Mullican et al., 2007).

Atualmente, o nimero de lectinas identificadas e caracterizadas é estimado em
aproximadamente 1000. Sharon (2007) em seu panorama de evolu¢do conclui que o
reconhecimento por lectinas em tecidos animais € sem dtvida, um dos principais métodos
desenvolvidos pela glicobiologia durante a ultima metade do século XX. E previsto que o
tempo de vasta aplicagdo de lectinas como ferramentas de diagnostico e terap€utica ainda
esta por vir (Ambrosi et al., 2005; Gabius et al., 2004).

Diferencas quantitativas e qualitativas entre a lectina e seu carboidrato especifico
foram observadas em numerosas glicoproteinas. Assim, lectinas sdo marcadores celulares
para carboidratos e, em um modelo simplificado conhecido como mecanismo de Fischer de
"chave-e-fechadura" (Fischer, 1894), elas representam uma chave, ou "o molho de chaves"
(Hardy, 1997) para o glicocodigo (Ambrosi et al., 2005; Gabius et al., 2002, 2004). Em

outras palavras, enquanto os aglcares estejam aptos a manter as informagdes e fungdes
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bioldgicas, as lectinas sdo capazes de decifrar seu codigo, sendo, portanto, "decifradoras"
do glicocddigo (Kuno et al., 2005).

Lectinas ja foram identificadas em células animais, sendo algumas soliveis no
citosol, nucleoplasma ou liquidos de corpo, e muitas outras presentes na membrana
plasmatica. As lectinas da membrana estdo envolvidas tanto no transporte celular como
também no reconhecimento célula-célula (Duverge, 2003). A interagdo lectina-caboidrato
ocorre através de uma por¢do limitada da molécula protéica. Este segmento estrutural
denominado dominio de reconhecimento ao carboidrato (do inglés Carbohydrate
Recognition Domain) consiste em um dominio globular com uma alta conservagdo de
residuos de aminoacidos (Loris et al., 1998; Santos, 2001).

Em histoquimica as lectinas, conjugadas a peroxidase, isotiocianato de fluoresceina,
éster de acridina e criptato, tém sido intensamente utilizadas para caracterizagdo de
superficies celulares como sondas na deteccdo de mudangas na glicosilagdo e na expressao
de carboidratos, que ocorrem durante a embriogénese, crescimento e doenca (Campos et
al., 2006). Nesta tltima as lectinas tém sido empregadas no auxilio de diagndsticos
histopatoldgicos, para o mapeamento dos estidgios de diferenciacdo e desdiferenciagao,
nivel de malignidade e capacidade de metastases em tecidos da cavidade oral (Rego et al.,
2005); cérebro humano (Beltrdo et al., 2003); mama (Beltrao et al., 1998, 2001; Korourian
et al., 2008); pele (Melo-Junior et al., 2006), pulmao (Thoma et al., 2007) entre outros.

1.4 p53 E SUA APLICACAO COMO MARCADOR IMUNOHISTOQUIMICO

Os avangos nas investigacdes das alteracdes moleculares que ocorrem nas células
submetidas a transformagdao maligna ajudam a desvendar os mecanismos da ocorréncia e
progressdao dos tumores. Neste sentido, a identificagdo da expressdo de moléculas
especificas associadas ao processo carcinogénico tem conduzido ao conhecimento de um
crescente numero de marcadores moleculares que demonstram relacdo com as
caracteristicas das neoplasias malignas. Estes marcadores complementam os parametros
clinicos e histoldgicos tradicionalmente utilizados para identificar o grupo dos pacientes de
alto risco que possuem um curso clinico mais agressivo da doenga. A caracterizacdo de

neoplasias através de marcadores moleculares especificos pode esclarecer as variagdes
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clinicas individuais de cada paciente, ajudando em estimativas mais confidveis sobre o
progndstico da doenga e orientando as condutas terapéuticas (Schliephake, 2003).

O gene p53 foi inicialmente concebido como um possivel oncogene devido a sua
capacidade de transformar fibroblastos (Lane e Crawford, 1979). As anormalidades ou a
inativagdo do gene p53 t€m sido apontadas como os defeitos genéticos mais comuns no
cancer humano (Moll et al., 2001). O p53 é um gene supressor tumoral em mamiferos,
localizado em 17p13.1, que controla respostas cruciais ao estresse celular desenvolvidas
pelos muitos tipos de danos ao DNA (por exemplo a radiacio UV e a hipoxia) e
estimulagdes oncogénicas, que conduzem a sua ativagdo (Moll et al., 2001). Este gene
recebe esse nome porque codifica uma proteina nuclear de 53 kd (Sirvent et al., 2001),
tendo sido primeiramente identificado através da associa¢dao nuclear de sua proteina com o
virus tumoral SV40 (Lane e Crawford, 1979).

A seqliéncia génica do gene p53 apresenta-se altamente conservada entre as
diferentes espécies, possuindo aproximadamente 20 kb, 11 exons e 393 cddons. A regido
com propriedade de ativagdo da transcrigdo estd localizada na extremidade N-terminal de
seu produto génico, proteina p53 (Soussi e May, 1996).

A complexidade génica deste gene aumentou recentemente, quando Bourdon e
colaboradores (2005) estabeleceram que o gene humano p53 pode codificar pelo menos
nove diferentes isoformas de proteinas (p53, p53B, pS3y, A133p53, A133p53p, A133p53y,
A40p53, A133p53B e A133p53y), que podem ser originadas a partir de dois sitios distintos
de transcri¢ao, além de também serem influenciadas por promotores e trocas (“splicins’)
alternativos. Além disso, as isoformas da proteina p53 possuem diferentes localizagdes
intra-celulares, sugerindo possiveis atividades biologicas especificas (Bourdon, 2007).
Algumas investigacdes ja confirmaram a detec¢do e a expressdo anormal de algumas
isoformas da proteina p53 na leucemia mieldide aguda (Anensen et al., 2006), em
neuroblastomas (Goldschneider et al., 2006) e nos tumores de cabega e pescoco (Boldrup et
al., 2007).

O gene p53 controla o ciclo celular de células normais, regulando pelo menos dois
estagios na resposta as injurias a0 DNA: as transi¢cdes G1/S e G2/M (Kastan et al., 1992).
Quando ocorrem danos ao DNA, a ativagdo do p53 pode estimular a parada do ciclo celular

nestes estagios, a apoptose, ou, em algumas circunstancias, a senescéncia, prevenindo por
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meio disso a formagdo de tumores (Hibi et al., 2000; Moll et al., 2001). O retardo na
progressao do ciclo celular permite que o DNA lesado seja reparado antes da célula entrar
na fase S ou na fase M. No entanto, se o dano ao DNA for muito extenso, dificultando o
reparo, a célula entra no processo de apoptose (Fisher, 2001). Por outro lado, nos casos de
inativagao do p53, as células podem progredir para a fase S sem reparo do DNA danificado,
resultando em instabilidade genomica e permitindo o acimulo de novas mutagdes (Moll et
al., 2001).

A fungdo do p53 no controle do ciclo celular na fase G2 foi demonstrada por Shen e
colaboradores (1996), investigando células em diferentes fases de seu ciclo, antes da
ativacdo de p53. A andlise por citometria de fluxo revelou, nesses casos, que a inducao
deste gene em células sincronizadas na fase G1/S fazia com que estas parassem na fase G2.
Portanto, a forma selvagem de p53 pode bloquear a progressdao do ciclo celular tanto na
fase G1 quanto em G2, dependendo do momento em que ocorre sua superexpressao.

De acordo com Borresen-Dale (2003), a perda das fung¢des do p53 tem como
conseqiiéncia a replicacdo de um molde de DNA anormal, o surgimento de células tumorais
com mutagdes em P53 que tenham também uma alta freqiiéncia de mutacdes em outros
genes, além da expressdo alterada de genes alvos do p53. A inibi¢do da sintese de DNA
durante a indug¢do de genes responsaveis pelo reparo do DNA pode ser explicada pelo
conceito de que o p53 é o guardido molecular do genoma (Kannan et al., 2000).

A proteina p53 selvagem tem uma meia-vida curta, de aproximadamente seis a 20
minutos, enquanto sua forma alterada tem meia vida de até seis horas. A eventual detecgao
de uma pequena quantidade da forma selvagem de p53 ¢ o resultado de um processo
dindmico entre expressdo, estabilizagdo e degradacao desta proteina. Mediadores positivos
e negativos regulam precisamente a estabilidade e a atividade da p53. A estabilizagcdo da
proteina p53, com aumento da sua expressao, pode ocorrer em resposta a varios agentes que
causam dano ao DNA, acarretando mudancas conformacionais, ativacdo ¢ acimulo nuclear
dessa proteina (Hupp et al., 2000). A alta concentracdo desta proteina nas células tumorais
ocorre devido a formagdo de um complexo com outros tipos de proteinas, como o produto
do MDM2 e proteinas de choque térmico, essa interagdo aumenta a meia-vida da p53 em

muitas horas, permitindo a detecgdo de seu acaimulo nuclear (Finlay et al., 1988)
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Em condi¢des normais, a detec¢do da p53 selvagem por Imunohistoquimica (IHQ)
pode ocorrer em algumas células em resposta ao dano no DNA (Borresen-Dale, 2003).
Segundo Geisler e colaboradores (2001), a correlagdo entre o acumulo nuclear de p53
medido THQ e mutacdes no gene p53 detectadas por sequénciamento ¢ menor que 75%. A
razao para isso € que nem todas as mutacdes produzem uma proteina estdvel e outras
podem resultar em proteinas defeituosas (truncadas) que podem ndo ser detectadas por
IHQ. Outras vezes, no entanto, proteinas nao mutadas, porém ligadas a outra proteina
celular (formando compostos inativos), podem dar um resultado positivo somente na THQ.
Muitos estudos relatam atualmente a correlagdo entre a expressdao da proteina p53 com o
cancer de mama, em modelos experimentais (Debies et al, 2008), como possivel alvo para
terapias do cancer (Vazquez et al, 2008), como valor progndstico (Von Minckwitz, 2008) e
como marcador imunohistoquimico da evolugdo de carcinoma in Situ para o carcinoma

invasivo (Menezes et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar o perfil imunohistoquimico para p53 e de glicoconjugados de bidpsias

mamarias de pacientes diagnosticadas com carcinoma ductal invasivo (CDI).

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil de p53 de pacientes portadoras de CDI através da imunohistoquimica;

- Analisar o perfil de L-fucose, D-galactose e glicose/manose das biopsias utilizando a
histoquimica com lectinas;

- Correlacionar os achados histoquimicos, imunohistoquimicos com dados clinicos (idade e

tamanho do tumor) e histopatoldgicos (invasao linfonodal e variante histologica).



23

3 ARTIGO CIENTIFICO

EXPLORING THE GLYCOCODE OF INVASIVE DUCTAL CARCINOMA WITH
LECTIN HISTOCHEMISTRY

LECTIN HISTOCEMISTRY OF INVASIVE DUCTAL CARCINOMA
Original paper

Moacyr J. B. M. Régo'; Marina F. Cordeiro'; Rebeca M.V.A. Lima'; Carmelita L.B.

Cavalacanti'; Eduardo 1. C. Beltrdo'*".

1 Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Recife, Brazil,
2 Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), Recife, Brasil.

* Correspondence to Dr. Eduardo Beltrdo. Universidade Federal de Pernambuco,
Laboratorio de Imunopatologia Keiso Azami — LIKA/UFPE, Av. Prof. Moraes Rego, s/n,
Campus Universitario, Recife, Pernambuco, Brasil. 50670-490.

E-mail: ebeltrao@hotmail.com

(a ser submetido a Pathology & Oncology Research)



24

ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent neoplasia as well as the main cause of death from cancer
among women and invasive ductal carcinoma represents the largest group, of breast
carcinomas. The major problems of these lesions is the great genotypic and phenotypic
heterogeneity. Carbohydrates mediate cell-cell adhesion and
differenciation/desdifferentiation of many tumours. This work aimed to evaluate lectins as
biomarkers and decipherers of glycocode providing useful information for diagnoses
providing useful information for pathologists. Eighty-eight biopsies of patients diagnosed
as invasive ductal carcinoma were evaluated with lectin hisochemistry using PNA, UEA-I
and Con A, specific to D-galactose P(1->3) N-acetylgalactosamine, L-fucose and
glucose/mannose, respectively, and expression of p53 using immunohistochemistry.
Lectins staining was compared to clinical and histopathologic parameters (tumour size,
histological grade, lymph node invasion and age at biopsy). Results indicated a significant
association between Con A (p<0,001), PNA (p<0,001) and UEA-I (p<0,001) and the two
groups studied (normal and IDC tissues) where their staining was higher in cancer group.
However only 34,1% of biopsies were positive for p53. Morphologically PNA also
recognized atypical mitosis and Con A recognized also vascular endothelium besides
neoplastic cells. Results suggest that the expression of carbohydrates were up-regulated in

IDC tissues and lectin histochemistry is indicated as auxiliary tool for diagnoses of IDC.

Key words: invasive ductal carcinoma, glycocode, lectin histochemistry, p53



ABREVIATIONS LIST

Con A Canavalia ensiformes aglutinin
DAB Diaminobenzidina

IDC Invasive Ductal Carcinoma
PNA Peanout aglutinin

UEA-I Ulex europeus aglutinin

BSR Bloom-Scarff-Richardison
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INTRODUCTION

Breast cancer is the most frequent neoplasia as well as the main cause of death from
cancer among women. Since the 1990 there has been an increasing incidence of 0.5% per
year. This growth rate allows estimating around 1.4 million new cases by 2010 (1). Among
the malignant tumors of breast, invasive ductal carcinoma (IDC) represents the largest
group, contributing to about 65 to 80% of breast carcinomas (2). Breast cancers are
neoplasias, which present a great clinical, phenotypic and genotypic heterogeneity (3). This
heterogeneity becomes explicit when patients with the same stage of disease and similar
pathological diagnoses may have very different clinical courses (4).

Advances in investigations of the molecular changes occurring in cells under
malignant transformation help us to understand the mechanisms of the occurrence and
progression of tumors (3). The search for specific molecules associated with carcinogenic
process has led to a growing number of neoplasic biomarkers which in association with
clinical and traditional histological parameters have been used to identify high risk patients
groups, which have a more aggressive clinical course of disease (4, 5).

Carbohydrates have an enormous potential for encoding biological information. The
combination of these molecules, in glycoproteins and glycolipids, dots the outer surface of
all cells and serve as cellular identification tags to the surrounding world (6). The variation
in the expression of carbohydrates in many metabolic processes, such as development and
cell recognition, allows the use of lectins as structural biomarkers revealing the
organization of cell surfaces and changes during aging and diseases (7). Lectins are
structurally diverse carbohydrate-binding (glycol)proteins of non-immune origin (8) that

agglutinate cells and recognize carbohydrates in oligosaccharides and glycoconjugates (9).
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Thus, lectins are natural cell-recognition probes for carbohydrates and such ability has been
explored by their use as biomedical diagnostic tools in the new millennium (10) of a broad
spectrum of diseases. All based on their ability to decipher the glycocode on cell surface.
Lectins are the key or "the bunch of keys" to the sugar code (11, 12). In other words, whilst
sugars are able to carry the biological information, lectins are capable of deciphering their
code, the glycocode (13).

Tumour lectinology has so far shown cytochemical and histochemical differences
between normal and transformed tissues such as mammary (7, 14), brain (15), lung (16)
and within a single class of tumour (17). This work aimed to evaluate the use of
Concanavalin A (Con A), Ulex europeus I (UEA-I) and Peanut agglutinin (PNA) lectins in
histochemistry for the characterization of the glucose/mannose, L-fucose and D-galactose
profile in the cells of tumours of breast invasive ductal carcinoma and their correlation with
clinical parameters and immunohistochemistry for p53.

p53 is a tumour suppressor gene in mammals witch controls key responses to cell
stress caused by DNA damage and oncogene stimulation (18). This gene gets its name

because encodes a nuclear protein of 53kd that can be indentified by immunohistochemistry

(19).
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MATERIALS E METHODS

Eighty-eight biopsies diagnosed as sporadic invasive ductal carcinoma of the breast were
obtained from the Tissue Bank of the Clinic Hospital at the Federal University of the State
of Pernambuco — UFPE, Northeast Brazil. Patients’ age and tumour characteristics were
obtained from the Pathology data base at UFPE and were summarized in table 1. Twenty
biopsies of reductional mastectomy and sixty-six tumour negative margins were used as

normal tissue (control).

Lectin histochemistry: sections (4pum) of specimens were deparaffinized in xyline and
hydrated in graded alcohol (100 - 70%). Slices were treated with a 0.1% (w/v) trypsin
solution for 2 min at 37°C and with a 0.3% (v/v) methanol-H,O, solution for 30 min at
25°C and then incubated with lectins conjugated to horseradish peroxidase, HRP (Con A-
HRP, UEA-I-HRP and PNA-HRP at 50pg/mL). All solutions were prepared with 10mM
phosphate buffer solution, pH 7.2 containing NaCl 150mM (PBS). Washings between each
protocol step were carried out with this buffer. Peroxidase was visualized with a solution
of diaminobenzidine-H,0,, for 5-8 min. Tissues were counter-stained with haematoxylin
and evaluated by light microscopy. Lectin binding inhibition assays were developed
incubating the lectin with its corresponding specific sugars, methyl-a-D-mannoside for Con
A, L-fucose for UEA-I and D-galactose for PNA (100 to 500mM) prior to tissue

incubation. Following steps were as described above.
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Immunohistochemitry: Sections (3um) of specimes were deparaffinized in xyline and
hydrated in graded alcohol (100 - 70%). Antigenic sites were thermally recovered in
steamer with citrate buffer at pH 6.0 than incubated in methanol-hydrogen peroxide
solution (1:1) for 30min and immune-assayed for p53 (1:100) with the streptavidin-biotin
peroxidase (DAKO). Negative controls were carried out omitting the primary antibody

(anti-p53). Any nuclear positivity was reported as positive.

Statistical analysis: SPSS 11.0 software for Windows statistical package was used and
included a description of the measured variables with mean (SD) for quantitative variables
and percentages for qualitative ones. The bivariate analysis of association between
qualitative variables was made with chi-squared test. The comparison of the mean values of
quantitative variables between groups was made with ANOVA. The significance level was

set at a p value < 0.05.

RESULTS

Patient population and tumor characteristics

Tablel summarizes tumor sizes, histologic grade, p53 expretion,.metastasis and age of
diagnosis in breast cancer patients whose tumous were analyzed in this estudy. The size,
mesured or stimated, was further catecorizaed as 1(<1), 2(>1 and <2),3(>2 and <3), 4(>3
and<4) and 5(>4) the age of pacients diagnosed with IDC ranged to 35 to 83 years with

54,3 years of age as the median
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Table 1: Clinical and histopathological characteristics of patients used in this study

Factor Category Number Percentage
Tumour size (cm) 1 10 11,36
2 33 37,5
3 14 15,9
4 18 20,45
5 13 14,77
Histological grade SBR 1 38 40,9
SBR II 14 43,18
SBR IIT 36 15,9
pS3 Negative 58 65,9
Positive 30 34,1
Age Minimum 83
Maximum 35
Median 54,3
Lymph node invasion Yes 17 19,31
No 71 80,68

Morphological description

In normal tissues none of lectins used recognized their specific carbohydrates in
ductal cells of mammary gland. However UEA-I showed positive staining in the apical
membrane of luminal cells. In IDC tissues Con A stained ductal cells with a homogeneous,
diffuse and cytoplasmatic pattern (Figure 1a), few tissue samples also presented membrane
staining. This lectin did not recognize inflammation area differing from stroma which was
positive stained. In addiction Con A recognized vascular endothelium in IDC. For PNA
staining was observed in the nuclear membrane and cytoplasm. Atypical mitoses were
stained by PNA (Figure 1b) while stroma and inflammation area were not. In UEA-I
positive cases L-fucose residues in poor-differentiated cells were recognized (Figure 1c)

and its adjacent stroma was negative. As Con A UEA-I stained vascular endothelium too.
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k.

Figure la: Lectin histochemistry of invasive ductal carcinoma. Con A staining ductal cells
in poor-differentiated (white arrow) but not in well-differentiated (black arrow) in the same

biopsy (100x).
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Figure 1b: Lectin histochemistry of invasive ductal carcinoma. PNA staining atipical

mitosis (arrows) (200x).



33

Figure lc: Lectin histochemistry of invasive ductal carcinoma. Membrane and

cytoplasmatic staining pattern of UEA-I (200x).

Statistical analysis of lectin histochemistry

In this series of patients tumours were classified in five groups Con A, PNA and
UEA-I positive groups, triple negative and triple positive groups. Table 1 summarizes
tumour related factors and lectin histochemistry staining evaluated in this series. Table 2
depicts the lectin histochemistry staining of neoplasic and normal breast tissues. Lectin
histochemistry of neoplasic and normal tissues showed that neoplasic tissues showed a
significant association with tissue malignant transformation Con A (p<0,001), PNA
(p<0,001) and UEA-I (p<0,001) when compared to their normal counterpart. Lectin

staining was abolished with specific carbohydrates at 300 mM.
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For the mean age at diagnosis we have found no significant differences among
lectin groups. But we found that patients with triple negative lesions were significantly
younger than women with triple positive (45.41 vs. 56.54; P < 0.01). Eight per cent of
tumours were triple negative for the lectins used (Con A, PNA and UEA-I) while 29.5%
were triple positive for the same lectins. We have found no significant association with
lectins and age (Con A, P = 0.539; PNA, P = 0.449; UEA-I, P = 0.881) or p53 expression
(Con A, P=0.541; PNA, P =0.553; UEA-I, P =0.234).

Table 2: Lectin histochemistry of neoplasic (IDC) and normal
tissues of breast.

Neoplasic Normal
Lectin Tissue Tissue p value
n % n %
Con A
Positive 67 76,1 0 0,0
Negative 21 239 88 100,0 <0,001
PNA
Positive 46 52,3 0 0,0
Negative 42 47,7 88 100,0 <0,001
UEA-I
Positive 51 58,0 8 9,1
Negative 37 42,0 80 90,9 <0,001

DISCUSSION

An important area of cancer research is to search for biomarkers for a very early
detection of the disease, thus avoiding the cancer spread and metastasis (20). In the pos-
genomic era other molecules begin to prominence in the research for biomarkers with

diagnosis and prognostic value, such as carbohydrates since evidence has been gathered
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that the cellular protein glycosylation pattern is influenced by several physiological
changes, such as occurrence of a disease (12, 21). At that point where the genome is
deciphered, the deciphering of glycocode has just beginning. The versatility of these
molecules to encode biological information is shown when two identical monosaccharides
can link to form 11 different disaccharides (6, 22).

Our results shown a significant expression of D-galactose B(1-2>3) N-
acetylgalactosamine, L-fucose and Glucose/Branched Mannose in IDC patients. This
changes in the expression of carbohydrates and less than or greater expression of these may
be involved with the emergence of tumor metastases and angiogenesis (23). L-fucose over
expression was detected to and fucosylated glycans have been implicated in the
pathogenesis of several human diseases. Many examples of altered glycosylation in cancer
involve fucose-containing oligosaccharides (24).

Our study can not establish a statistically association between lectin staining and
tumor size, age, lymph node invasion and histological grade (BSR). These results are in
accordance with previous studies using lectins and other biomarkers in breast tissue (14, 25,
26). When we compared the lectin histochemistry with immunohistochemistry for p53
similar results are observed for both groups, negative and positive p53. These findings
indicated a no association between p53 and lectin staining. p53 is expressed at low levels
under unperturbed conditions. However, the p53 pathway is activated by any cellular stress
that alter the normal cell-cycle progression or can induce mutations of the genome leading
to the transformation of a normal cell into a cancerous cell. p53 prevents the multiplication
of damaged cells that are more likely to contain mutations and exhibit abnormal cellular

growth than undamaged cells (27). The positive and negative immunostaining for pS3 on
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tumour section in our study should be interpreted with cautious. Bourdon (2007) (28)
drawn the attention that commonly available p53 antibodies can detect some p53 isoforms,
but do not identify them specifically. Such observation may explain our results regarding
pS3 positivity and negativity since all samples were previously diagnosed as IDC.

Lectin histochemistry is a tool in pathology which enables us to reach the
carbohydrate profile of cell in normal and pathologic development. Changes in
glycosylation are commonly observed in human carcinomas and may contribute to the
malignant phenotype downstream of certain oncogenic events. Recent studies emphasize
the importance of understanding the structure of carbohydrates present in tumour tissues for
two clinical needs. In one aspect, antibodies against unique carbohydrate in tumour-
associated antigens, especially those secreted into blood, may provide new and better
biomarkers. Secondly, glycans uniquely expressed on cancer cells provide targets for novel
cancer therapy. The levels of glycosyltransferase activities are altered in cancer cells and
hence target structures can be selected on an enzymatic basis considering the specificity of
the particular enzymes involved in the assembly of these complex carbohydrate structures
(20).

The altered accessible content of glucose/mannose in IDC has already been
observed by us (29). We observed that among normal, fibrocystic disease (intraductal
hyperplasia and fibroadenoma) and IDC breast tissues undergo changes regarding their
saccharide in membrane glycoconjugates.

Recent advances in glycotechnology will find number carbohydrates in
glycoconjugates as tumour markers. This search is to create a cell identification tag and as
well as to answer one of the most important issues in cancer, why specific sugar(s)

change(s) its(their) content in cell to increase their ability of surviving.
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In summary, our results support the hypothesis that altered glycosylation of the
membrane-bound glycoconjugates in IDC evidenced by lectin histochemistry can be used

as a potential signature in cancer.
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4 CONCLUSOES

e H& uma diferenga significativa na expressiao de L-fucose, D-galactose e
glicose/manose nas células neoplésicas dos pacientes com IDC em relagdo ao

controle normal;

e H& uma expressio de p5S3 mutante em apenas 34,1% dos casos ndao sendo

estatisticamente significante entre os grupos analisados;

e Nao foi observada uma correlacao estatistica entre invasao linfonodal, tamanho do

tumor e variante histoldégica com a marcagao das lectinas;

e 0s pacientes triplo negativos para as lectinas foram significativamente mais jovens

que os triplo positivos;

e Niao ha correlagdo entre marcagdo THQ para p53 e os pardmetros clinicos e

histopatoldgicos analisados;

e Nao ha correlagdo entre marcacao da p53 e a marcagao das lectinas;

e Con A pode ser utilizada com biomarcador das células pouco-diferenciadas em

pacientes com areas tumorais bem-diferenciadas e pouco diferenciadas;

e PNA pode ser um possivel biomarcador para mitose atipica;

e Con A, PNA e UEA-I apresentaram-se como sondas histoquimicas para CDI.
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