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Ata da defesa de dissertagdo da Mestranda Janielle Kelly Guimaraes Medeiros,
realizada em 28 de fevereiro de 2007, como requisito final para obtencéo do titulo
de Mestre em Bioquimica.

As 17:15 minutos do dia 28 de fevereiro de 2007, foi aberto, na Sala de Aulas do
LIKA/UFPE, o ato de defesa de dissertagdo da mestranda Janielle Kelly
Guimardes Medeiros, aluna do Curso de Mestrado em Bioquimica/CCB/UFPE.
Iniciando os trabalhos a Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva, Vice-
Coordenadora do Curso supra citado, fez a apresentacdo da aluna, de seu
orientador, o Prof. Dr. Eduardo Isidoro Carneiro Beltrao, de seu Co-Orientador,
Prof. Dr. Severino Alves Janior, do Depto de Engenharia Quimica/UFPE, e da
Banca Examinadora composta pelos professores doutores: Eduardo Isidoro
Carneiro Beltrdo, na qualidade de Presidente, Luiz Bezerra de Carvalho Junior,
Patricia Maria Guedes Paiva, os trés do Depto. de Bioquimica e a Profa. Dra.
Maria do Socorro de Mendonga Cavalcanti, do Depto. de Fisiologia/UPE. Apés as
apresentacdes, o Sr. Presidente convidou a aluna para a apresentacao de sua
dissertacdo intitulada: “Histoquimica com lectinas empregando criptatos de
lantanideos conjugados A Con A como marcador luminescente de tecidos de
prostata humana”, e informou que de acordo com o Regimento Interno do
Curso, a candidata disporia de até 50 (cingiienta) minutos para apresentacao do
trabalhc 2 o tempo de argiiigdo para cada examinador, juntamente com o tempo
gasto pela aluna para responder as perguntas seria de 30 (trinta) minutos. A aluna
procedeu a explanacdo e comentarios acerca do tema em 35 (trinfa e cinco)
minutos. Apés a apresentagao da mestranda, o Sr. Presidente convidou a Banca
Examinadora para ocupar seus lugares e passou a palavra ao primeiro
examinador, a Profa. Dra. Maria do Socorro de Mendong¢a Cavalcanti, em seguida
para a Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva, e finalmente para o Prof. Dr. Luiz
Bezerra de Carvalho Janior, os quais agradecerem o convite, fizeram alguns
comentarios e sugestées. Ao final de suas respectivas argiiicées, os referidos
professores deram-se por satisfeitos. Em seguida, o Sr. Presidente usou da
palavra para tecer alguns comentarios, agradecer a Banca Examinadora e
parabenizar a candidata. Finalmente, a sessdo foi suspensa para proceder ao
julgamento pela Banca Examinadora, a qual se reuniu na Secretaria do
LIKA/UFPE. Apés alguns comentarios, a Banca decidiu por unanimidade conceder
a mengao “Aprovada com Distingdo”. Nada mais havendo a tratar, lavrei a
presente ata que vai assinada por mim, Secretario, e demais membros da Banca
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RESUMO

Criptatos de lantanideos sdo amplamente usados como marcadores luminescentes e lectinas
tétm sido utilizadas para investigar e caracterizar residuos de carboidratos em
glicoconjugados. Neste trabalho Con A foi conjugada ao criptato de Eurdpio (crip(Eu))
para ser usado como marcador em histoquimica para a identificacdo de residuos de
glicose/manose em tecido prostatico humano transformado (hiperplasia prostatica benigna
e carcinoma prostatico). Os resultados indicaram que a Con A-crip(Eu) apresentou o
mesmo padrao de marcacao da Con A-FITC para o estroma e células epiteliais de glandulas
prostaticas observadas por microscopia confocal de fluorescéncia. Os tecidos foram
previamente incubados com solu¢do de Azul de Evans para supressdo da fluorescéncia
intrinseca do tecido depois da incubagdo com a lectina advinda, confirmando que a
fluorescéncia deve-se ao crip(Eu) ou FITC. A manuten¢ao das propriedades luminescentes
e o padrao de marcacdo da Con A-crip (Eu) quando comparada aos da Con A-FITC,
indicaram que o crip(Eu) pode ser utilizado como um marcador histoquimico eficiente para
tecido prostatico.

Palavras-chave: lectina, criptato, histoquimica, tecidos de prostata.
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ABSTRACT

Lanthanides cryptates are largely used as luminescent labels and lectins have been used to
investigate and characterize residues of carbohydrates in glycoconjugates. In this work Con
A was conjugated to criptate of europium (crip(EU)) to be used in histochemistry to
characterize residues of glucose/mannose in transformed human prostate tissues (benign
prostatic hyperplasia and prostatic carcinoma). Results indicated that Con A-crip (Eu)
presented the same binding pattern of Con A-FITC to stroma and gland cells observed
under confocal microscopy. Tissues were previously incubated with Evan’s Blue to
suppress the intrinsic tissue fluorescence prior to lectin incubation confirming the
fluorescence via crip(Eu) or FITC. In summary, the maintenance of the luminescent
properties and binding pattern of Con A-Crip (Eu) when compared to Con A-FITC,
indicates that Crip (Eu) can be used as an efficient histochemistry marker for prostatic
tissue.

Key-words: lectin, criptate, histochemistry, prostate tissue.
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1. INTRODUCAO

A proéstata ¢ a principal glandula sexual masculina responsavel pela producdo de
componentes fundamentais do liquido seminal, envolvidos na reprodu¢do humana,
produzido por inumeras glandulas epiteliais, mergulhadas num estroma de sustentagdo rico
em fibras coldgenas e musculo liso (Stevens & Lowe, 2002).

Dentre os disturbios apresentados pela glandula, o mais severo ¢ o carcinoma de
prostata, considerado atualmente um problema de saude mundial, uma vez que o nimero de
pacientes e Obitos advindos desta patologia vem crescendo assustadoramente nos Ultimos
anos. Fatores de risco como nutri¢ao desbalanceada, idade, raga e fatores genéticos estdo
relacionados a esta neoplasia (Li et al., 2004).

Em 2006, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) apontou o carcinoma de prostata
como segundo entre a populacdo masculina, perfazendo apenas em Pernambuco 2.060
novos casos em todo Estado e 610 casos na capital, Recife. Em 2006, a incidéncia de
50,12/100.000 habitantes, acima da média nacional de 47,280/100.000, fez de Pernambuco,
o sexto Estado em nimero de casos de carcinoma prostatico.

O diagnéstico do carcinoma atualmente ¢ feito através do teste sangiiineo do Antigeno
Especifico da Prostata (PSA), toque retal e da ultra-sonografia de prostata, porém nenhum
deles ¢ suficientemente capaz de fornecer prognostico preciso capaz de direcionar com
eficiéncia a conduta terapéutica mais adequada para cada paciente (Kuligowska, 2001).
Com o intuito de aumentar o tempo ¢ a qualidade de vida dos pacientes, se fez necessario o
desenvolvimento de marcadores tumorais que tragam informagdes precisas no diagnostico e
prognoéstico do carcinoma de prostata. Nesse aspecto, a histoquimica com lectinas se
destaca como técnica capaz de caracterizar alteragdes patobioquimicas teciduais, mapeando
com precisdo alteragdes bioquimicas nos glicoconjugados celulares, envolvidos em
processos de carcinogénese (Yu et al., 2001).

Nosso trabalho teve como objetivos, avaliar a potencialidade do criptato de Europio
conjugado a Concanavalina A para aplicagdo em histoquimica com lectinas de tecidos de

prostata humana, e comparar a eficiéncia desta marcacdo em tecidos com Hiperplasia
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Prostata Benigna (HPB) e carcinoma de préstata (Cap), com a marcagao do conjugado Con
A-FITC, usualmente empregada, a partir da analise de imagens histologicas fornecidas pela
microscopia confocal de fluorescéncia. O mapeamento glicoprotéico dos tecidos da prostata
mostra-se importante no prognostico do cancer. Histoquimica com lectinas vem sendo
utilizada como método de marcacdo tumoral util no mapeamento de glicoconjugados e
apresenta-se com um alto valor progndstico no cancer de prostata, uma vez que o teste do

PSA tem seu valor prognostico limitado (Stenman et al., 2005).

14


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Stenman+UH%22%5BAuthor%5D

Histoquimica com lectinas empregando criptatos de lantanideos... Medeiros, JKG

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histofisiologia da Prostata

As substancias produzidas e liberadas pela prostata, vesicula seminal e a glandula
bulbo uretral formam o plasma seminal, rico em nutrientes, importantes no metabolismo e
no transporte dos espermatozodides, desempenhando um importante papel no processo de
fertilizagdao (Manaskova, 2002; Andrade-Rocha, 2005).

A proéstata tem a forma de uma castanha, com base voltada para o alto e a ponta
voltada para baixo. Ela mede cerca de 3,5cm de comprimento, 4,5cm de largura, 3,0cm de
espessura e para 15-20g, circundada por uma delgada capsula fibrosa. No homem jovem
tem consisténcia firme e elastica.

Formada por dois lobos laterais, direito e esquerdo ¢ um lobo posterior e central
“lobo médio”, pode apresentar uma protuberancia sobre a bexiga, através do colo vesical.
Embriologicamente ¢ constituida de duas partes distintas que se fundiram durante o
desenvolvimento fetal, dessa forma existe a prostata central e a prostata periférica. A
prostata central € atravessada pela uretra prostatica (canal uretral).

Localizada entre o aparelho urindrio e genital, situa-se imediatamente abaixo da
bexiga, acima do perineo e em frente ao reto e atrds da sinfise pubica. Atravessada pela
uretra prostatica (importante na micg¢do e ejaculacdo) e por canais ejaculatorios (vesiculas
seminais e ductos deferentes), conforme figura 1. Forma uma base fixa sobre a qual repousa
a bexiga e estabiliza os o6rgaos da bacia (Zerbib, 2003).

A glandula prostatica, em contraste as outras glandulas sexuais, estd presente em
todos os mamiferos participando de forma ativa na fungdo reprodutiva masculina, a partir
da secre¢do de glicoconjugados que criam condigdes favoraveis a fertilizagdo (Marker et
al., 2002; Sakairi et al., 2006). Além disso, a secrecdo da prostata, contém em especial
lisozimas, junto as outras glandulas sexuais protege o trato urindrio inferior e o sistema
reprodutor masculino de microorganismos patogénicos que penetram pela uretra (Chalabi et

al., 2002;).
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lesticulo
uretra

Fonte: www.centrodeterapias.com.br

Figura 1: Esquema da morfologia normal da prostata

Histologicamente, a prostata ¢ formada por inimeras glandulas secretoras do fluido
prostatico, revestidas por uma fina camada de células basais que apresentam nucleos com
cromatina condensada e citoplasma claro e uma camada de células epiteliais colunares altas
ou cubicas, com nucleos mais claros (Figura 3). Suas glandulas formam pregas complexas,
alojadas no interior de um estroma de sustentacao formado por fibroblastos, colageno e

musculo liso (Stevens & Lowe, 2002). (Figura 2).

B -
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Figura 2: Glandulas e estroma do tecido prostatico.

(Hematoxilina Eosina-HE, 100x).

Figura 3: Detalhe de glandula do tecido prostatico,
evidenciando a disposicdo uniforme das células epiteliais
colunares, juntamente com a disposicdo basal de seus
nucleos, circundadas por uma fina camada de células basais.
Ao redor da glandula, o estroma de sustentagdo (rosa). (HE,

400x%).

2.2 Cancer

Neoplasia ¢ uma massa anormal de tecido cujo crescimento excede ¢ ndo estad
coordenado ao crescimento dos tecidos normais e que persiste mesmo cessada a causa que a
provocou. Carcinogénese ou oncogénese sdao termos que designam o processo de
desenvolvimento de uma neoplasia, desde as alteracdes mais precoces no DNA, que
supostamente ocorrem em uma sé célula ou em um pequeno nimero delas, até a formagao
de um tumor que pode destruir o organismo hospedeiro (Robbins et al., 2005).

A proliferacdo, diferenciagdo e a sobrevivéncia das células individuais em

organismos multicelulares sdo cuidadosamente reguladas visando a necessidade do
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organismo como o todo. O cancer € o resultado da quebra dos mecanismos reguladores que
governam o comportamento normal das células. Dessa forma, essa patologia se apresenta
como uma doenca social celular, resultado da perda dessa regulagdo, fazendo com que as
células passem a se dividir de maneira descontrolada e invadam outros tecidos e 6rgaos e
interferindo em suas fungdes (Cooper, 2001). A carcinogénese ¢ um processo de multiplas
etapas, iniciando-se a partir de mutacdes de duas classes de genes: genes supressores de
tumor e proto-oncogenes, que tém papel chave no controle de crescimento celular através
da expressao de suas proteinas (Chen, 2005; Rivoire et al., 2006).

Proteinas normais codificadas pelos proto-oncogenes desempenham fungdes iniciais
nas células durante o desenvolvimento das neoplasias. Dentre estas moléculas reguladoras
do ciclo celular, destacam-se os hormonios, fatores de crescimento e proteinas envolvidas
na recep¢ao e tradugdo de sinais localizados na superficie celular. As células neoplasicas,
freqiientemente apresentam anormalidades na resposta celular a fatores de crescimento e
seus receptores, proteinas envolvidas nas vias de transduc¢do do sinal hormonal, levando a
uma desregulacdo de vias de sinalizagdo oncogénicas que promovem proliferagdo, inibem a
apoptose e habilitam células cancerosas a disseminarem-se e estimular a angiogénese
tumoral (Agawal, 2000).

Estudos demonstram que modificagcdes em importantes genes que resultam em uma
alteracdo significativa no padrdo da expressao génica do tecido normal pode levar ao
desenvolvimento do tumor maligno (Brum et al., 2005). Muitas destas mutagdes sao
adquiridas durante a evolugdo do cancer, sendo consideradas como mecanismos de
tumorogénese (Porkka et al.,2004).

A carcinogénese ¢ progressao maligna sdo controladas em parte, através da
alteragdo estroma-epitélio, que promovem a progressdo do cancer. Células estromais
alteradas associadas a carcinomas afetam profundamente uma cascata de processos, como a
iniciacdo, crescimento, migragdo, angiogénese, apoptose, invasdo ¢ a metastase tumoral
(Cunha et al., 2004). Sob o ponto de vista bioquimico, observa-se que as moléculas de
superficie, como as de adesdo, e vias de transducdo dos sinais para o crescimento do tumor
apresentam-se alteradas durante a sua progressio (Gua et al.,, 2006). Chan (2001)
demonstra que dentre os diversos fatores que levam ao desenvolvimento do cancer, a

alteragdo na expressao de glicoconjugados ¢ freqiientemente observada em tumores.

18



Histoquimica com lectinas empregando criptatos de lantanideos... Medeiros, JKG

As membranas das células sdo compostas por componentes glicosilados ou ndo, que
atuam como receptores de diferentes componentes, dentre os quais as lectinas, carboidratos,
antigenos, anticorpos que regulam ou promovem a interacdo entre as células. Estes
glicoconjugados sdo proteinas e lipidios ligados a diferentes carboidratos como a glicose,
manose, galactose, L-fucose, acido sialico, N-acetil glicosamina e N-acetil galactosamina,
formando as glicoproteinas e glicolipidios, respectivamente (Gabius, 2000). Estes
carboidratos apresentam importante fun¢cdo no controle da homeostase de processos
fisiologicos e patobioquimicos do organismo (Phipps et al., 2005). A estrutura dessas
macromoléculas estd relacionada ao estdgio de diferenciacdo e maturacdo das células
(Wroblewski et al., 2001; Jarolim et al., 2002).

Distarbios qualitativos e/ou quantitativos na glicosilacdo destes carboidratos estdo
envolvidos em diversos processos patoldgicos celulares, como também em tumores,
levando a um aumento e/ou diminui¢ao da invasividade e metastase de células neoplasicas,
determinante este, importante na progressao do cancer no organismo. Assim, mudangas
qualitativas /quantitativas na glicobiologia dos glicoconjugados das membranas celulares
sdo altamente significativas no desenvolvimento e evolu¢do de muitas doencas (Yu et al.,
2001).

A importancia fisiolégica da biologia dos carboidratos emergiu gradualmente
devido as informagdes quanto a interacdo proteina-carboidrato e carboidrato-carboidrato,
em circunstancias normais e patologicas da célula (Danguy et al., 2001). Esta propriedade
de ligacdo a carboidratos constitui a base da interacdo célula-célula, célula-estroma e
progressdo do cancer (Pratima et al.; 2002; Califice et al.; 2004).

A observagdo das propriedades morfologicas de tumores possibilita, na grande
maioria dos casos, a inferéncia quanto a seu carater benigno ou maligno e a previsdo de seu
comportamento bioldgico. Algumas vezes, entretanto, tal categorizagio e previsdo ndo sao
possiveis, pois um tecido neoplasico pode apresentar tanto caracteristicas anatomicas que
assinalam um carater ndo agressivo quanto outras sobre as quais recai uma grande suspeita
de malignidade (INCA, 2006).

A histopatologia, realizada a partir da bidpsia do tecido tumoral, ¢ essencial no
diagnostico preciso do cancer e usada para classificacdo do tumor, como benigno ou

maligno. A confirmacdo da prova anatomopatologica € necessaria para o planejamento de
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tratamento e também um prognostico adequado (Akimoto et al., 2006). O grau de
malignidade do tumor ¢ determinado a partir da analise do tecido e sua relacdo de
semelhanca morfoldgica com o tecido original. Dessa forma existe o tumor benigno, onde o
arranjo das células tumorais guarda caracteristicas do tecido de origem. Possuem um
crescimento lento, permitindo a formacao de novos vasos para sua nutricao, assim, necrose
e degeneracdo sdao incomuns nesse tipo de tumor. J& no tumor maligno, comumente
chamado de cancer, as células ndo se assemelham geralmente ao tecido original. Possuem
um crescimento rapido, o que resulta muitas vezes em hemorragia dos vasos recém-
formados e necrose. Geralmente as células perdem sua aderéncia entre si e tém com isso
sua disseminagdo pelo organismo facilitada, caracterizando a metastase. Por seu carater
invasivo, o limite entre o tumor e o tecido normal ndo € preciso implicando numa dificil
remogao (Robbins et al., 2005).

O papel dos glicoconjugados expressos nas membranas celulares ¢ ampla no
processo da carcinogénese (Chan et al.,, 2001). Pratima e colaboradores (2002)
demonstraram que as células cancerigenas utilizam seus carboidratos modificados de
superficie para escapar do reconhecimento do sistema imunoldgico e migrarem para outros
tecidos. Orr ¢ Wang (2004) demonstraram que a interagdo com glicoconjugados expressos
no endotélio microvascular de um 6rgdo alvo representa um passo essencial na metastase
do carcinoma da prostata. Estudos demonstraram um padrao muito diferente de glicosilagao
na expressao de glicoconjugados em tecidos de patologias da prostata, porém, estudos das
mudancas de glicosilagdo celular em estagios pré-malignos da carcinogénese prostatica
ainda sdo escassos (Herling et al., 2000; Chan et al., 2001). O conhecimento de alteragdes
bioquimicas especificas que permitam entender a regulacdo do crescimento celular no
carcinoma da prostata ¢ importante no desenvolvimento de novas técnicas auxiliares no

diagnostico desta patologia (Lin, 2002).

2.3 O Cancer de Prostata
O cancer de prostata ¢, atualmente, um problema de Saude Mundial. Fatores de

risco como nutri¢do desequilibrada, idade, raca e fatores genéticos estao relacionados a esta

neoplasia (Li et al., 2004).
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No Brasil, tornou-se um problema de Saude Publica, uma vez que representa o
segundo cancer mais comum em homens, aumentando sua incidéncia nos ultimos anos,
devido ao envelhecimento da populacdo. Dentre os tipos de cancer, ¢ o segundo cancer em
homens no Brasil, com estimativa de risco de 47,280/100.000 (INCA, 2006). Pernambuco ¢
o sexto Estado em numero de casos de carcinoma prostatico, perdendo apenas para os
Estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. Estimativas do INCA para o ano de 2006 apontaram uma incidéncia de
50,12/100.000 habitantes, acima da média, com estimativa de incidéncia de 2.060 novos
casos para o Estado de Pernambuco e 610 casos apenas na capital, Recife.

Os trés processos patoldgicos que afetam a prostata com maior freqiiéncia sdo a
prostatite, a hiperplasia benigna da prostata (HPB) ou hiperplasia nodular e o
adenocarcinoma prostatico.

A HBP ¢ a patologia mais comum da prostata e considerada como uma doenga da
idade, bastante comum em homens acima de 50 anos. Caracterizada pelo aumento
consideravel da prostata, pela formagao de nodulos periuretrais que quando suficientemente
grandes, comprimem o canal uretral levando a uma sintomatologia clinica como dificuldade
de esvaziamento completo da bexiga e aumento do nimero micg¢des, acompanhado de
esvaziamento incompleto da bexiga. Essa patologia ¢ considerada um problema de Saude
Publica, pois atinge um em cada cinco homens acima de 50 anos e um em cada trés homens

acima de 80 anos (Zerbib, 2003; Roehrborn, 2005).

Estimativa dos Casos Novos
Localizagéo Primaria
Neoplasia maligna

ColoneReto | 230 571 80 1164
Esofago | 190 458 40| 6,20

Outras Localizacbes
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Fonte: INCA (2006)

Tabela 1: Estimativas para o ano 2006 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 e de
nimero de casos novos por cancer, em homens, segundo localizagdo primaria.

O crescimento e manutengao da prostata sao dependentes de hormonios androgenos,
como a testosterona, estando seus niveis intimamente ligados as patologias desse 6rgao
(Zerbib, 2003). Acredita-se que a HBP seja conseqiiéncia de um desequilibrio interno da
célula glandular, relacionada ao metabolismo dos hormoénios androgenos. A
diidrotestosterona (DTH), derivado da testosterona, ¢ mediador final do crescimento da
prostata. Pessoas com deficiéncia especifica dessa enzima tém o crescimento da prostata
alterado. Mercader (2007) observou que o tratamento de privagdo de androgenos na
glandula da prostata apresenta sinais como injuria celular e atrofia da glandula apo6s 7 dias
de tratamento.

O processo envolvido no desenvolvimento e carcinogénese da prostata ¢ complexo
(Wong et al., 2003).

Atualmente, o diagndstico do cancer de prostata se baseia no toque retal, nos niveis
sanguineos do antigeno prostatico especifico (PSA) e na ultra-sonografia transretal,
utilizada no diagnostico de lesdes malignas da prostata. Porém, nenhum deles ¢ sensivel e
especifico o suficiente para ser usado sozinho na definicdo da conduta a ser tomada em

relag¢@o ao paciente (Schenk-Braat et al., 2006).
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O PSA, glicoproteina secretada quase exclusivamente por células epiteliais da
prostata, ¢ uma ferramenta diagnostica simples, muito usada no rastreio do cancer de
prostata e HBP, porém ndo ¢ 100% confiavel (Santos et al., 2006). Além do que, quando
seu nivel ndo aumenta, como ¢ mostrado em um estudo de Spencer e colaboradores (2005),
com pacientes que possuiam valores de PSA normal, foi encontrada incidéncia de 19% de
cancer prostatico. A taxa alterada de PSA nao diferencia entre as mudancas celulares na
prostata causadas pelo cancer e as aquelas causadas por mudangas benignas, tal como o
HPB. Em conseqiiéncia, os testes de PSA tém uma taxa elevada de falso-positivo, que
podem levar desconfortos psiquico e fisico desnecessarios ao paciente, como biopsias por
agulha ¢ até cirurgias (Bonn, 2002; Peracaula et al., 2003).

A ultra-sonografia transretal da préostata ¢ um método que, apesar de ndo possuir a
sensibilidade e a especificidade que se acreditava ter inicialmente, consegue detectar maior
quantidade de tumores e em estagios mais precoces do que os outros métodos e somando o
seu uso ao Doppler colorido, hd um aumento da sensibilidade do método de triagem do
cancer (Kuligowska, 2001). No entanto, Santos e colaboradores (2006), verificaram a
limitagdo da ultra-sonografia para deteccdo do cancer de prostata. Uma vez que o
rastreamento inicial dos pacientes ¢ feito pelos niveis de PSA e toque retal, a ultra-
sonografia deveria ter a fungdo de tentar diminuir o nimero de biodpsias desnecessario, sem
prejudicar a capacidade de detec¢do do cancer. No entanto, o carater inespecifico do
aumento do PSA, associado a sensibilidade e especificidade baixas da ultra-sonografia,

prejudicou sua utilizagdo como método de rastreio.

2.4 Lectinas

As lectinas sdo glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que reconhecem
carboidratos especificos, por meio de ao menos, dois sitios de ligagdo ao carboidrato,
dominio de reconhecimento de carboidrato (Sharon & Lis, 2004). Estas moléculas
aglutinam células animais e vegetais, precipitam polissacarideos e glicoconjugados. Sao
amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em seres unicelulares,

pluricelulares como fungos, animais e plantas (Wang & Ng, 2006).
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Lectinas vém se mostrando como preciosa ferramenta nas pesquisas bioquimicas e
biomédicas (Pratima et al., 2002), pela sua estabilidade quimica, facil utilizagdo e a sua alta
especificidade no reconhecimento de carboidratos distintos, associada a grande
disponibilidade deste material na natureza, sendo otimizadas como marcadores de células
transformadas (Sames et al., 2001).

Além da aplicagdo como marcador tumoral, as lectinas sdo usadas na separacao e
identificagdo celular, detec¢do, isolamento e estudo da estrutura das glicoproteinas (Sharon
& Lis, 2004) e recentemente também tém ganhado atencdo como segunda geracdo de
bioadesivos na entrega da droga ao tecido alvo (Lehr, 2000).

Baseando-se na sua especificidade, cinco grupos de carboidratos componentes das
glicoproteinas e glicolipidios das membranas celulares podem ser identificados:
glucose/manose, L-fucose, 4acido sidlico, N-acetil glicosamina e N-acetil

galactosamina/galactose (Sharon & Lis, 2004).

Tabela 2: Especificidade de lectinas de plantas

LECTINA
Canavalia ensiformis (Con A)
Lens culinaris (LCA)
Ulex europaeus (UEA-I)
Lotus tatragonolobus (LTA)
Triticum vulgare (WGA)
Ricinus communis (RCA-I)
Helix pomatia (HPA)
Arthocarpus integrifolia (JCA)
Pisum sativum (PSA)
Dolichos biflorus (DBA)
Limax flavus (LFA)
Arachis hypogaea (PNA)

ESPECIFICIDADE
a-D-manose/ a-D-glicose
a-D-manose
a-L-fucose
a-L-fucose
N-acetilglicosamina/Acido sialico
B-D-galactose
N-acetilgalactosamina
a-D-galactose
a-D-glicose/a-D-manose
B-D-galactose
Acido siélico

N-acetilgalactosamina/D-galactose
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Em histoquimica as lectinas, conjugadas a peroxidase, isotiocianato de fluoresceina,
éster de acridina e criptato, tém sido intensamente utilizada para caracterizacdo de
superficies celulares como sondas na deteccdo de mudangas na glicosilagdo e na expressao
de carboidratos, que ocorrem durante a embriogénese, crescimento ¢ doenga (Beltrdo et al.,
2003, 2006). Elas estdo envolvidas em varios processos bioldgicos, e como marcadores
histoquimicos, sao utilizadas na caracterizagdo e diferenciacdo de tecidos normais e
transformados, sendo uma técnica sensivel, estavel e de facil manipulagdo (Beltrdo et al,
2001).

Os carboidratos das membranas celulares desempenham um importante papel de
regulacao durante o desenvolvimento e homeostase do tecido por mediar sinais celulares
(Kulkarni & McCulloch, 1995). Modificagdo na estrutura dos carboidratos componentes
dos receptores das células desestabiliza o sistema que controla a inibi¢do por contato e a
proliferacdo celular, que direciona as células para a transformagdo neoplasica. Como o
padrdo de glicosilagdo alterado € caracteristico da malignidade, algumas lectinas funcionam
como marcadores bioldgicos e também ajudam no mapeamento de neoplasias ou tecidos
que apresentem propensdo para tal (Arenas et al, 1999). A histoquimica com
lectinas contribui com informagdes sobre o desenvolvimento, estagio de diferenciagdo, grau
de malignidade e potencial do tecido em desenvolver metastases a partir do estabelecimento
de perfil de carboidratos do tecido estudado (Brooks, 2000).

Como exemplo de seu emprego como uma ferramenta histopatologica, lectinas tem
auxiliado no diagnoéstico e prognoéstico de varias doengas (Dwek et al, 2001), descrevendo
os padroes de ligacdo dessas proteinas a seg¢des de tecidos humanos transformados,
provenientes da mama (Beltrdo et al, 1998, 2001; Campos et al, 2006); de cérvix uterino
(Remani et al, 1994); do maxilar (Kaneko et al, 2000); de cérebro humano (Nishimura et
al, 2000; Beltrao et al, 2003); do baco (Dullman et al, 2000); e metastases em nodos
linfaticos (Schumacher et al, 1995). Em tecidos animais destaca-se a investigacdo de
mudangas senis em cérebros de caes, a deteccdo de oligossacarideos em embrides de
passaros e o estudo dos corpos luteos de ratos no término da gestacdo (Sames et al, 2001).

Estudos anteriores tém demonstrado que o padrdo de glicosilagio muda entre os
diferentes estados patologicos da prostata. Arenas (1999), empregando histoquimica com

lectinas, mostrou as principais diferengas de glicosilagdo entre o CAP ¢ HBP, através de
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uma maior marcagdo com as lectinas PNA, DAS, DBA, SBA, UEA-I ¢ AAA ¢ menor
marcacdo com WGA e HPA. Residuos de N-acetilgalactosamina foram fortemente
expressos na HPB, enquanto no carcinoma da prdstata, a expressdo de acido sidlico,

galactose e residuos de fucose foi alterada.

2.5 Criptatos de lantanideos

Representam uma nova classe de complexos fluorescentes. S3o constituidos por

complexos de ions lantanideos que apresentam boas propriedades luminescentes
conhecidos como dispositivos moleculares conversores de luz (DMCLs), como exemplos
de DMCLs , pode-se citar os complexos de ions lantanideos Eu(Ill) e Tb(III) com criptatos
(Quiocho, 1986).
Tais dispositivos possuem variadas possibilidades de emprego na area biomédica, testados
e utilizados freqiientemente em aplicacdes médicas e clinicas como radioimunoterapia
(Klein, et al., 1988, Parker, 1637, Raicle, 1981), tomografia de emissdo de positron (Loch,
et al.,, 1981, Partain, et al., 1983), agente de aumento de contraste em imagem de
ressonancia (Tweedle, et al., 1989, Lauffer, 1987, Kumar, et al., 1993, Taylor, et al., 1986)
¢ marcadores luminescentes em fluoroimunoinsaios (Lopez, et al., 1993, Mathis,
1993,1995, Sabbatini, et al., 1995), onde podem como marcadores para sistemas
bioldgicos, como na biologia molecular (Alpha-Bazin et al., 2000). Dentre os compostos
macrociclicos mais estudados pode-se destacar os criptatos de lantanideos, devido as suas
habilidades de coordenagdo com antigenos ou anticorpos estarem bem estabelecidas
(Lopez, et al., 1993, Mathis, 1993,1995, Sabbatini, et al., 1995).

As primeiras espécies que apresentaram a capacidade de complexar e encapsular
cations surgiram na década de 60, a partir de trabalhos de Jean-Marie Lehn e foram
denominadas criptantes, e seus complexos metalicos, criptatos.

A complexacdo de ions lantanideos a criptatos gera uma alternativa para aplicacdo
destes complexos com alta eficiéncia de luminescéncia, destacando a alta eficiéncia do
criptato de Eurdpio. Os criptatos de lantanideos sdo macrociclos tridimensionais que
formados pela inclusdo de um ion lantanideo como, por exemplo, o eurdpio III e o térbio

III, em sua cavidade intramolecular (Figura 4), que sdo excitados por um feixe de luz,
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emitem fluorescéncia quando voltam a se estabilizar (Mathis, 1993).0s criptatos de

lantanideos sdo soltiveis em agua possuem alta estabilidade termodinamica e cinética

tornando-os fortes candidatos em aplicagdes em sistemas biologicos (Jones, 2005).
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Fonte: Quim. Nova, Vol. 27, No. 5, 709-714, 2004

Figura 4: Ligantes precursores e criptatos sintetizados: novos criptatos de lantanideos (6-8)
a partir de ligantes piridinico (1) e bipiridinicos (2-4), visando suas possiveis aplicacdes em

sistemas bioldgicos.
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2.6 Microscopia confocal de fluorescéncia

Comercialmente disponivel a partir de 1987, a microscopia confocal a laser (Figura
5 e 6) apresenta peculiaridades como permitir a obtengdo de imagens de planos focais
especificos ou cortes Opticos, que podem ser utilizados para constru¢do de imagens
tridimensionais. O microscopio confocal trabalha com imagens digitais, ao contrario das
imagens analdgicas do microscopio convencional.

Este microscopio trabalha com a dptica de um microscopio de fluorescéncia, mas
utiliza o laser como fonte alimentadora do sistema. Seu funcionamento ¢ complexo, embora
a idéia central seja simples. A microscopia confocal conta com o mesmo sistema Optico da
fluorescéncia, mas a iluminagao se da de forma pontual, em ndo em todo o campo, como
ocorre na microscopia de fluorescéncia comum. Acima da objetiva, ha um pinhole ou iris,
que elimina a luz proveniente de objetos fora do foco, contribuindo para uma imagem mais
nitida e mais rica em detalhes. Além disso, dada a sensibilidade de seus detectores
fotoelétricos e o controle eletronico da intensidade dos sinais, as imagens pouco
evidenciadas na microscopia de fluorescéncia podem ser observadas na microscopia

confocal (Carvalho & Recco-Pimentel, 2001).

Fonte: Leica-Microsystem

Figura 5: Microscopio de Fluorescéncia Confocal e Leica Confocal Software (LCS)
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3. JUSTIFICATIVA

O conhecimento de alteragdes bioquimicas especificas que permitam entender a
regulagdo do crescimento celular no carcinoma da prostata ¢ importante no
desenvolvimento de novas técnicas auxiliares no diagnostico desta patologia. Por esse
motivo, o diagndstico de patologias prostaticas necessita de ferramentas de deteccao
precisas o suficiente para promover sua detec¢do precoce, permitindo, assim, o tratamento
mais adequado, melhorando a sobrevida e qualidade de vida do paciente e diminuindo a
morbidade. O desenvolvimento de marcadores bioldgicos que mapeiem alteragdes
bioquimicas, normais ou patologicas, nos mais diversos sistemas bioldgicos tem despertado
o interesse de pesquisas de compostos sintéticos de facil aplicagdo e alta sensibilidade. O
criptato de Eurdpio tem mostrado estas caracteristicas sendo assim de importancia para seu
estabelecimento como um marcador celular competitivo quanto aos ja existentes como o
FITC para utilizagdo na microscopia de fluorescéncia que permite combinar o poder de
componentes Oticos de alta performance com a aquisicdo de imagens digitais
computadorizadas. Aliado a este aspecto, o fato de Pernambuco ter uma alta incidéncia de
cancer de prostata proporcionou a motivacao cientifica necessaria para o desenvolvimento
do presente trabalho visando avaliar avaliacdo o, potencial do criptato de Eur6pio, como
marcador conjugado a Con A utilizado na histoquimica com lectinas para caracterizagdao do

perfil de carboidratos de tecidos sadios e transformados de préstata humana.

4. OBJETIVOS
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4.1 Geral

Avaliar a potencialidade do criptato de Europio conjugado a Concanavalina A para
aplicagdo em histoquimica com lectinas de tecidos de prostata humana.
4.2 Especificos

» Conjugar o criptato(Eu) a Concanavalina A;

» Realizar a histoquimica com lectinas em tecidos prostaticos diagnosticados como

hiperplasia prostatica benigna (HPB) e carcinoma prostatico (CAP);

» Analisar ¢ comparar as marcagdes obtidas de Con A-Crip(Eu) através de medidas

espectroscopicas de luminescéncia com as marcagdes utilizando-se Con A-FITC.
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