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RESUMO

VASCONCELOS, Juliana Lucia de Albuquerque. Avaliacédo do valor diagnostico
e prognostico de carboidratos em Carcinoma Prostatico Humano. Dissertacao.

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Cancer € um conjunto de alteracdes celulares, que leva a uma divisao celular
sem controle, podendo invadir tecidos adjacentes através da circulacéo
sanguinea e do sistema linfatico. O Céancer de Préstata (CP) é o segundo
tumor mais comum entre a populacdo masculina, e € considerado o cancer da
terceira idade. A carcinogénese é um mecanismo complexo no qual ocorre
mudancas na expressdo de proteinas e glicoconjugados. Glicosilacdo €
mediada por glicosiltransferases, enzimas que tem funcdo de inserir residuos
de carboidratos especificos, e € um dos mais importantes processos biolégicos
pos-traducdo de modificagbes na estrutura final e funcdo de lipidios e
proteinas. As fucosiltransferases (FUT) participam da transferéncia de residuos
de L-fucose, um sacarideo associado ao cancer e a processos inflamatérios, da
GDP-L-fucose. Neste estudo objetivou-se avaliar a expresséo dos genes FUT3
e FUT6 através da Imunohistoquimica em Adenocarcinoma Prostatico e
Hiperplasia Prostatica Benigna correlacionando com o padrdo de expressao de
L-fucose empregando a histoquimica com as lectinas UEA-I (Ulex europaeus) e
LTA (Lotus tetragonolobus). As enzimas FUT3 e FUT6 apresentaram-se com
uma alta expressao tanto no Adenocarcinoma Prostatico como na Hiperplasia
Benigna Prostética, principalmente a FUT 6. Os resultados da histoquimica
com lectinas mostraram uma baixa distribuicdo/accessibilidade de L-fucose.
Sugere-se que, as enzimas FUT3 e FUT6 possam representar potenciais
biomarcadores para avaliar alteracbes benignas e malignas prostaticas
refletindo uma variacédo no perfil de L-fucose nestes tumores que podem estar
associados as suas caracteristicas biolégicas.

Palavras-chaves: fucosiltransferases, L-fucose, adenocarcinoma prostatico,

hiperplasia prostéatica benigna.



ABSTRACT

VASCONCELOS, Juliana Lucia de Albuquerque. Evaluation of diagnostic and
prognostic value of carbohydrates in human prostate carcinoma. Dissertation.
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Cancer is a set of cellular changes, leading to uncontrolled cell division that may
invade surrounding tissues via bloodstream and lymphatic system. Prostate
Cancer (PC) is the second most common tumor in men and is considered the
cancer of the elderly. Carcinogenesis is a complex mechanism in which
changes occur in the expression of proteins and glycoconjugates where
glycosylation plays key roles since modulates the carbohydrate moieties in
glycoconjugates being one of the most important biological processes of post-
translational modifications in the final structure and function of lipids and
proteins. Fucosyltransferases (FUTSs) are enzymes that catalyze the transfer of
the L-fucose residues, a saccharide which has been linked to cancer and
inflammation features, from GDP-Fuc. This study the objective to evaluate the
expression of genes FUT 3 and FUT 6 by immunohistochemistry in Prostatic
Adenocarcinoma and Benign Prostatic Hyperplasia and to correlates with the
expression pattern of L-fucose using lectin histochemistry with UEA-1 (Ulex
europaeus) and LTA (Lotus tetragonolobus). FUT3 and FUT6 showed a high
expression in both prostatic tissues, especially FUT6. The results of lectin
histochemistry showed a low distribution/accessibility of L-fucose residues. It is
suggested that FUT3 and FUT6 may represent potential biomarkers to evaluate
benign and malignant alterations in prostate reflecting a variation in the profile
of L-fucose residues in these tumors which can be associated to their biological
features.

Keywords: fucosyltransferases, L-fucose, prostatic adenocarcinoma, benign
prostatic hyperplasia.
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1 INTRODUCAO

Cancer é um conjunto de alteragbes celulares, que leva a uma divisdo
celular sem controle, podendo invadir tecidos adjacentes através da circulagao

sanguinea e do sistema linfatico (INCA, 2011).

O cancer de proéstata € o segundo tumor mais comum entre a populagao
masculina, e mais do que qualquer outro tipo de cancer é considerado o cancer da
terceira idade; uma vez que, cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a
partir dos 65 anos (INCA, 2012). Estima-se que na populagao masculina brasileira
0 numero de casos novos de cancer de prostata no ano de 2012/2013 sera de
60.180 novos casos, correspondendo a um risco estimado de 62 novos casos a
cada 100 mil homens (INCA, 2012).

Um a cada dez homens, durante a vida, desenvolve cancer de prostata
clinicamente evidente. Muitos tumores permanecem assintomaticos durante a vida
do individuo, levando a um diagnéstico tardio e avangado que evidencia um
quadro de disseminagcédo da doenca para outros 6rgdos (metastase) dificultando
assim, o tratamento desta doenca. O aparecimento de sintomas varia de acordo
com cada paciente uma vez que o cancer geralmente surge inicialmente pela
periferia da glandula prostatica, podendo demorar a haver mudangas na micgao.
Os sintomas mais relatados pelos pacientes que apresentam um quadro
sintomatico sdo: dificuldade para urinar, jato urinario fraco e sensagéo de nao
esvaziar a bexiga (TONON; SCHOFFEN, 2009). Em alguns casos o cancer de
prostata é diagnosticado apenas em procedimento de necropsia (GONCALVES;
PADOVANI; POPIM, 2008).

A carcinogénese € um mecanismo complexo no qual ocorre mudangas na
expressao de proteinas e glicoconjugados (glicoproteinas e glicolipidios) celulares
(SHIMMA et al., 2006; KOPF; ZHARHARY, 2007). Estes glicoconjugados
apresentam uma alta variacdo estrutural quanto aos seus carboidratos os quais
sdo expressos diferentemente entre espécies, tecidos e grau de diferenciagao
celular (HIDARI et al., 2005).
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A composigéao glicidica destas moléculas e sua formagao sao determinadas
pela ativacdo de um complexo enzimatico, atuando especificamente na catalise,
adicao e modificacdo molecular de carboidratos (MARKER et al., 2001). Desta
forma a glicolisagdo, conduzida, por exemplo, por glicosiltransferases, € um dos
processos bioldégicos mais importantes na modificagcdo pos-traducional de
proteinas e lipidios (MAEDA; NISHIMURA, 2008). A fucolisagao é realizada pelas
fucosiltransferases, especificas para inserir residuos de L-fucose nos
glicoconjugados. Estudos demonstram o envolvimento destas enzimas na
progressao do cancer (MARKER et al., 2001; BARTHEL et al., 2008; CHANG et
al., 2008) e também no poder metastatico de tumores (BARTHEL et al., 2008).

O estudo de carboidratos, livres ou conjugados, pode ser realizado por um
grupo de proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunoldégica, as lectinas, que
reconhecem estruturas de carboidratos especificas sendo de distribuicdo ubiqua
na natureza incluindo vertebrados, invertebrados, bactérias e virus (WANG; LEE;
SU, 2009).

O interesse nas lectinas foi intensificado quando se descobriu que elas sao
sondas bioquimicas para investigacédo de glicanos de superficie celular, para
determinacgao do seu papel na diferenciacado e crescimento celular, nas interagdes
de células com seu ambiente e também numa variedade de processos patologicos
(SHARON, 2007). Mudanca na identidade sacaridica de células transformadas,
benigna e malignamente, tem sido avaliada através da histoquimica com lectinas,
além da imunohistoquimica (BELTRAO et al., 1998, 2001, 2003; CAMPOS et al.
2006), com a possibilidade de se estabelecerem como sondas de diagnéstico e/ou
prognostico para canceres de mama, estdmago, célon, pulméo, préstata, entre
outros (BELTRAO et al., 1998, 2001; VILA NOVA, 2003; MELO JUNIOR et al.,
2004, 2008; SANTOS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

Este trabalho se propde, através da histoquimica com lectinas e
imunohistoquimica, avaliar as alteracbes no fendtipo de residuos L-fucose em
tumores benignos e malignos prostaticos utilizando as lectinas UEA-I e LTA
(ambas especificas para L-fucose) e avaliar a expressdo genotipica das
fucosiltransferases FUT3 e FUTG6.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOGENESE

Cancer, segundo o INCA (2011), refere-se a mais de 100 tipos de doengas
das quais as células sofrem inicialmente alteragdes genéticas, dividindo-se
segundo seu proprio controle, podendo consequentemente invadir tecidos

adjacentes através da circulagdo sangulinea e do sistema linfatico.

Ha varias linhas de pesquisa que procuram desvendar o tdo complexo
mecanismo do desenvolvimento do cancer. Sonnenschein & Soto (2008)
descrevem a principal teoria da carcinogénese, a Teoria da Mutagdo Somatica,
que defende o surgimento do cancer a partir de uma uUnica célula somatica que
sofre multiplas mutagées em seu DNA e que essas mutagdes acontecem no gene
que controla o ciclo de proliferagcado que leva a célula ao estado de quiescéncia. Os
mesmos sugerem uma nova teoria que foca a organizagdo tecidual e que
preconiza que o0 cancer € um problema de organizagao tecidual, comparado a
organogénese que acontece durante o desenvolvimento embrionario e que a
proliferacdo € um estado defeituoso de todas as células (SONNENSCHEIN &
SOTO, 2008).

Ha ainda a Teoria Hibrida resultante da falta de coeréncia entre as
predicdes da Teoria da Mutacdo Somatica com o aumento do numero de
experimentos, levando a observacao de que nao pode haver acomodagdo em um
sO pensamento que coloca as alteragdes a nivel nuclear como o caminho Unico
para a carcinogénese. Essa teoria relaciona a Teoria da Mutagdo Somatica com o
conceito que o céncer é também fruto pela desorganizacdo tecidual
(SONNENSCHEIN; SOTO, 2008).

Os processos anormais de desenvolvimento celular e multiplicacdo estao
diretamente ligados ao surgimento do cancer, relacionados as alteragdes
genéticas, que comandam estes parametros. Entretanto, o processo da

carcinogénese pode também ser examinado e caracterizado mais amplamente no
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contexto da perda de controle da homeostase na arquitetura do tecido normal,
atipia celular, destruicdo das camadas de revestimento, mudancgas estromais,
angiogénese e até metastase, além das alteragdes genéticas (CUNHA et al,
2004). Além dos fatores genéticos, ha vertentes de estudos que colocam como
principal causa do cancer os disturbios no metabolismo celular (BENEDETTINI ;
NGUYEN ; LODA, 2008 ; FURUTA et al, 2010). Silva, Serakides e Cassali (2004)
colocam como uma das causas do cancer o descontrole hormonal, que promove a
perda da hemostasia celular, pois os horménios sado fatores indutores a
carcinogénese promovendo, com uma alteragao metabdlica, uma predisposicao a
alteragdes genéticas.

A carcinogénese € um mecanismo onde ocorrem mudangas na expressao
de proteinas e glicoconjugados celulares que proporcionam alteragdes nas vias de
sinalizagdo, havendo mudancas no microambiente tumoral, muitas vezes
favorecendo o desenvolvimento do tumor (SHIMMA et al., 2006; KOPF;
ZHARHARY, 2007). Estes glicoconjugados apresentam uma alta variagao
estrutural quanto aos seus carboidratos os quais sdo expressos diferentemente
entre espécies, tecidos e grau de diferenciagéo (HIDARI et al., 2005).

Provavelmente, a glicosilagdo € um dos mais importantes aspectos que
esta relacionado com a modificagdo da estrutura de carboidratos da superficie
celular, isso é demonstrado em varios canceres e linhagens de células malignas.
A apresentacido de glicosilagdo aberrante ocorre, geralmente, precocemente no
processo de transformagao e é importante para o diagndstico e tratamento do
cancer (POTAPENKO, 2010).

No cancer de prostata a patogénese molecular e a progressdo celular
permanecem pouco conhecidas. Mecanismos genético-moleculares tém sido
implicados na tumorogénese prostatica e na evolugédo da doenca (MOTTA et al,
2009).
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2.2 A PROSTATA

A origem da palavra préstata vem do grego “pro — histanai”, “estar a frente”,
estrutura que esta abaixo da bexiga e a frente do reto (RIZZO; ATTARD;
HUDSON, 2005; JOSHUA et al, 2008) (Figura 1). E um 6rgdo com fungdo
glandular exdécrina localizado na regido pélvica masculina e pesa
aproximadamente 20g (CLOSSET; REITER, 2003; TONON; SCHOFFEN, 2009). A
prostata, um 6rgao de origem glandular, é formada ainda no estagio fetal, de uma
protuberancia da cavidade epitelial urogenital (de origem endodermal), que é
derivado do terminal caldal que fica localizado na regido denominada de cloaca,
dentro da cavidade mesodermal (CLOSSET; REITER, 2003; CUNHA et al, 2004).
O desenvolvimento prostatico androgenos e estrogenos, ainda no estagio
embrionario, € dado principalmente por horménios masculinos, que continuam em
seu crescimento na idade adulta. Na falta desses hormdnios o desenvolvimento
prostatico ndo é bem sucedido (PARNES et al, 2006).

Os hormbnios andrégenos sao O0sS mais necessarios para o0
desenvolvimento deste 6rgdo, estimulando o crescimento das glandulas no
estagio fetal e neonatal que sdo os estagios de vida com maior intensidade de
desenvolvimento. O efeito dos androgenos € mediado por receptores de
andrégenos que participam das interacbes mesenquimal-epitelial e estdo
envolvidos desde cedo nas fases de desenvolvimento prostatico (CUNHA et al,
2004). A préstata continua em desenvolvimento até a fase adulta do homem e
depois mantém o tamanho normal na fase de produgao de hormdnios. A acao dos
horménios andrégenos além da fungdo de desenvolvimento (proliferagéo celular),
diferenciacdo, morfogénese e secregcao pela glandula prostatica ja formada,
também é alvo para a terapéutica do adenocarcinoma e hiperplasia prostatica. O
desenvolvimento da préstata também é sensivel a acado de horménios estrégenos,
pois receptores a e p de estrogenos estao presente na prostata humana e estdo
envolvidos na homeostase glandular (CLOSSET; REITER, 2003).
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Ainda no periodo inicial de desenvolvimento, as células secretérias
enfileiradas formam as glandulas e ductos prostaticos e sdo responsaveis pelas
secre¢cdes glandulares que tem fungdo de produzir um amplo numero de
compostos tais como fosfatase acida, desidrogenase, PSA (antigeno especifico
prostatico), prostaglandina, espermina, fibrogenase, aminopeptidase, zinco,
citrato, pepsinogénio Il e lactoferrina (MARANDOLA et al, 2004).

A préstata € um 6érgao responsavel por produzir 40% a 50% dos fluidos que
fazem parte do sémen tendo fundamental importancia na fase reprodutora do
homem, pois possibilita a protecao e nutricdo necessaria para a sobrevivéncia dos
espermatozoéides (TONON; SCHOFFEN, 2009). Tem forma de um cone invertido,
com a base superior adjacente ao assoalho vesical e o apice postero-inferior a
sinfise pubica, que circunda o colo vesical e a uretra e é desprovido de uma
capsula distinta (BARONI et al, 2009, KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). E divida
em quatro zonas (sub-regides) glandulares: a) Zona Central, b) Zona Periférica, c)
Zona Transicional e d) Periuretral (BARONI et al, 2009) (Figura 2). A maioria dos
casos de hiperplasia acontece na Zona periuretral e/ou transicional e os casos de

adenocarcinoma acontecem geralmente na Zona periférica.
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Figura 1: Localizagdo anatbmica da glandula
prostatica. Fonte: INCA, 2011
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Figura 2: Divisao anatémicé da préstata em adulto.
A préstata contém as zonas: central (ZC), periférica
(ZP), transicional (ZT) e periuretral. Fonte: KUMAR,;
ABBAS; FAUSTO, 2005.

No minimo trés tipos celulares podem se vistos no epitélio prostatico:
células basais, luminais (morfologia cilindricas) e neuroenddcrinas. O estroma
prostatico contém fibroblastos, células musculares, células endoteliais, células
nervosas e células sanguineas (CLOSSET; REITER, 2003; JOSHUA et al, 2008)
(Figura 3). As células basais sdo bem menos abundantes, repousam na parte
basal das células secretdrias e atuam como células de reserva, diferenciando-se
em células epiteliais secretoras (SIGNORETTI; LODA, 2007). Sua auséncia € um
importante indicador de cancer de prostata (JOSHUA et al, 2008). As células
neuroenddcrinas ficam espalhadas pela glandula e acredita-se estarem envolvidas
na regulacao da atividade secretéria prostatica e induzir a proliferacéo de células
adjacentes moduladas por secre¢cao paracrina (VAN LEENDERS; SCHALKEN,
2001; JOSHUA et al, 2008).
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Figura 3. Epitélio glandular prostatico normal,
apresentando as células basais (seta preta) e cilindricas
(seta verde) e estroma normal (asteristicos). Fonte:
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005.

Ha trés processos patolégicos que afetam a glandula prostatica com maior
frequéncia que sao: inflamacao (prostatite), aumento nodular benigno (hiperplasia)
e adenocarcinoma (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

2.3 ADENOCARCINOMA PROSTATICO

O cancer de prostata € o segundo tumor mais comum entre a populagao
masculina, sendo superado apenas pelo cancer de pulmdo e mais do que
qualquer outro tipo de céncer € considerado o cancer da terceira idade, uma vez
que cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos
(INCA, 2012), assim havendo aumento da sua incidéncia a partir do aumento da
expectativa de vida das populagoes.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para o ano de 2012/2013
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de pele néao
melanoma, com 257.870 casos novos para o sexo masculino e 260.640 para o
sexo feminino. Na populagdo masculina o numero de casos novos de cancer de
préostata estimado para o Brasil no ano de 2012/2013 sera de 60.180 novos casos,

correspondendo a um risco estimado de 62 novos casos a cada 100 mil homens
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(INCA, 2012). As regioes Sudeste (78/100 mil) e Nordeste (43/100 mil), tem maior
incidéncia de cancer de préstata entre os homens no Brasil. Na regido Nordeste,
Pernambuco lidera junto a Paraiba, os mais altos indices de incidéncia deste

tumor (Figura 4).

. 68,57 - 101,98
ﬁ 50,59 - 68,56
. 36,24 - 50,58

19,15 - 36,23

Figura 4. Representagao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil homens, estimadas
para o ano de 2012/13, segundo a Unidade de Federagéo (neoplasia maligna de préstata). Fonte:
INCA (2012).

A etiologia do cancer de préstata ainda é bastante discutida, mas fatores
como o envelhecimento, metabolismo hormonal, histéria sexual, exposicdo a
patdgenos, exposicao a substancias quimicas industriais, estilo de vida, além da
associacao aos fatores genéticos e ambientais (TONON; SCHOFFEN, 2009; LIMA
et al, 2010).

Um a cada dez homens podera desenvolver o CP clinicamente evidente.
Muitos tumores permanecem assintomaticos durante a vida do individuo, levando

a um diagnéstico tardio que pode revelar um quadro de metastase dificultando
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assim o tratamento deste paciente (GONCALVES; PADOVANI; POPIM, 2008). O
aparecimento de sintomas varia de acordo com cada paciente uma vez que o
cancer geralmente inicia pela periferia da glandula prostatica, podendo demorar a
haver mudangas ao urinar, assim contribuindo para o diagndstico tardio da doencga
(TONON; SCHOFFEN, 2009). Geralmente o cancer de prostata tem afinidade por
metastase em tecido 6sseo, causando ostedlise e formagcdo anormal do osso
(TONI et al, 2010).

Para o diagnéstico do cancer de prostata sdo utilizados parametros de
analise sorolégica do PSA (antigeno prostatico especifico), a ultra-sonografia
pélvica, o exame fisico de toque retal e a andlise histopatoldgica, além da
associacado a sintomatologia apresenta por cada paciente. Porém, alguns destes
meétodos sdo evitados pela populagdo masculina, levando a dificuldade para o
diagnostico precoce deste tipo de tumor (YOU et al, 2010).

O adenocarcinoma prostatico € caracterizado histologicamente por
alteragbes celulares e desorganizagao tecidual (Figura 5). As glandulas
apresentam-se menores e com caracteristica geralmente invasiva. Ha perda da
camada basal celular, aumento no numero celular e desorganizagdo celular,
aumento do nucleo com visualizagdo do nucléolo, além da observacdo de
pequenos acinos que infitram difusamente o estroma com caracteristica
cribriforme. O estroma no cancer frequentemente contém colageno jovem o qual
aparece fracamente eosinofilico e as fibras musculares sdo, as vezes, rompidas
(Figura 6) (MONTIRONI et al, 2005).
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Figura 5. Fases do desenvolvimento do Adenocarcinoma
Prostatico. Fonte: BOTT, 2003.

f . " - - £ — e : I
Figura 6. Caracteristicas do tecido transformado prostatico apresentando
ndcleo aumentado, nucléolo evidente, desorganizagdo celular (seta
vermelha) comparado com células normais (seta preta). Fonte: KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005.

Para o diagnodstico histopatologico sdo utilizados sistemas de graduacéao
histolégica. O sistema Gleason é o mais utilizado universalmente, que se baseia

no padrao de crescimento em relagao ao estroma e na diferenciagcao glandular e
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sdo desconsiderados nesse sistema os graus de atipia celular. O grau histolégico
dado pode ser de 1 a 5 de acordo com o arranjo tecidual encontrado. No grau 1
representa tumores mais bem diferenciados com margens precisas € pouco
espaco entre os acinos, sem carater infiltrativo no estroma ou fusdo entre os
mesmos; grau 2 ha maior distdncia entre os acinos, comparado com o grau 1;
grau 3 ha um grau infiltrativo podendo perceber um arranjo cribriforme; grau 4
fusdo entre os acinos apresentando carater infiltrativo, apresentando também o
arranjo cribriforme e o grau 5 apresenta um arranjo da neoplasia solido (BILLIS;
POMPEO, 2003). Estes graus sao associados levando a uma contagem final entre
2 a 10 e é dado pela soma do grau de maior prevaléncia no tecido estudado e o
grau de menor incidéncia, por exemplo, um tecido que apresenta 90% do grau 3 e
10% de grau 4 a soma € 3+4=7. Esta contagem de grau ou escore final da o
parametro de desenvolvimento do tumor que é classificado como mais bem
diferenciado com o gleason entre 2 e 4, grau intermediario com gleason entre 5 a
6, cancer moderadamente diferenciado grau 7 e entra os graus 8 a 10 representa
cancer de alto grau (BILLIS; POMPEO, 2003, KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Associado ao sistema Gleason esta o Sistema de Estadiamento TMN-2002
proposto pela AJCC/UICC (American Joint Committee on Cancer/ Internacional
Union Against Cancer), que é dado também no diagndstico histopatologico e que
da a nocédo de origem e dimensdo do tumor (BILLIS; POMPEO, 2003). Este
sistema descreve a extensdo do tumor primario identificado pela letra T, a
presenga ou nao de acometido linfonodal locorregional identificado pela letra N e a
presenga ou auséncia de metastase indificado pela letra M (BILLIS; POMPEO,
2003; BARONI et al, 2009). Mesmo havendo uso destes sistemas universais, ha
trés limitagcdes no diagndstico histopatoldgico do cancer de prostata. 1) As biopsias
devem ser realizadas seguindo um padrao cirurgico a fim de obter as principais
regides que contenham tumor no 6rgao, Il) a escala do sistema Gleason utilizada
pelos patologistas € semiquantitativa levando a certa dificuldade para pesquisa de
cada célula em cada pedacgo do tecido e Ill) esta relacionada com as divergéncias
encontradas no diagnéstico de determinado tecido, a partir da analise de
diferentes patologistas (YOU et al, 2010).
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2.4 HIPERPLASIA PROSTATICA

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é a doenga mais prevalente entre as
alteragbes prostaticas, acometendo aproximadamente 50% dos homens entre 50
anos de idade e 90% entre os homens com 80 anos de idade. E uma doenca de
carater progressivo, com crescimento continuo, levando ao surgimento de
sintomas e ao aumento do risco para complicagbes ao longo do tempo, como
retengdo urinaria aguda e sintomas que podem levar até mesmo a cirurgia
(BRUM; SPRITZER; BRENTANI, 2005).

Esta alteracdo se origina quase exclusivamente na regido interna da
glandula prostatica, na zona de transicdo e/ou periuretral. O crescimento da
glandula em tamanho e/ou aumento da quantidade de tecido muscular que se
contrai por agdo de um hormdnio (noradrenalina), agrava o efeito compressor da
prostata sobre a uretra, que tem seu caminho pelo centro da préostata, impedindo o
fluxo da urina da bexiga até sua eliminagcao (NICKEL, 2007).

Microscopicamente, a marca caracteristica da HBP é a nodularidade devida
a proliferacdao ou dilatagdo glandular e proliferagdo fibrosa ou muscular do
estroma. A proporcéo destes elementos varia de nédulo a nédulo, desde nédulos
fiboromusculares estromais até nodulos fibroepiteliais com predominancia
glandular. O nédulo glandular apresenta-se em forma de agregados de glandulas
cisticamente dilatadas, pequenas ou grandes, revestidas por duas camadas, uma
interna colunar e outra externa de epitélio cubdide ou plano, repousando sobre
uma membrana basal intacta e observa-se um estroma escasso (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005).

2.5 GLICOSILACAO

Glicosilagao é mediada por glicosiltransferases, enzimas que tem fungao de
inserir residuos de carboidratos especificos, e € um dos mais importantes
processos bioldgicos pés traducional de modificagées na estrutura final e fungéo
de lipidios e proteinas (MAEDA; NISHIMURA, 2008). Essas modificagdes
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promovem varias influencias moleculares, que participam do processo de
reconhecimento de patdégenos (virus e bactérias), reconhecimento celular, adeséo
celular, diferenciagdo e desenvolvimento embrionario, regulacdo e outros
processos de comunicacado celular como os processos inflamatérios e diversas
patologias (ROSENFELD et al, 2007; MAEDA; NISHIMURA , 2008; VALBUENA et
al., 2010) que séo dadas de acordo com o tipo celular, etapa de desenvolvimento
e diferenciacao celular (CAZET et al., 2010). A glicosilagdo além do papel
estrutural aumenta a estabilidade proteica, protege as proteinas da protedlise e é
importante para sua solubilidade (ROSENFELD et al, 2007). In vivo as proteinas
sdo glicosiladas pela acdo de uma série de glicosidases e glicosiltransferases,
resultando na variabilidade na estrutura de glicanos, variando de acordo com o
estado fisiolégico de cada individuo. Em sistemas ex vivo, diferentes linhas
celulares e diferentes condigdes de fermentagcdo podem ainda produzir padrbes de
glicosilagao (ROSENFELD et al, 2007).

Os carboidratos em glicoconjugados (glicoproteinas e glicolipideos), sao
encontrados fazendo parte de oligo ou polissacarideos que formam uma cadeia
linear ou ramificada de acucares, composta frequentemente por Manose (Man), L-
fucose (Fuc), galactose (Gal), glicose (Glc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-
acetilglicosamina (GIcNAc) a acido sialico (NeuAc) (Figura 7) . Estes carboidratos
sao presentes nos glicoconjugados, porém apresentam diferentes combinagdes,
proporcionando um grande numero de glicoconjugados, com diferentes

sequéncias de carboidratos e fungdes diferentes (VALBUENA et al., 2010).
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Figura 7. llustragcdo da heterogeneidade dos carboidratos encontrados em glicoproteinas e
glicolipideos da superficie celular. Fonte: GHAZARIAN, 2011.

O tipo de ligagdo mais comum no processo de glicosilagao celular é do tipo
N-ligado, que apresenta ligagdes grandes e complexas, contendo varias
ramificacdes (POTAPENKO, 2010). Esta ligagdo € dada pela ligagdo do grupo
amida livre do carboidrato ao aminoacido asparagina (Asn). A biossintese de
todos os glicoconjugados N-ligados inicia-se na formagcdo de um precursor
glicidico na membrana do Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) sendo
internalizado, em determinado momento, para o lumen do RER (Figura 8) para a
continuacdo da insercao dos residuos de carboidratos, mediados por enzimas
transferases codificadas pela familia de genes ALG (glicosilagdo asparagina-
ligado). Este processo de glicosilagdo continua no complexo de Golgi que
direciona o gliconjugado formado para suas fungdes especificas no organismo

humano.
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Figura 8. Esquema demonstrando o processo de glicosilacdo de proteinas ainda no Reticulo
Endoplasmatico Rugoso. Fonte: POTAPENKO, 2010.

A maioria das (glicosilagbes aberrantes frequentemente resulta num
encurtamento das cadeias dos glicanos ou uma super-expressdo dessas
estruturas nas células (GUILLOT et al, 2004). A variagao estrutural dos glicanos
de superficie celular durante a glicosilagdo produz marcadores variados, alguns
dos quais se correlacionam com a diferenciacdo, ativagcdo celular e doencas
(OHTSUBO, MARTH, 2006; JANKOVIC; KOSANOVIC; MILUTINOVIC, 2008). Por
isso, esses glicanos tém sido foco de muitas vertentes de investigacéo,
principalmente com a intengdo de novas estratégias para prevencgao e terapia do
cancer, pois algumas células cancerosas utilizam cadeias de carboidratos para
escapar do reconhecimento imunolégico, além de migrar através da corrente
sanguinea. (JANKOVIC; KOSANOVIC; MILUTINOVIC, 2008).

2.5.1L- FUCOSE

A L-fucose € um monossacarideo que esta sendo associado ao cancer e a
processos inflamatérios (SAWA et al, 2006). Na década de 1980, o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra antigenos de carboidratos
desencadeou pesquisas sobre a glicosilagdo aberrante e seu envolvimento

tumoral. Varios anticorpos foram produzidos para reconhecer glicoproteinas ou
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glicolipideos fucosilados em soros de pacientes com cancer tem sido usados
como marcadores tumorais tal como o CA 19.9. A fracdo L3 da Alfa fetoproteina
(AFP), que é fucolisada, também tem sido clinicamente utilizada como marcador
tumoral para carcinoma hepatocelular desde 1996 no Japdo e em 2005 nos
Estados Unidos. Nos ultimos anos os avangos nas metodologias para a detecgao
de alteragbes glicidicas nas células cancerosas e soros de pacientes com cancer
tem impulsionado o desenvolvimento de varios tipos de marcadores tumorais
(MORIWAKI; MIYOSHI, 2010).

Para acontecer o mecanismo de fucosilagdo ha necessidade da
disponibilidade do carboidrato L-fucose, via seu precurso GDP-fucose, nas

organelas celulares participantes deste processo (Figura 9).
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Figura 9. Biossintese da GDP-fucose: A via novo transforma GDP-manose em GDP-fucose via 2
enzimas. A GDP-manose 4,6- dehitratase (GMD) e a GDP-4-Keto-6- deoximanose (FX). A via de
salvamento utiliza L-fucose livre no citosol para criar a GDP-fucose pela agcdo da enzima
fucoquinase e da fucose pirofosforilase. O GDP-fucose formado é usado pelas fucosiltransferases
(FUTs) no complexo de Golgi para catalisar a transferéncia da L-fucose para os glicoconjugados
Fonte: SAWA et al, 2006.
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2.5.2 FUCOSILACAO

Fucosilagédo € um dos processos que acontecem na glicosilagao, realizado
pelas enzimas fucosiltransferases, também denominadas FUTs (BARTHEL et al.,
2008). E essencial em eventos bioldgicos especialmente na fertilizagdo,
embriogénese, trafico de linfocitos, resposta imune e em diversas doencgas
(MAEDA; NISHIMURA, 2008). As fucosiltransferases (FUT) participam da
transferéncia de residuos de L-fucose da GDP-L-fucose (Guanosina difosfato-L-
fucose) com ligagbes a1,2-, al1,3-, al,4- e al,6-glicosidicas (MAEDA,
NISHIMURA, 2008). Ja foram identificadas 9 tipos de fucosiltransferases, entre
essas 6 fazem a ligacéo a1,3 (FUT 3, 4, 5, 6, 7 e 9) com o carboidrato especifico
(YANG et al, 2007; YIN et al, 2010). Fucosiltransferases atuam frequentemente na
etapa final de glicosilagdo em uma série de glicanos biologicamente importantes
como nas estruturas de antigenos de Lewis (sLe*, sLe® e sLe®) (MAEDA;
NISHIMURA, 2008). Esses antigenos tem papel na adesdo e metastase do cancer
de prostata (BARTHEL et al., 2008).

Potapenko (2010) descreve o processo de fucosilagdo que é controlado
através da expressdo dos genes FUTs que tem a funcéo de inserir residuos do
carboidrato L-fucose, provenientes do complexo GDP-fucose, fazendo parte da
glicosilagdo, que se inicia no lumen do reticulo endoplasmatico, havendo a
formacdo de um arranjo de carboidratos (oligosacarideos) que normalmente se
liga ao nitrogénio da amida do aminoacido asparagina (ligagao N-terminal). Assim
€ encaminhado para o complexo de Golgi para finalizar o processo com a insergao
de moléculas de L-fucose na cadeia glicidica. O aumento da expresséo do
monossacarideo L-fucose, componente da glicosilagdo, foi observado durante a
tumorogénese e progressao neoplasica em tumores de tiredide, carcinoma
ovariano, adenocarcinoma do colén e carcinoma de pulmé&o (YUAN et al., 2008).

As enzimas FUT3 e FUT6 s&o da familia das a1,3 fucosiltransferases, que
particiam da sintese das estruturas de carboidratos Sialyl Lewis X (sLe¥)
[NeuAca2-3GalB1-4 (Fucal- 3) GIcNAcB-R], e da estrutura de carboirdrato Le*,
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[GalB1-4(Fuca1- 3) GIcNAcB-R] (MORIWAKI, MIYOSHI, 2010). A enzima FUT 3
também pode exibir atividade como uma enzima da familia a1-4 fucosiltransferase,
resultando na sintese do antigeno de Lewis tipo 1 que é: Le® [GalB1- 3 (Fuca1-4)
GlcNAc B-R] e Le® [(Fuca1-2) GalB1-3(Fucal-4) GIcNAcB] (YIN, 2010). Esta é
formada por 361 residuos de aminoacidos e tem 2 potenciais sitios de ligacao tipo
N-glicosilagao, além de ser codificada no chomossomo 19p 13. 3. Ja a enzima
FUT 6 tem 359 residuos de aminoacidos e tem 5 potenciais sitios de ligagdo N-
glicosilagao, esta enzima é codificada também no 19p 13. 3 (VRIES et al, 2001)
(Figura 10). Assim, estudos demonstram o envolvimento das fucosiltransferases
na progressao do cancer (MARKER et al., 2001; BARTHEL et al., 2008; CHANG
et al, 2008) e também no poder metastatico de tumores e pior progndstico
(BARTHEL et al., 2008; YIN et al, 2010). Também, relacionam a glicoproteina E-
selectina, com o poder de invasao e metastase de canceres quando ligada a

glicanos fucolisados presentes em gliconjugados na superficie celular (YIN, 2010).

2) (4)
a4 B3

B3

3) (5)

Le* SLe*

Figura 10. Formagao molecular dos Antigenos de Lewis. A atividade as enzimas FUT 3 e FUT 6
resultana sintese do antigenos Sialyl Lewis X (sLe®) Lewis X (Le*). A enzima FUT 3 também

sintetiza os antigenos Lewis A (Le®) e Lewis b (Le") .
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2.6 LECTINAS

O inicio dos estudos com as lectinas ocorreu em 1888, quando Stillmark
durante sua tese de doutorado observou que extratos de sementes de mamona,
Ricinus communis, tinham a capacidade de aglutinar eritrécitos (MORENO, 2008).

As lectinas s&o proteinas ou glicoproteinas de origem n&o imunoldgica que
reconhecem estruturas de carboidratos livres ou conjugados, tem distribuicéo
ubiqua na natureza incluindo seres vertebrados, invertebrados, bactérias e virus
(WANG; LEE; SU, 2009; MAURYA et al, 2010). A principal fonte de lectinas
comercialmente disponiveis sdo as sementes (WANG; LEE; SU, 2009).

O termo lectina refere-se a sua especificidade da reagao, provém do latin:
“legere” que significa selecionado (MAURYA et al, 2010). E uma familia de
proteinas reconhecedora de carboidratos que sao classificadas dentro de um
numero de grupos especificos baseados na afinidade a monossacarideos e/ou
dissacarideos (ROSENFELD et al, 2007).

Algumas das fungbes ja propostas relacionam as lectinas como
participantes da protecdo das plantas contra microrganismos e insetos
fitopatogénicos como também contra animais predadores, além de servirem como
mediadoras da simbiose entre as plantas e bactérias fixadoras de nitrogénio
(SHARON; LIS, 2004).

O interesse nas lectinas intensificou-se quando se descobriu que elas sao
sondas bioquimicas para investigacdo de glicanos de superficie celular, para
determinacao do papel na diferenciagdo e crescimento celular, nas interacées de
células com seu ambiente e também numa variedade de processos patoldgicos
(SHARON, 2007). As lectinas também estdo sendo estudadas como alvo
terapéutico, havendo aplicagbes em adenocarcinoma de colon como molécula
guia para medicamentos orgao especifico (MAURYA et al, 2010). As lectinas tem
sido usadas como sondas histoquimicas para caracterizacdo de varios tipos
celulares em varias etapas da diferenciagcédo e maturagao do cancer (LIMA et al,

2010). Também tem sido utilizada para detectar alteragdes de glicoconjugados
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associados a hiperplasia, displasia e adenocarcinoma de prostata (LIMA et al,
2010).

As lectinas UEA-I (Ulex europeus agglutinin) e LTA (Lotus tetragonolobus
agglutinin) sdo da familia das leguminosas que apresentam entre 220 a 250
residuos de aminoacidos, tem diferengas em seu sitio de ligagado ao carboidrato L-
fucose. O sito de ligagao dessas lectinas tem uma regido formada por 4 loops que
formam uma cavidade na superficie da proteina. Nos loops ha trés residuos de
aminodacidos bastante conservados (acido aspartico, asparagina e glicina/arginina)
nos quais séo responsaveis pela formagao de 4 ligagdo de hidrogénio e que séo
nessa regiao que ha as mudancas na especificidade das mesmas (MORENO,
2008).

A UEA-lI reconhece residuos de a-L-fucose presente nas células
endoteliais, ceratindcitos e células das glandulas ecrinas da pele, tanto no estado
normal como durante modificacdes moleculares que acontecem em diversas
patologias, constituindo, portanto, em um bom marcador para evidenciar
proliferacao ou deplecao de tipos celulares especificos (MELO-JUNIOR, 2003).

A LTA também é utilizada como uma ferramenta bioquimica desde os anos
70. Sua especificicidade por L-fucose ja esta bem eluciada, porém a maneira
como ocorre essas interagdes com os oligossacarideos complexos ainda esta
sendo pesquisado (MORENO, 2006).

Essas duas lectinas ligam-se especificamente nas regides a-do carboidrato
(L-fucose), porém diferem no numero do carbono que ha nesta ligacédo. A UEA-I
liga-se ao oligossacarideo através da ligagado a1,2 (Fuc(a1,2)Gal(B1,4)GIcNAC)
mas ndo faz ligagdo com antigenos Sialil Lewis A (sLe®) e Sialil Lewis X (sLe¥).
LTA, além de fazer ligagéo a1,2 liga-se pela ligacao a1,3 (Fuc (a1,3) GIcNAc dos
carboidratos e reconhece o antigeno sLe® (MORENO, 2006; PAWILOWICZ;
HIRNLE; PRASTOWSKA, 2009; VALBUENA et al, 2010).
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2.7 HISTOQUIMICA COM LECTINAS

As lectinas podem ser empregadas amplamente no estudo de glicanos
através de métodos bioquimicos e histoquimicos (VALBUENA et al., 2010). Em
histoquimica, a aplicacdo das lectinas com diferentes especificidades pode
fornecer um sistema de detecgdo sensivel a mudangas na dlicosilagdo e
expressao de carboidratos que podem ocorrer durante a embriogénese,
crescimento e em diversas doengas como o cancer (SOBRAL et al, 2010).
Mudanca na identidade sacaridica de células transformadas benigna e
malignamente tem sido avaliada através da histoquimica com lectinas (BELTRAO
et al., 1998, 2001, 2003; CAMPOS et al. 2006), com a possibilidade de se
estabelecerem como sondas de diagndstico e/ou progndstico para canceres de
mama, estébmago, célon, pulmio, prostata, entre outros (BELTRAO et al., 1998,
2001; VILA NOVA, 2003; MELO JUNIOR et al., 2004, 2008; SANTOS et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2009; REGO, BELTRAO, 2009). A histoquimica com lectinas
baseia-se na ligacao especifica da lectina, geralmente conjugada com diferentes
compostos, a uma estrutura glicidica expressa na superficie celular.

A maioria dos estudos utilizando histoquimica com lectinas em bidpsias
cirurgicas refere-se a tumores derivados de tecidos epiteliais e mesenquimais,
todos evidenciam maturagdo glandular, ndo somente pelo fato destes tumores
serem de grande importancia clinica, mas também porque a marcagdo com
lectinas é particularmente satisfatoria na investigagdo de tumores (MELO JUNIOR,
2003). A histoquimica com lectinas também é aplicada em tecidos prostaticos para
evidenciar componentes estruturais e alteragcbes no desenvolvimento das

glandulas prostaticas de cavalos (PARILLO et al, 2009).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a expressao da enzima fucosiltransferase 3 e fucosiltransferase 6 em
tumores prostaticos humanos diagnosticados como Adenocarcinoma Prostatico e

Hiperplasicos.

3.2 ESPECIFICOS

- Correlacionar perfis genotipicos diante da expressao das enzimas FUT 3 e FUT
6 com o padrdo de expressdo de seus carboidratos correspondentes
fenotipicamente empregando o método de histoquimica com as lectinas UEA e

LTA, ambas especificas para L-fucose;

- Correlacionar os niveis de malignidade (diferenciacdo morfologica) e o perfil
molecular de expressao das fucosiltransferases e L-fucose (genotipicamente e

fenotipicamente, respectivamente).

- Analisar e correlacionar os niveis de expressdo dos biomarcadores estudados

entre o Adenocarcinoma Prostatico e Hiperplasia Prostatica Benigna.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras — Foram utilizadas bidpsias em parafina (40 diagnosticadas como
adenocarcinoma prostatico e 40 diagnosticadas como hiperplasia prostatica
benigna) pertencentes aos Arquivos do Setor de Patologia do LIKA e do Setor de
Anatomia-patologica do Hospital das Clinicas da UFPE (idade média de
armazenamento de 7 anos). As biopsias foram utilizadas apds aprovagao do
Comité de Bioética do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (SISNEP FR -
272931, CEP/CCS/UFPE N° 195/09).

4.2 Dados Clinicos — Foram obtidos os dados clinicos dos pacientes referentes a
cada biopsia utilizada nesta pesquisa no Servigo de Arquivamento Médico e
Estatistica (SAME) do Hospital das Clinicas de Pernambuco. Os dados obtidos
foram: idade, gleason, estadiamento tumoral, peso prostatico, sintomas clinicos.
Como critérios de inclusdao s6 foram utilizados os prontuarios que tinham as

informacdes objetos da nossa pesquisa acima citados.

4.3 Imunohistoquimica — Cortes histologicos (4um) foram desparafinizados em
xilol e hidratados em alcool etilico (100% e 70%). Para remogéo de pigmentos
formdlicos as laminas foram incubadas em Hidroxido de Amdnio a 10% por 10
minutos. Em seguida foi feita a recuperacao antigénica em tampéao citrato a 10mM
em camara de vapor d’agua (STIMER) por 30 minutos. Apos o resfriamento, os
cortes foram incubados com solucao 0,3% de peroxido de hidrogénio (H2O2) em
metanol por 30 minutos a 25°C seguido de incubagdo com tampéao PBS-BSA 1%
por 1 h a 25°C. Em seguida foi realizada a incubacao dos tecidos com o anticorpo
policlonal anti-FUT 3 (Sigma) e policlonal anti-FUT6 (Sigma) na diluicao de 1:200,
ambos, por 16 horas a 4°C, seguindo de incubagdo com o anticorpo secundario
(ADVANCE ™ HRP LINK - DAKO) e terciario (ADVANCE ™ HRP ENZIME -
DAKO) por 45 minutos cada a 25°C. A revelacdo foi feita com DAB
(diaminobenzidina) -H,O, e realizada a contracoloragdo com hematoxilina. Todas

as lavagens realizadas entre as etapas descritas foram realizadas com tampéao
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fosfato de sodio 100mM, pH 7,2 (PBS) suplementado com NaCl 150mM. O
controle de marcacéo foi realizado omitindo-se o anticorpo primario (anti-FUT 3 e
anti-FUT®6).

4.4 Histoquimica com Lectinas - Cortes histolégicos (4um) foram
desparafinizados em xilol e hidratados em 4&lcool etilico (100% e 70%). Em
seguida foram tratados com uma solugdo de Tripsina 0,1% (p/v) a 37°C por 2
minutos e incubados com as lectinas conjugadas a peroxidase (UEA-I e LTA) na
concentragdo de 10 pug/mL e 30ug/mL, respectivamente, por 2 horas a 4°C. A
revelacéo foi realizada com uma solugdo de diaminobenzidina e perdxido de
hidrogénio. Os cortes foram contra colorados com hematoxilina e montados.
Todas as lavagens realizadas entre as etapas descritas foram realizadas com
tampéao fosfato de sédio 100mM, pH 7,2 (PBS) suplementado com NaCl 150mM. A
metodologia empregada foi desenvolvida segundo Beltrdo et al. (2003). O controle

da marcagao foi realizado com lectinas inibidas por L-fucose (300mM).

4.5 Andlises estatisticas

As marcacdes observadas na Imunohistqoquimica e Histoquimica com
Lectinas foram analisadas utilizando, testes ndo paramétricos (Teste Exato de
Fischer e Teste de Qui-quadrado) com o nivel de significaAncia 95% (P < 0.05)

usando o programa GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA.

4.6 Analises Digital de Imagens — foi utilizado um sistema de video-camera
acoplado a um microscopio 6ptico Eclispe 50i (Nikon, USA). Foram analisadas trés
areas aleatérias (um?) de cada tecido. Na histoquimica com lectinas e
imunohistoquimica foram utilizados como paradmetro de analise positivo ou

negativo.
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ABSTRACT

Purpose: Prostate cancer is the malign disease most diagnostic and the second
leading cause the cancer-related death among American men. Glycosylation is a
posttranslational process carried out by various glycosyltransferases, such as
fucosyltransferases (FUTs) that catalyze the transfer of the L-fucose residues to
glycoconjugates. The present study aimed to investigate the expression of FUT3
and FUT6 and to compare with the phenotype profile of L-fucose in Prostatic
Adenocarcinoma (PA) and Benign Prostatic Hyperplasia (BPH). Methods: FUT3
and FUT6 expressions were evaluated by immunohistochemistry and the profile of
L-fucose in cell surface glycoconjugates was developed with lectin histochemistry
(UEA-I and LTA). Clinic-pathologic features were also correlated with immune- and
lectin histochemistry outcomes. Results: FUT3 and FUT6 showed a high
expression in both prostatic tissues, especially FUT6. The results of lectin
histochemistry showed a low distribution/accessibility of L-fucose residues.
Conclusion: Results indicates that FUT3 and FUT6 are good biomarkers to
evaluate benign and malignant alterations in prostate reflecting a variation in the
profile of L-fucose residues in these tumors which can be associated to their

biological features.

Keywords: fucosyltransferases, L-fucose, prostatic adenocarcinoma, benign

prostatic hyperplasia.
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INTRODUTION

Prostatic Adenocarcinoma (PA) is the malign disease most diagnostic and
the second leading cause the cancer-related death among American men (Lima el
al, 2010). It is also considered an elderly cancer and estimates for the year
2012/2013 approximately 518,510 new cases of cancer, including cases of
nomelanoma skin, with 257,870 new cases for males and 260,640 for females. In
the male population the number of new cases of prostate cancer was estimated for
Brazil in the year 2012/2013 will be 60,180 new cases, corresponding to an
estimated risk of 62 new cases per 100 000 men (INCA, 2012).

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is the most prevalent disease among
prostate changes, affecting approximately 50% of men between 50 years and 90%
among men with 80 years. It is a progressive disease, with continuous growth,
leading to the emergence of symptoms and increased risk for complications over
time, such as acute urinary retention and symptoms that may lead to even surgery
(Brum, Spritzer, Brentani, 2005).

Glycosylation is a biochemistry process conducted by various
glycosyltransferases being one of the most versatiie and abundant co- and
posttranslational modifications of proteins (Maeda and Nishimura, 2008).
Fucosylation is one process of glycosylation of proteins, which takes place during
embryogenesis, development, cell adhesion, apoptosis and diseases. It is
mediated by fucosyltransferases (FUTs) and their regulations occur during
developmental or pathological processes (Barthel et al. 2009).

FUTs catalyze the transfer of the L-fucose residues from GDP-L-fucose
(GDP-Fuc) metabolites to various acceptors via an a1,2-, a1,3-, a1,4- e a1,6-
linkage (Maeda e Nishimura, 2008). Nine fucosyltransferases had been identified
and among them six catalyze a1,3 linkage, they are FUT 3, 4, 5, 6, 7 and 9 (Yang
et al. 2007; Yin et al. 2010). Fucosyltransferases act often in the final stage of
glycosylation in a variety of glycans with biological importance (Vries et al. 2001,
Maeda and Nishimura, 2008; Moriwaki and Miyoshi, 2010). FUT3 and FUT6 are

involved in the synthesis of sialyl Lewis X (sLe*) structure [NeuAca2-3GalB1-4
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(Fuca1-3) GIcNAcB-R], and Le* structure, [GalB1-4(Fuca1-3) GIcNAcB-R]
(Moriwaki and Miyoshi, 2010). FUT3 can also exhibits a1-4 fucosyltransferase
activity, resulting in the synthesis of type 1 Lewis antigens such as Le® [GalB1- 3
(Fuca1-4) GlcNAc B-R], Le® [(Fucal1-2) GalB1-3(Fucal-4) GIcNAcB] (Yin et al.
2010).

L-fucose has been found to be overexpressed during tumorigenesis and
neoplastic progression in thyroid carcinoma, ovarian carcinoma, colorectal
adenocarcinoma, breast cancer and brain metastasis from lung carcinoma (Yuan
et al. 2008). The increased expression of L-fucose on tumor cells is not only a
phenotypic marker of transformation (mainly of malignancy) but it is also known to
participate in tumor progression, both directly and indirectly (Yuan et al. 2008).
Studies demonstrate the involvement of expression of the fucosyltransferases in
the progression of some cancers (Marker et al. 2001; Barthel et al. 2008; Chang et
al. 2008; Carvalho et al. 2010; Potapenko et al. 2010) and also in metastasis and
poor prognosis for prostate cancer through the interaction of Lewis antigens,
formed by L-fucose residues, with the E-selectin to the vascular endothelium
(Barthel et al. 2008).

In the present study, we investigated the expression of FUT3 and FUT6 and
compared with the phenotype profile of L-fucose in prostatic adenocarcinoma and
benign prostatic hyperplasia, beyond the correlation with their clinic-pathological

features and prognosis.
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MATERIAIS AND METHODS
Tissue samples

Ninety paraffin embedded the prostatic adenocarcinoma (PA) and benign prostatic
hyperplasia (BPH) samples from patients who were histologically and clinically
diagnosed at the Clinical Hospital the Pernambuco, in the Federal University of
Pernambuco, Brazil, between 2007 and 2009. Samples were used under approval
of the Bioethics Committee of the Health Sciences Center at UFPE (SISNEP FR —
272931, CEP/CHS/UFPE N° 195/09). After analysis of inclusion criteria it was used
40 paraffin embedded of PA and 40 BPH samples. Diagnosis of each case was

confirmed by independent pathologists.

Immunohistochemistry (IHC)

Tissue slices (4um) from formalin-fixed, paraffin-embedded biopsies were
deparaffinized in xylene and hydrated in graded ethanol (70-100%). Samples were
treated with a 10% ammonium hydroxide solution for 10 min prior to antigen
retrieval that was performed with a in citrate buffer (pH 6.0) in STIMER for 30 min.
Endogenous peroxidase was blocked with 1:1 hydrogen peroxide in methanol for
30 min at 25°C. Slices were incubated with rabbit polyclonal antibody anti-FUT3
(1:200, Sigma-Aldrich, USA) and polyclonal antibody anti-FUT6 (1:200, Sigma-
Aldrich, USA) overnight at 4°C. After washing with 100mM sodium phosphate
buffer pH 7.2, supplemented with 150mM NaCl (PBS) sections were incubated with
secondary antibody (ADVANCE TM HRP LINK — DAKO, USA) for 45 min, followed
by the tertiary antibody (ADVANCE TM HRP ENZIME — DAKO, USA) for 45 min
both at 25°C. 3,3-Diaminobenzidine (DAKO, USA) was used as the final
chromogen, and hematoxylin was used for counter-staining. All washes between
the steps were performed with PBS. Reaction control was developed without the
primary antibodies (anti-FUT3 and anti-FUT6). Any staining, weak or intense, was

considered as positive when occurred in at least 20% of cells.
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Lectin Histochemistry

Biopsies (4 um) were cut, adhered to albumin-treated slides, deparaffinized in xylol
and hydrated in graded ethanol (100%—-70%). Slices were treated with 0.1% (w/v)
trypsin solution for 2 minutes at 371JC and afterwards with 0.3% (v/v) methanolic
hydrogen peroxide solution for 15 minutes at 2501C. Sections were incubated with
HRP-conjugated lectins (UEA-I-HRP, LTA-HRP), at 10 and 30 ug/mL, respectively,
for 2 hours at 40JC. Slices were washed (twice for 5 min) with 100mM sodium
phosphate buffer (PBS) pH 7.2, containing 0.15M NaCl, after each step. Lectin
staining was visualized with 3, 3-diaminobenzidine- (DAB-) hydrogen peroxide in
PBS for 4 minutes at 2511C [11]. Thereafter, tissues were rinsed in distilled water,
counterstained with hematoxylin, dehydrated in graded ethanol, cleared in xylol,
and mounted. Inhibition lectin-carbohydrate binding controls were performed using
L-fucose at a final concentration of 300mM. The rest of the protocol was as
described above. Any staining, weak or intense, was considered as positive when

occurred in at least 20% of cells.

Light Microscopy

Tissue sections were examined using an optical microscope (Nikon Eclipse 50i,
USA). Staining was determined as the pattern observed in at least 20% of cells
with cytoplasm or membrane staining. For image acquisition, an Image Analyses

System (software NIS— Elements F version 2.30—Nikon, USA) was used.

Statistical analysis

Staining was analyzed by nonparametric tests (Fisher’'s exact test and Qui-square
test) with a significance level of 95% (p < 0.05) using GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA.
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RESULTS

Immunohistochemistry

The expression of FUT3 and FUT6 in PA and BPH was observed in the cytoplasm
with localization consistent with the Golgi apparatus. IHC stainings are shown in
Figures 1 and 2. The correlation between FUT3 and FUT6 in PA and BPH is

shown in Table 1.

*p<0.0001

B Positive Staining
B3 Negative Staining
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anti-FUT 3 anti-FUT 6
Adenocarcinoma

Figure 1: (A) IHC of FUT3 in glandular epithelium in PA (Magnification x400); (B) IHC of FUT6
glandular epithelium in PA (Magnification x400). * Analyzed by Fisher’s exact test.
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Figure 2. (A) IHC of FUT3 in glandular epithelium in BPH (Magnification x400); (B) IHC of FUT6
glandular epithelium in BPH (Magnification x400). * Analyzed by Fisher’s exact test.

Table 1. Correlation between the expression of FUT3 and FUT6 in Prostatic

Aden rcinoma (PA) and Benian Pr icH rplasia (BPH
FUT3 p* FUT6 p*
Type n + - + _
PA 40 18 22 38 2
0.01 1.000
BPH 40 30 10 37 3

* p<0.05, Analyzed by Fisher’s exact test
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IHC of FUT3 and FUT6 was correlated with clinic-pathologic features (age,
tumor aggressiveness, Gleason classification, T classification, N classification and
distant metastasis status) - Table 2. Furthermore, we did not find correlation
between immunohistochemistry and pre-operative PSA.

Table 2. Correlation between the clinic-pathologic features and expression of FUT3

and FUT®6.

FUT3 D FUT6 D
.| .|

Variable Total " - n -

Age (years)

270 12 03 09 0.165 11 01 0.515

<70 28 15 13 27 01

Gleason

6-7 37 17 20 1.000 35 02 1.000

8-9 03 01 02 03 00

T Classification

T2 29 12 17 0.497 27 02 1.000

T3 11 06 05 10 01

N Classification

NO 28 14 14 0.777 26 02 1.000

NX 12 04 08 11 01

Distant Metastasis

MX 35 17 18 33 02

* p<0.05, Analyzed by Fisher’s exact test

Legend: T2 (tumor limited to the prostate), T3 (tumor has spread beyond the prostate capsule), NX
(regional lymph nodes cannot be evaluated), NO (absence of metastases in regional lymph nodes),
MX (presence of distant metastasis cannot be evaluated).
Lectins Histochemistry

L-fucose residues in PA (Figure 3) and in BPH (Figure 4) were evidenced in
the cytoplasm. There was no significant correlation between UEA-I and LTA in PA
and BPH (Table 3).
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*p=0.0255
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UEA- LTA
Hyperplasia

Figure 4. L-fucose residues recognized by (A) UEA-I (10ug/mL) staining and (B) LTA (30ug/mL) no
staining in benign prostatic hyperplasia, BPH (Magnification 400x).

Table 3. UEA-I and LTA staining pattern in Prostatic Adenocarcinoma (PA) and
Benign Prostatic Hyperplasia (BPH)

UEAI * LTA *
Type n " " " -
PA 40 03 37 02 38
0.263 0.493
BPH 40 06 34 00 40

* p<0.05, Analyzed by Fisher's exact test

The correlation of the expression of FUT3 and FUT6 and the L-fucose

profile in PA and in BPH are presented in Figure 5.

*<0.0001
*p<0.0001
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Hyperplasia
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Figure 5. Correlation between FUT3 and FUT6 expression and L-fucose profile in AP and BPH
(Qui-square test, *p<0.05).
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DISCUSSION

Carbohydrates on the cell surface glycoconjugates play important roles in
neoplastic cell proliferation, invasiveness and metastasis. Alteration of
glycoconjugate components is seen in different cancer cells and it is known to
correlate with the carcinogenesis (Yang et al. 2007). Proteins are glycosylated by
the actions of a series of glycosidases and glycosyltransferases resulting in a
range of glycan structures that may vary according to the physiological status of
the individual (Rosenfeld et al. 2007).

Oncologic diagnosis currently uses techniques to assess the molecular
characteristics of tumor tissue, including immunohistochemistry (IHC), fluorescent
in situ hybridization (FISH) and quantitative real-time PCR. IHC methods have
several advantages including the capability to measure biomarker expression in
small numbers of tumor cells among a large normal cell population (Stern et al.
2010). In our study, FUT3 and FUT6 expression, two types of glycosiltransferases,
were analyzed in Prostatic Adenocarcinoma (PA) and Benign Prostatic Hyperplasis
(BPH) using IHC.

Our results showed an overexpression of FUT3 and FUT6 in PA (p<0.0001);
and in BPH FUT 6 (p=0.0661) was the only one overexpressed. Carvalho et al.
(2010), observed the overexpression of these glycosiltransferases in cells of
gastrointestinal carcinoma while Stern et al (2010) observed a similar pattern of
expression in colorectal cancer tissues. The latter used IHC assays in formalin-
fixed, paraffin-embedded biopsies as our study.

The analysis of FUT3 and FUT6 mRNAs in PA showed that the expression
of these two genes are involved in the metastasis feature, induction of synthesis
the Sialyl Lewis *
trafficking (Barthel et al. 2008, Barthel et al. 2009). Our results reinforce these

observations using IHC instead of cDNA a technique that if used in formalin-fixed

antigens, induction of E-selectin-mediated adhesion and cell

paraffin-embedded tissues can undergo difficulties regarding the integrity of
mRNAs. Yin et al (2010) observed that FUT3 is highly expressed by multiple

cancer cell lines including the prostate cancer cell line MDA PCa2b.
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Our lectin histochemistry showed that UEA-I and LTA were not specific for
PA (p=1.000) while for BPH only UEA-I was positive. Such result indicates that
UEA-I is a candidate for histochemistry probe for BPH. The negative staining for
LTA can be explained by not accessibility or not insertion of L-fucose residues in
BPH. Lectin histochemistry has been used in various tissues with different lectins
to become a detection system to show changes in glycosylation (Sobral et al.
2010). A study with metastatic prostatic carcinomas using lectins showed that
carcinomas of different metastatic potential express different glycol moieties in cell
surface glycoconjugates (Chan et al. 2001), as in our laboratory used the lectins
not commercialized Cramoll 3 and Cramoll 1,4 in human tissues diagnosed with
BPH and AP (Lima et al. 2010).

The UEA-I and LTA lectins, in our results, show no as promising probes in
prostate cancer as Vicia Villosa lectin (VVA - recognizes a - or 3 -linked terminal N-
acetylgalactosamine residues), Soybean Agglutinin lectin (SBA — recognizes a-
and B-N-acetylgalactosamine and galactopyranosyl residues) and Helix pomatia
agglutinin lectin (HPA — recognizes a-N-acetyl-galactosamine residues - HPA)
showed by Sherwani et al (2003). Study shows that high expression of L-fucose
was observed in thyroid carcinomas, ovarian cancer, lung cancer, mammary
adenocarcinoma and colorectal adenocarcinoma (Yuan et al. 2008).

The differences in staining using lectins with the same specificity may be
motivated by the differences in binding affinity for the carbohydrate residue
recognized by homologous lectin (Sampaio, 2006). UEA-I and LTA are belong to
legume family that have 220 to 250 amino acid residues, and show differences in
their carbohydrate recognition domain (CRD) for L-fucose. The CRD of these
lectins form a cavity on the surface of the protein determined by four loops of
amino acids residues in which three of them are very conserved (aspartic acid,
asparagine, and glycine/arginine). These amino acids residues participate of four
hydrogen bonds being involved in changes in sugar specificity (Moreno, 2008).
UEA-I and LTA recognizes L-fucose and bind specifically to it but they differ in the
number of carbons in L-fucose participating in hydrogen bonds that stabilizes the

L-fucose-lectin binding. UEA-lI need to find L-fucose residues belonging to
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oligosaccharides caring a1,2 (Fuc(a1,2)Gal(p1,4)GIcNAc) residues. But UEA-I do
not bind L-fucose in Sialyl Lewis A (sLe®) and Sialyl Lewis X (sLe*) antigens. On the
other hand LTA that recognizes L-fucose in a1,2 binding also recognizes it in
a1,3(Fuc(a1,3) GlcNAc binding, then, sLex antigens (Moreno, 2006; Pawilowicz et
al. 2009 ; Valbuena et al. 2010).

Our study showed the different expression of FUT3 and FUT6 and the L-
fucose residue. FUT3 e FUT6 catalyze the transfer of L-fucose in a1,3-linkage and
UEA-I recognizes carbohydrates inserted with a1,2-linkage while LTA recognizes it
and the type with a1,3-linkage. But the results showed that the lectin LTA did not
show any kind of marking. Changes in carbohydrate binding between homologous
lectins can be evaluated taking account the availability of carbohydrates, in this
case L-fucose. This availability can be altered when there is any deficiency in de
novo via of the synthesis of the carbohydrate that leads to a virtually complete
deficiency of cellular global fucosylation, including a1-2, 1-3/4, 1-6, and O-linkage.
Also, there may be a process of GMDS gene deletion, that encodes the enzyme
GDP-mannose 4,6 dehydratase which participates in the biosynthesis of L-fucose
resulting in an almost complete deficiency of fucosylation. In this context
defucosylation through genetic mutation in certain types of advanced cancer would
lead or be involved in the escape from NK-cell mediated tumor surveillance and the
acquisition of more malignant characteristics (Moriwaki and Miyoshi, 2010).

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-part. Alterations in glycosylation are often a result of altered
activities of glycosidases that cleave saccharide molecules in glycoconjugates, as
is evident in the specific and preferential display of certain glycoconjugates on
cancer cells (Ghazarian et al. 2011).

In summary, data showed that FUT3 and FUT6 are expressed in AP and
BPH, especially FUT6, proposing that these enzymes are promising good
biomarkers for prostate alterations. However, the expression of these enzymes is

not significant when correlated with clinic-pathologic features in cases of PA and
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BPH. Furthermore, our results suggest that the expression of L-fucose was low,
suggesting that the recognition availability (spatial localization) of this carbohydrate
is changed or that glycosidases are highly activated. Nowadays further studies
have been carried out to verify these findings and to try to elucidate the role of
FUT3 and FUT6 and L-fucose in the carcinogenesis and maintenance and

development of prostatic tumors.
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6 CONCLUSOES

- As enzimas FUT3 e FUT6 apresentaram expressdo significativa no
adenocarcinoma e hiperplasia protastica e podem ser considerados como
biomarcadores promissores para diagnodsticos de alteragdes em tecido
prostatico;

- Como parametro de avaliagdo de progndstico a expressédo dessas enzimas
nao se apresentou significante no adenocarcinoma prostatico;

- A baixa expressdo de L-fucose correlacionada com a alta expressédo as
enzimas FUT 3 e FUT 6 pode estar relacionada com a agado das
glicosidades, além de mudangcas que podem acontecer na
biossintese/disponibilidade de L-fucose.

- Ainda assim, a histoquimica com lectinas foi capaz de revelar diferengas na
identificacdo do carboidrato L-fucose em tecidos humanos prostatico
diagnosticados com Adenocarcinoma Prostatico e Hiperplasia Prostatica

Benigna;
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8 ANEXOS
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BELTRAO, E.I.C. Trypsin x neuraminidase: comparative study for analysis
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2010, Sao Paulo. Applied Cancer Research Suplement. Sdo Paulo, 2010. v. 1. p.
S36-S36.

8.1.2 Apresentacdo de Trabalho em Congresso
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Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, Foz do Iguagu — Parana,
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