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RESUMO

Régo, M. Avaliacdo de aspectos glicobiolégicos em ambientes hipoxicos e /ou
privados de nutrientes em cancer de mama e sua possivel aplicagdo em diagnéstico
e prognostico. 2011. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brasil.

Este trabalho objetivou analisar a expressédo de Galectina-1(Gal-1), Galectina-3 (Gal-
3) e ligantes de lectinas em ambientes hipoxicos e/ou privados de nutrientes em
célula de cancer de mama e em bidpsias tumorais. Para modelar o evento in vitro a
linhagem celular de cancer de mama T47D foi submetida a hipoxia em cédmara de
hipoxia durante 24, 48 e 72h com ou sem privagdo de nutrientes. Os grupos
controles (normoxia com ou sem nutrientes) foram mantidos em estufa de CO,. As
bidpsias tumorais de carcinoma ductal invasivo (CDI) foram divididas em dois
grupos: um positivo e outro negativo para o marcador de hipdxia (CA 1X) assim como
as biopsias de carcinoma ductal in situ (CDIS) foram divididas em
comedobnicas/hipéxas e nao-comeddbnicas/controle, para posterior comparagao
quanto aos parametros clinicos, histopatologicos e glicobiolégicos. Os experimentos
com T47D mostraram que a expressao de Gal-3 aumenta progressivamente quando
submetida a hipoxia e privacdo de nutrientes durante 24, 48, 72h. As biopsias de
CDI positivas para CA IX apresentaram uma marcagao nuclear mais intensa que o
grupo negativo e caracteristicas tumorais mais agressivas como invasao linfonodal e
auséncia de Receptor de estrogeno. Gal-1 ndo foi expressa pelas células
neoplasicas no modelo in vitro bem como nas bidpsias, onde foi possivel detectar
positividade nas células do estroma associadas ao tumor. Quanto ao papel da Gal-3
na protecdo a morte celular, utilizando-se citdmetria de fluxo, observou-se que nao
houve correlagcédo entre a inibicdo do dominio de reconhecimento a carboidratos da
proteina e o aumento de morte celular. Entretanto, foi observada indugdo a morte
para o anticorpo monoclonal M338, especifico para o N-terminal de Gal-3, sendo
esta marcacdo aumentada em até trés vezes durante o aumento de morte celular
em 48h e 72h de hipdxia e privagcao de nutrientes. A histoquimica com lectinas foi
utilizada em amostras de CDIS com Con A, WGA e UEA-I e de CDI com L-PHA e
SNA. Nos casos de CDIS as lectinas utilizadas reconheceram mais casos do grupo
comedodnico (hipdxico) que o nao-comeddnico. Ao passo que nas biodpsias de CDI foi
observado um aumento na sialilagdo assim como nas células T47D (in vitro) onde se
pode avaliar que esta glicosilagdo ndo € de responsabilidade exclusiva de
ST6GALNac. Nossos resultados indicam que ocorre uma glicosilagdo aberrante no
ambiente hipéxico in vitro e in vivo associada a um fendtipo tumoral mais agressivo
bem como sugere que Gal-3 participa da prote¢cado contra morte celular e informativa
para diagnostico e progndstico.

Palavras-chave: Galectinas. Glicosilagdo. Histoquimica com lectinas.



ABSTRACT

Régo, Moacyr.Evaluation of glycobiology aspects in hypoxic environment starved
or not of nutrients in breast cancer and its possible application in diagnosis and
prognosis. 2011. Thesis (Ph.D.). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil.

This study aimed to analyze the expression of Galectin-1, Galectin-3 and lectin
ligands in hypoxic environments starved or not of nutrients in breast cancer cells and
in tumour biopsies. In vitro experiments in T47D breast cancer cells were subjected
to hypoxia in hypoxia chamber for 24, 48 and 72h with or without nutrients; control
groups (in normoxia and nutrients supplied) were kept in CO, incubator. Invasive
ductal carcinoma (IDC) biopsies were divided into two groups: one positive and one
negative for hypoxia marker Carbonic Anhydrase (CA IX); and Ductal Carcinoma in
situ (DCIS) samples were divided in comedonecrosis/hypoxic or non-
comedonecrosis/control groups, and then they were compared to clinical,
histopathological and glycobiology aspects. Confocal microscopy, real-time PCR and
western blotting showed that Galectin-3 expression was predominantly nuclear and
increased progressively when subjected to hypoxia for 24, 48, 72h and nutrient
starvation. CDI samples positive for hypoxia marker CA IX presented an intense
nuclear staining in comparison to control group besides more aggressive tumour
features as node positivines and absence of ER staining. Gal-1 was not expressed
by neoplastic cells in cell model and biopsies, where it was possible to detect
positivity in tumour-associated stroma. The evaluation of Gal-3 role in cell death
protection using flow cytometry showed that there was no correlation between
inhibition of Gal-3 carbohydrate recognition domain and the increase in cell death
rate. However, it was observed that monoclonal antibody M338, specific to Gal-3 N-
terminal, positivity increased with the increasing of dead cells after 48h and 72h
under hypoxia and starvation. Lectin histochemistry for Gal-3 ligands or Gal-3-ligant
complex preventing carbohydrates were investigated using Con A, WGA, PNA and
UEA-I for DCIS and L-PHA, SNA and VVA for CDI. Results indicated that in CDIS
the lectins used recognized more intensely the comedogenic/hypoxic group while in
CDI samples were observed an increase in sialylation as well as in T47D cells
indicating that ST6GALNac is not the only responsible for this event. Our results
indicate that aberrant glycosylation occurs in hypoxic environments associated with a
high aggressive tumour phenotype providing information of diagnostic and prognostic
value. Results also suggest that Gal-3 participates in the protection of cell death by
N-terminal and that sialylation in hypoxic environment is not mainly caused by N-
glycosylation.

Key- words: Galectins. Glycosylation. Lectin Histochemistry.
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1 INTRODUGAO

O céancer, também denominado como neoplasia ou tumor maligno, € uma
doenca que pode acometer virtualmente qualquer tecido, levando ao crescimento
celular, invasdo e destruicdo de tecidos adjacentes, com possivel migracao das
células transformadas para diferentes tecidos do organismo (metastase). Nesse
contexto o cancer de mama recebe destaque, sendo a neoplasia que apresenta as
maiores taxas de morbi/mortalidade de mulheres no Brasil (INCA, 2010) e no mundo
(WHO, 2010).

Como na maioria dos tumores sélidos, as neoplasias mamarias possuem
regides centrais que ndo sao irrigadas adequadamente e eventualmente formam
nucleos necréticos. O fator induzido por hipéxia (HIF-1a) é o principal modulador
dessa condigao e é descrito como uma proteina produzida constitutivamente e cujo
acumulo € estimulado pela baixa disponibilidade de oxigénio, que ocorre
normalmente ha uma distancia maior que 180um do vaso sanguineo (RUAN et al,
2008).

HIF-1a esta relacionada a progressao tumoral e angiogénese, participando do
controle da expressdo de uma variedade de genes envolvidos na adaptacédo a
deficiéncia de oxigénio e nutrientes que levam a sobrevivéncia celular, inibigdo da
apoptose e indugédo de migracédo (POWIS & KIRKPATRICK 2004; SEMENZA 2003).
Entre eles estdo VEGF (vascular endothelial growth fator — fator de crescimento
endotelial vascular), CAIX (Carbonic Anhydrase IX — Anidrase Carbénica — IX) e
GLUT1 (Glucose Transporter 1 — Transportador de Glicose 1). Estes genes sé&o

cruciais no processo de adaptacao celular que ocorre pela alteragdo do metabolismo
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energético destas células, as quais passam a apresentar altas taxas de glicdlise
anaerdbica (CHEN et al, 2010).

Essa mudanca no perfil metabodlico € acompanhada nao apenas da expressao
alterada das enzimas envolvidas na glicélise aerdbica e anaerdbica, mas também na
sintese de agucares-nucleotideo e transportadores de carboidratos (SHIRATO et al,
2010). Essas alteragbes aumentam o numero de moléculas desviadas da via
glicolitica para via das hexoaminas e ciclo da N-acetil-glucosamina alterando
componentes chaves da glicosilagao celular como, por exemplo, a disponibilidade de
substrato para as glicosiltransferases (TANIGUSHI, 2009).

A hipdxia, além de induzir a expressao de moléculas de adaptacao e alterar o
comportamento celular, também esta relacionada com a expressao de outra proteina
intrigante e de multiplos papéis, a Galectina-3 (Gal-3) que parece ter um papel pro-
neoplasico nesse ambiente (OLBRYT et al, 2006; ZENG et al, 2007). Ja a Galectina-
1 (Gal-1) é expressa principalmente nas células do estroma associadas ao tumor e
seu principal papel € promover um privilégio imune tumoral bloqueando a atividade
citotoxica mediada por células T (LE et al, 2005). As Galectinas 1 e 3 reconhecem
residuos de N-acetil-lactosamina que se encontram alterados durante a
carcinogénese (CUMMINGS & LIU et al, 2009).

Nos processos neoplasicos tanto a N- quanto a O-glicosilagdo encontram-se
diferencialmente reguladas. No primeiro processo ocorre glicosilagdo aberrante
associada ao aumento dos residuos de N-acetil-lactosamina que podem,
posteriormente, ser fucosilados e/ou sialilados (KIM & VARKI, 1997). Ja na O-
glicosilagdo ocorre a formagao de antigenos truncados, pois ha uma diminuicdo na

atividade das enzimas envolvidas nesse tipo de glicosilagao (VARKI et al, 2009). A
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formagcdo de antigenos truncados e a glicosilagdo aberrante estdo associados a
progressao tumoral, facilitando a n&o adesdo e migracdo celular bem como
metastase e angiogénese (DENNIS et al, 1999; VARKI et al, 2009). Contudo, esse
perfil alterado de carboidratos revela informagdes importantes do comportamento
tumoral, capazes de serem utilizadas na avaliagdo diagndstica e prognéstica do
paciente.

Lectinas exdgenas, assim como as galectinas, possuem sitios de
reconhecimento a carboidratos e quando conjugadas a peroxidase, biotina, éster de
acridina tornam-se sondas reveladoras dessa glicosilagdo alterada no céancer
fornecendo dados de valor diagndstico e prognéstico (CAMPOS et al, 2006). Esse
papel biotecnoldgico das lectinas ja foi explorado em diversos tipos de tumores em
tecidos humanos de mama (BELTRAO et al 2003, REGO et al, 2010) de prostata
(LIMA et al, 2010) entr outros (SOBRAL et al, 2010).

Todavia, muito pouco se sabe sobre os aspectos glicobiolégicos no ambiente
hipoxico do cancer de mama. Desta forma a presente pesqgisa teve como objetivo
avaliar a expressao de Gal-1 e Gal-3 bem como o perfil de carboidratos no ambiente
hipéxico do cancer de mama, para melhor avaliar a importancia dessas moléculas
para o tumor nesse ambiente frequentemente indutivo de quimio e radio resisténcia.
Outro objetivo foi avaliar o valor diagdstico e prognostico da marcagéo de Gal-1, Gal-
3 e do perfil de arboidratos nas areas hipdxicas de bidpsias de carcinoma ductal

invasivo (CDI) e carcinoma ductal in situ (CDIS) de mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar glicobiologicamente o ambiente hipoxico do cancer de mama através da
analise de expressédo de Gal-3 e Gal-1 e seus ligantes in vitro bem como avaliar a
aplicacao diagnéstica e progndéstica das moléculas envolvidas nesses ambientes em

amostras tumorais.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressao de Gal-1, Gal-3 e ST6Gal1 e o perfil de carboidratos em
linhagem celular de cancer submetida a hipoxia e/ou privagao de nutrientes;

e Analisar in vitro o padrao de compartimentalizacao intracelular de Gal-1 e Gal-
3 em ambientes hipoxicos e/ou privados de nutrientes;

e Analisar nas células T47D a morte celular induzida por Gal-3 em ambiente
hipdxicos e/ou privado de nutrientes;

e Examinar a expressdo de Gal-1, Gal-3 e ligantes de lectinas em amostras de
Carcinoma Ductal In situ comparando os com necrose central e sem necrose
central,

e Avaliar o valor diagndstico e prognésticos de Gal-1, Gal-3 e ligantes de
lectinas no ambiente hipdéxico em amostras de pacientes portadoras de

Carcinoma Ductal Invasivo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Consideragoes Gerais sobre cancer

O cancer é definido como um grupo de doengas caracterizado por um
crescimento descontrolado de células anormais (INCA, 2010). No mundo
desenvolvido, o cancer é uma das principais causas de morte, geralmente excedido
apenas por doenga cardiovascular (De Meija et al, 2003). Segundo a Uni&o
Internacional de Combate ao Cancer (UICC), em 2020, o cancer sera a doenga que
matara mais pessoas no mundo sendo 3 milhées no primeiro mundo e 7 nos paises
de terceiro mundo (UICC, 2005). Como o numero de pessoas diagnosticadas com
cancer, dentro dos préximos 30 anos, é esperado dobrar, a necessidade de terapias
meédicas inovadoras e mais eficientes torna-se cada vez mais proeminentes.

No Brasil, as estimativas para o ano de 2011, apontam para a ocorréncia de
489.270 novos casos de cancer (INCA, 2010). Os tipos mais incidentes, a excegao
do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo no sexo masculino, os canceres de
préstata e de pulmao, e no sexo feminino, os canceres de mama e de colo do utero,
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada para a América Latina
(INCA, 2010). No mundo, em 2011, serdo dignosticados 12.7 milhdes de novos
casos de cancer e 7.6 milhdes de mortes, sendo o cancer de mama mais frequente
entre as mulheres e o de pulméo nos homens (FERLAY et al, 2010)

A carcinogénese inicia-se a partir de uma alteragdo do DNA celular ou da
atividade anormal de genes presentes em células sadias, como os que coordenam a

proliferacdo, a diferenciacdo, a morte celular por apoptose e outras funcgdes
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primordiais para a célula (CONDE et al, 2005). Essa alteragdo no DNA leva a
mudancas na expressao de proteinas celulares causando alteragcdes nas vias de
sinalizacao, induzindo, frequentemente, mudancas no microambiente tumoral, como
inflamacao, o que resulta em mudancas no perfil das proteinas teciduais que podem
ser secretadas (KOPF & ZHARHARY, 2007).

O desenvolvimento do cancer segue um processo de multiplos estagios, a
partir da célula normal e é caracterizado pelo acumulo de alteragdes genéticas que
interferem no controle normal do crescimento e diferenciagdo celular, ou seja,
células normais passam a serem hiperplasicas ou displasicas que podem se
transformar em um cancer localizado e talvez, posteriormente, metastatizar
(PETERSON et al, 2005). Inicialmente alteragbes nesses processos podem levar a
formagao de um tumor benigno ou maligno. O que leva a malignidade no cancer é
sua habilidade em quebrar a arquitetura tecidual, invadir fronteiras teciduais
adjacentes e metastatizar para 6rgaos distantes (INGBER, 2008).

Células de um mesmo tumor tendem a ser heterogéneas com relagdo a sua
capacidade proliferativa ou metastatizante, quantidade de receptores de superficie,
sensibilidade a resposta imunologica ou tratamento e grau de autonomia do
crescimento (HENG et al, 2009). Essa heterogeneidade genotipica e fenotipica séo
elementos-chave na progressédo do tumor e sua resisténcia as drogas (HENG et al,
2009).

Ha onze anos Hanahan e Weinberg (2000) propuseram seis caracteristicas
intrinsecas do cancer: 1- sustentagdo do sinal de proliferagdo; 2- fulga dos
supressores de crescimento; 3- resisténcia a morte celular; 4- potencial replicativo

ilimitado; 5- indu¢do de angiogéne; 6- invasao e metastase. Juntas elas constituem
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um principio de organizagdo que fornece uma estrutura légica para compreender a
diversidade de neoplasias.

Implicita nessa discussao estava a nogao de como as células normais
evoluem progressivamente para um estado neoplasico. Elas adquirem uma
sucessao dessas caracteristicas dentro do processo de varias etapas de patogénese
tumoral humana podendo ser racionalizada pela necessidade incipiente das células
cancerosas de adquirirem as caracteristicas que |hes permitam tornar-se
tumorigénicas e, finalmente, malignas (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

Porém apdés 10 anos de estudos em oncologia os mesmos autores em
publicacao recente (HANAHAN & WEINBERG, 2011) acrescentaram mais algumas
caracteristicas principalmente em relacdo ao microambiente que cerca o tumor e o
papel das células ndo-neoplasicas na carcinogénese. Subjacente as caracteristicas
descritas ha dez anos estdo a instabilidade do genoma, o que gera a diversidade
genética que acelera a aquisicdo do fendtipo tumoral, e inflamagéo, que promove
multiplas fungdes em todas as caracteristicas anteriormente estabelecidas
(HANAHAN & WEINBERG 2000).

O progresso conceitual da carcinogénese na ultima década acrescentou dois
eventos emergentes, a reprogramagao do metabolismo energético e a evasédo do
sistema imunologico. Além de células cancerosas, os tumores apresentam outra
dimensdo de complexidade: eles contém um repertério de células normais,
recrutadas pelas células neoplasicas, que aparentemente contribuem para a
aquisicao das caracteristicas tumorais, criando o microambiente favoravél ao tumor

(PIETRAS & OSTMAN, 2010; HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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3.2 A mama e o Cancer de Mama

A glandula mamaria é constituida por 6 a 10 sistemas ductais principais, cada
um dos quais € subdividido em lébulos (GURAY & SAHIN, 2006). Os l6bulos,
dotados de células produtoras de leite, e os ductos, descritos como minusculos
tubos conectores que carregam o leite dos l6bulos até o mamilo, estao inseridos em
tecidos adiposo e conectivo (estroma), altamente responsivo a horménios,
juntamente com vasos sanguineos e linfaticos (YODER, 2007).

Doengas na mama, tanto benignas como malignas, sdo comuns em mulheres.
Dentre essas, tem destaque os tumores mamarios que sdo definidos como uma
massa anormal de tecido que surge de alteragdo ou dano genético na célula,
deixando-a com potencial replicativo desregulado (NCI, 2011).

Os tumores podem ser classificados em benignos e malignos de acordo com
o potencial de invasividade e de desenvolver metastase. Tumores benignos crescem
COmMoO massas expansivas coesas que permanecem restritas ao local de origem e
nao tem capacidade de infiltragdo, invasdo ou metastase (MEISNER; FEKRAZAD;
ROYCE, 2008).

O céancer de tecido mamario € o segundo tipo de cancer mais frequente no
mundo e o mais comum entre as mulheres. A incidéncia de cancer no Brasil vem
aumentando a cada ano, cerca de 22% dos novos casos de cancer em mulheres
sdo de mama (INCA, 2010). Este cancer ocupa o primeiro lugar em incidéncia nas
regides Nordeste, Sul e Sudeste, na proporgao de 22,84%, 24,14% e 23,83%,
respectivamente (INCA, 2010). No Brasil, o numero de novos casos esperado em

2010 e 2011 é de 49.240 (cada ano), com um risco estimado de 49 casos a cada



27

100 mil mulheres (INCA, 2010). Parte desse aumento na incidéncia deve-se a
métodos mais sensiveis de avaliagao/diagndstico como a mamografia digital e a
ressonancia magnética de imagem as quais tem proporcionado um aumento
progressivo no diagnostico de carcinomas ductais in situ e invasivos, contudo as
descobertas ou estabelecimento de novos tratamentos ndao acompanham esse
aumento de incidéncia (GREENWALD, 2007).

Calcula-se que no ano de 1997 surgiram quase 250 mil novos casos de
cancer e cerca de 100 mil pessoas morreram naquele ano, vitimadas por esta
doenca (INCA, 2009). Apesar do aumento da incidéncia no Brasil e em outros
paises, os grandes estudos internacionais mostram que a maior eficiéncia nos
programas de rastreamento, a melhor definicdo das imagens ao diagndstico e o uso
adequado de terapias medicamentosas adjuvantes, vem melhorando a sobrevida
das pacientes nas ultimas décadas (SMIGAL et al, 20006).

Dentre os tumores malignos de mama, o carcinoma ductal invasivo
representa o maior grupo, constituindo cerca de 65 a 80% dos carcinomas mamarios
(YODER et al, 2007). O quadro morfoléogico desse carcinoma € bastante
heterogéneo, tendo sido caracterizadas algumas variaveis como fatores histolégicos
e nucleares que podem ser originados dos dois provaveis tipos de carcinbgenese
mamaria. Um desses modelos baseia-se nas células tronco multipotentes que
podem progredir para um fenétipo agressivo sem passar por estagios intermediarios
(MELCHOR & BENITZ, 2008). Ja o segundo baseia-se no acumulo de mutagdes
que geram hiperplasias atipicas, carcinomas in situ e entdo carcinoma invasivo

(Figura 01).
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Figura 01: Processo morfolégico de carcinogénese mamaria baseado no acumulo de
alteragdes genéticas e epigenéticas. Adaptado de Robbins (2007).

Essa heterogeneidade torna-se explicita quando individuos com o mesmo
estagio da doenga e diagndsticos semelhantes podem ter cursos clinicos muito
diferentes (Lajos, 2008) mesmo quando submetidos ao mesmo tratamento. Na
tentativa de criar grupos clinicos mais homogéneos a Unido Internacional de
Combate ao cancer (UICC), junto com as agéncias de saude de varios paises
estabeleceram uma classificagdo internacional denominada TNM (GREENE et al,
2002; INCA, 2010).

A classificagdo TNM objetiva ajudar o médico no planejamento do tratamento;
dar alguma indicagcdo do progndstico; ajudar na avaliagdo dos resultados de
tratamento; facilitar a troca de informagdes entre os centros de tratamento e
contribuir para a pesquisa continua sobre o cancer humano (GREENE et al, 2002;
INCA, 2010). O Sistema TNM para descrever a extensdo anatdbmica da doenca tem
por base a avaliagdo de trés componentes: T - a extensao do tumor primario, N - a
auséncia ou presenca e a extensao de metastase em linfonodos regionais, M - a
auséncia ou presenca de metastase a distancia. A adicdo de numeros a estes trés

componentes indica a extensao da doenca maligna, assim tem-se: TO, T1, T2, T3,
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T4 NO, N1, N2, N3, MO e M1. Quando a classificacdo TNM é baseada em achados
histopatoldgicos entdo é chamada de pTNM (GREENE et al, 2002; INCA, 2010).
Cada tumor maligno possui particularidades em sua classificagdo, sendo as das
neoplasias mamarias resumidas na tabela 01.

Entretanto, com a evolugao da identificacdo de biomarcadores preditivos de
tratamento e de valor diagndstico e prognéstico, associados ao cancer de mama,
surgiu a necessidade de criar grupos clinicos mais homogéneos para padronizagao
de protocolo terapéutico baseado nesses marcadores. Com esse intuito, Perou e
colaboradores (2000) utilizando a técnica de expressao génica de microarranjos de
DNA complementar (cDNA), representando 8.102 genes humanos demonstraram
que a diversidade fenotipica dos tumores de mama estava associada a uma
diversidade na expressao génica que poderia ser agrupada em subtipos clinicos
(PEROU et al, 2000).

Com base nesse estudo, pesquisadores do mesmo grupo definiram a
classificagdo molecular do carcinoma de mama, dividindo os tipos em cinco grandes
grupos baseados na expressao génica (SORLIE et al, 2001). Mais importante do que
isto foi que esta classificacdo se mostrou de valor prognodstico e validava
comportamentos clinicos bem conhecidos. Estes tipos foram chamados de Luminais
(A e B), super-expressores de HER-2 (Receptor do Fator de Crescimento Epidermal

2), subtipo-Basal (basal-like) e triplo Negativo.
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Tabela 01: Parametros e significados da classificagdo TNM em cancer de mama.

Parametro Significado

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao. T1mic
Microinvasao de 0,1 cm ou menos em sua maior dimensao

T2 Tumor com mais de 2 cm, porém ndo mais de 5 cm em sua maior
dimensao

T3 Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a parede

toracica ou a pele

Nx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por exemplo,
por terem sido previamente removidos)

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metastase em linfonodo(s) axilar(es), homolateral
N2 Metastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) fixo(s) ou

metastase clinicamente aparente* em linfonodo(s) mamario(s)
interno(s) homolateral(is), na auséncia de evidéncia clinica de
metastase em linfonodo(s) axilar(es)

N3 Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(ais) com
ou sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es); ou clinicamente
aparente* em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is),
na presenga de evidéncia clinica de metastase em. linfonodo(s)
axilar(es); ou metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es)
homolateral(is) com ou sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es)
ou mamario(s) interno(s)

MX Presencga de metastase a distdncia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

T: extensdo do tumor primario; N: auséncia ou presenga e extensdao de metastase em linfonodos
regionais; M: auséncia ou presencga de metastase a distancia. *clinicamente aparente = detectado por
exame clinico ou por estudos de imagem (excluindo linfocintigrafia). Fonte: INCA

Os tumores luminais representam 45% dos tumores de mama e menos de
20% deles apresentam a proteina p53 mutada (SOTIRIOU et al, 2003). Os luminais
A apresentam, além da expressédo de Receptor de Estrogeno (RE), podem ou nao

apresentar positividade do Receptor de Progesterona (RP), expressam as
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citoqueratinas (CK) e tém expressao negativa para HER-2 (NIELSEN et al, 2004).
Sao tumores que costumam apresentar baixa expressao de Ki-67 e um baixo indice
mitético. Sdo tumores usualmente de baixo grau histolégico, bem diferenciados e
com poucas mitoses.

O grupo luminal B tem também o mesmo padrao de expressédo de RE, RP,
CK, mas co-expressam os genes ligados a proliferagdo celular, podendo apresentar
alta expressao de Ki-67 e alto indice mitdtico. Podem apresentar a expressido de
HER-2, embora ocorram casos com expressao negativa (BRENTON et al, 2005).

Os tumores super-expressores de HER-2 sdo aqueles que invariavelmente
tém a reacao imunohistoquimica (IHQ) positiva para HER-2 e que, ao ter seu estado
génico avaliado por testes de hibridagao in situ fluorescente (FISH) ou cromogénica
(CISH) apresentam amplificacdo do numero de copias deste gene e apresentam
expressao negativa do RE e do RP (BRENTON et al, 2005). Correspondem a cerca
de 20-25% dos carcinomas de mama. Ndo ha associagédo entre este subtipo com
idade, raga ou outros fatores de risco (CAREY et al, 2006).

Os carcinomas mamarios que super-expressam HER-2 tém um
comportamento bioldgico agressivo, o0 que resulta em uma taxa de recorréncia apos
o tratamento inicial, uma sobrevida livre de doenga curta e um pior prognostico, além
disso, este grupo de tumores costuma apresentar maior probabilidade de metastase
cerebral (BRENTON et al, 2005).

O subtipo basal representa 15% dos tumores de mama. Nao expressa ou tem
baixa expressdo de receptores hormonais (RE/RP) e HER-2 e expressa proteinas

comumente presentes nas células progenitoras ou células basais/luminais. Embora
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apresente negatividade para os trés marcadores, ha tipos histolégicos que sao triplo-
negativos, mas n&o sao basais (HAUPT et al., 2010).

O cancer de mama triplo-negativo apresenta caracteristicas patolégicas e
moleculares unicas. Este termo refere-se a classificacao IHQ dos tumores de mama
aonde nado se observa a expressdo de RE, RP e HER-2 (NIELSEN et al, 2004). A
maioria dos estudos publicados mostra, além dos dados acima, que este grupo de
tumores apresenta expressdo negativa de p-caderina e de p63, expressao positiva
de HER-1, expressao positiva das CK, expressao positiva de c-kit e da vimentina
(RAKHA et al., 2009). Carey e colaboradores (2006) mostraram que os tumores

triplo-negativos se associam a um perfil tumoral mais agressivo.

3.3 A Hipoxia e suas Implicagoes no Comportamento Tumoral

A hipdxia através do fator induzido por hipdxia (HIF-1a) é reconhecido como
uma das mais importantes influéncias do microambiente no comportamento tumoral
fazendo com que as células tumorais adquiram um fendtipo mais agressivo e se
tornem resistentes a quimioterapia e radioterapia (RUAN et al, 2009). HIF-1a é
transcrito continuamente, em niveis normais de oxigénio, contudo é mantido em
niveis muito baixos por uma rapida degradagao via sistema ubiquitina-proteossoma.
Em sua via de degradacédo induzida por concentragbes normais de oxigénio, a
proteina HIF-1a é hidroxilada em dois residuos especificos de prolina (Pro402 e
Pro564) na regido amino do dominio de ativagdo da transcricdo por uma prolil-4-
hidroxilase (PHD-1, 2 e 3) dependente de oxigénio, 2-oxoglutarato e ascorbato, por

isso ndo ha seu acumulo em condi¢cdes normais de oxigénio nas células (PUGH et
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al, 2001). Esta sinalizagdo promove reconhecimento pela proteina de von Hippel-
Lindau, que se liga diretamente ao HIF-1a, recrutando o complexo ubiquitinante para
degradagao da proteina pela via do proteossomo 26S (MAXWELL et al, 2001).

Um segundo mecanismo regulatério envolve a hidroxilagao da asparagina 803
por uma asparaginil hidroxilase dependente de oxigénio que impede a interagao
entre HIF-1a e seus co-ativadores (LANDO et al, 2002). Em hipoxia HIF-1a ndo é
modificado o que resulta em sua estabilizagdo e translocag¢ao para o nucleo, onde
ocorre a dimerizagdo com HIF-1p formando o fator de transcricdo ativo capaz de
ligar a HRE (hypoxia responsive elements - elementos de resposta a hipodxia)
presente na regido promotora de genes alvo (MAXWELL et al, 2001).

A geragao do ambiente hipdxico intratumoral promove adaptacbes pelas
células neoplasicas que alteram seu perfil de transcrigdo e expressao génicas para
adaptar-se ao ambiente mais hostil tornando-as mais agressivas (RUAN et al, 2009).
Estudos recentes descrevem alguns problemas causados pela hipdxia, tais como o
comprometimento da entrega das drogas principalmente na imunoterapia que utiliza
moléculas grandes (LEE & TANNOC, 2010) e um defeito na captagao da droga pela
célula causada por uma acidez tumoral associada a hipdxia (COSSE & MICHIELS,
2008).

Em outros casos o papel de HIF-1a é determinante e alguns desses
mecanismos foram desvendados, como por exemplo, o knockdown de HIF-1a nas
células MCF-7 de céncer de mama mostrou tornar essas células consideravelmente
mais sensiveis ao tratamento com Metotrexato (LI et al, 2006) e o silénciamento

estavel de HIF-1 o reverte a protecdo induzida por hipdxia contra a apoptose
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induzida por Paclitaxel nas células MDA-MB-231 (LIONEL et al, 2010). Hipoxia
também pode induzir resisténcia a radioterapia pela necessidade da presenca de
oxigénio e quimioterapia por modificacdo de expressao génica (RUAN et al, 2009).

Por HIF-1a ter uma expressao constitutiva, as moléculas que modulam a
expressao dele adquirem um papel central no fornecimento de informacdes
diagndsticas, progndsticas e preditivas. Em estudo recente, Fox e colcaboradores
(2011) analisaram a expressao das 3-prolil hidroxilases em 211 pacientes através de
microarranjos de tecidos e correlacionaram com marcadores de hipdxia HIF, VEGF,
CA IX onde foi observado que todas as enzimas foram mais expressas no
tratamento com Epirrubicina e Tamoxifeno, mas nao tiveram associacdo com
resposta ao tratamento e sobrevida (FOX et al, 2011).

A hipoxia pode também induzir as células de cancer de mama a adquirir um
fendtipo tipo basal e induzir a transigao epitélio-mesenquimica ambos associados a
um pior prognéstico (CANNITO et al, 2008). Alguns pacientes de cancer de mama
que recebem tratamento anti-angiogénico com inibidores de VEGF apresentam
aumento na metastase, possivelmente como um resultado da indugdo de hipoxia
(LOGES et al, 2009; VOSS et al, 2011).

Em estudo recente Voss e colaboradores (2011) comprovaram que citocinas
e quimiocinas também estdo envolvidas nesse processo através de um padrao
diferenciado de expressado dessas moléculas em tumores luminais e nao-luminais.
Através da observagcdo que o meio condicionado das células hipdxicas induz
migracdo de células em norméxia envolvendo a liberacdo e acédo autocrina de

mediadores soluveis, os autores concluem que esse mecanismo pode explicar
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porque o tratamento anti-angiogénico pode piorar o curso clinico de alguns
pacientes.

HIF-1a influéncia também um dos principais fatores diagnéstico e terapéuticos
do céncer de mama o Receptor de Estrégeno (RE) induzindo sua degradagdo em
hipoxia via proteossomo, bem como diminuindo sua transcricdo, por diminuir o
recrutamento da RNApol Il na regido promotora do loco ESR1 (RYU et al, 2011).
Esse mecanismo pode facilitar a insensibilidade ao horménio no microambiente
tumoral.

HIF-1a possui diferentes variantes de mRNA produzidos por splicing
alternativo e uma variante, a HIF-1a TAG, possui valor diagnostico e progndstico em
cancer de mama associada com linfonodo positivo, grau histolégico elevado,
receptores hormonais negativos assim como baixo tempo livre de metastase (DALE
et al, 2010). Apesar do papel central da hipdxia na modulagdo do comportamento
tumoral, muito pouco se sabe dos aspectos glicobiologicos, incluindo o papel da

glicosilacéo e das galectinas envolvidos nesse processo (SHIRATO et al, 2010).

3.4 Glicosilagao Alterada no Cancer

A (glicosilagdo € uma modificagdo pos-traducional bastante comum e
corresponde a uma ligagdo covalente de um carboidrato a um lipideo ou proteina
catalisada por glicosiltransferases utilizando doadores de agucares especificos como
substratos. Alteragdes nesse processo estdo associadas com muitos eventos

normais e patolégicos, tais como interacdo parasita-hospedeiro, diferenciagao,
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migracgao, trafego celular, sinalizagdo, invasdao e metastase (VARKI & SHARON,
2009).

Glicosilacdo aberrante € um fendmeno universal das células cancerosas e
pode ser alterada de varias maneiras gerando estruturas de glicanos que funcionam
como marcadores que podem ser utilizados para diagndstico e tratamento
(STANLEY et al, 2009). Perda ou expressao excessiva de certas estruturas,
persisténcia de uma estrutura truncada ou incompleta, acumulo de percussores, e
menos comumente, o surgimento de novas estruturas, todas estas alteragbes séo
decorrentes da instalacdo do tumor, entretanto, apenas poucas alteragcbes estéo
sabidamente envolvidas na transformagao maligna e na progressao tumoral (VARKI
et al, 2009).

Existem dois tipos mais importantes de glicosilagao celular que respondem de
maneiras diferentes ao processo carcinogénico. Sao elas a O- e N-glicosilagdo que
frequentemente co-existem em proteinas de mesmas células (BROCKHAUSEN et

al, 2009; STANLEY et al, 2009).

3.4.1 O-Glicosilagéo e Formagéao de Antigenos Truncados

A O-glicosilagdo € uma modificagdo covalente onde residuos de carboidratos
sdo ligados a uma hidroxila (-OH) de uma serina ou treonina via N-acetil-
galactosamina de uma glicoproteina nascente (BROCKHAUSEN et al, 2009). As
proteinas altamente O-glicosiladas sdo as mucinas ou proteinas tipo-mucinas

(mucine-like proteins) onde os carboidratos podem corresponder a 80% de sua
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massa molecular. Estas proteinas sdo amplamente encontradas na superficie de
células, secregcbes mucosas e fluidos corporais (HATTRUP & GENDLER, 2008).

A sintese de O-glicanos envolve muitas glicosiltransferases, enzimas que
adicionam carboidratos em lipideos e proteinas, formando quatro estruturas
principais que podem ramificar-se e serem modificadas por sialilagdo, adicido de
acido sialico e/ou fucosilagao, adigao de fucose, apresentando agucares ou grupo de
agucares antigénicos (HAGEN et al, 2003).

O O-glicano mais simples ¢é representado por um residuo de N-
acetilgalactosamina ligado a uma serina ou treonina e é chamado de Tn que é
frequentemente antigénico (VARKI et al, 2009). Entretanto, o mais comum é o
Galp1-3GalNac também chamado de antigeno T e na célula normal serve como
percussor de estruturas mais longas e mais complexas (HAGEN et al, 2003).
Fisiologicamente ambos os antigenos T e Tn encontram-se ndo disponiveis pela
adicdo posterior de outros sacarideos, mas sao frequentemente encontrados em
tumores principalmente nos de mama (HAGEN et al, 2003; VARKI et al, 2009; JU et
al, 2011;).

As mucinas estdo no epitélio normal polarizado e sdo expressas
exclusivamente no dominio apical com mucinas solluveis sendo secretadas no
lumen. Contudo, com a perda da topologia nas células epiteliais malignas as
mucinas passam a ser expressas em toda extensao celular. Nas neoplasias de
origem epitelial como nos carcinomas mamario as mucinas parecem ser as
principais carreadoras das alteragdes glicobiolégicas e estdo relacionadas a
diagnostico, prognostico e resposta a tratamento (MUKHOPADHYAY et al, 2011). A

estrutura em forma de bastdo altamente carregada negativamente repele interagdes
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intercelulares e estericamente previnem a acido de outras moléculas de adeséao
como caderinas e integrinas impedindo-as de exercerem sua fungdo. Assim em
algumas instancias as mucinas atuam como anti-adesinas promovendo o
desligamento da célula do tumor primario no inicio da metastase (KANNAGI et al,
2004).

Estudo recente também mostra que no cancer a O-glicosilagdo bloqueia
fisicamente a interagao das células do carcinoma com células citoliticas como as NK
(matadoras naturais, do inglés, Natural Killers) e podem, também, mascarar a
apresentacao de antigenos ao MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade do
inglés, Major Histocompatibility Complex) (CHEN et al, 2006). Além disso, estudos in
vitro vém demostrando que alteragdo de o-glicosilagdo de receptores especificos
pode regular a estabilidade bem como o nivel de expressdo desses receptores de
membrana muitos dos quais envolvidos em processos carcinogénicos (VARKI et al,

2009 ).

3.4.2 N-Glicosilagao e Glicosilagao Aberrante

N-glicanos sado ligados a proteinas através da amina de um residuo de
asparagina ligado a um residuo de aminoacido diferente de prolina seguido de uma
serina ou treonina. O entendimento das vias de N-glicosilagdo € importante porque
os N-glicanos afetam muitas das propriedades das glicoproteinas como
conformacgdo, solubilidade, antigenicidade e reconhecimento por proteinas

reconhecedoras de carboidratos (STANLEY et al, 2009).
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A biossintese de N-glicanos comega com a transferéncia de um residuo de N-
Acetil-glicosamina de um UDP-GIcNAc para um dolicol formando o N-Acetil-
glicosamina-pirofosfato, posteriormente, 14 residuos de agucar sdo adicionados ao
dolicol antes do bloco inteiro de carboidratos serem adicionado a proteina nascente.
Esse oligassacarideo precussor pode formar trés estruturas: uma rica em manose;
uma hibrida e uma complexa com o grau de ramificagdes e heterogeneidade
aumentados nesse sentido (LAU et al, 2007).

N-glicanos ligados as proteinas sao posteriormente remodelados no Reticulo
Endoplasmatico e no Complexo de Golgi por uma série de rea¢des catalisadas por
glicosidades, enzimas que removem residuos de carboidratos, e glicosiltransferases
que sao sensiveis ao estado fisiologico e ao tipo celular (VARKI et al, 2009b;
STANLEY et al, 2009).

As estruturas desses N-glicanos podem ser maturadas nas cisternas trans do
Complexo de Golgi, apdés o precursor ter sido adicionado no Reticulo
Endoplasmatico tornando-se mais complexas pela adigao de sitios de poli-NACLAc e
por residuos de L-fucose e acido sialico entre outras modificagbes (SCHACHTER,
2000). N-glicanos se tornam mais ramificados com a aquisicdo do fendtipo
canceroso facilitando assim a progressdo tumoral pelo aumento de sitios que s&o
reconhecidos por moléculas pré-tumorais, bem como, podem estar envolvidos com a
resisténcia a drogas (KOBATA & AMANO, 2005; VARKI et al, 2009).

Uma das causas na alteragdo e ramificagcdo dos N-glicanos, que ficam
maiores e mais complexos, € o aumento da transcricdo do gene MGATS5 que catalisa
adicdo de um residuo de N-Acetil-glucosamina criando uma nova estrutura antenaria

passivel de crescimento pela acédo de outras glicosiltransferases (IHARA et al, 2004;
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ZHAOQ et a, .2006, KUDO et al, 2007; WANG et al, 2007). Esta modificagao estrutural
esta associada a uma ligacao mais fraca da célula maligna a matriz extracelular,
com o0 aumento da migragdo e invasao celulares, e consequentemente, com a
metastase dos tumores (GUO et al. 2000).

Analises experimentais mostram que ocorre a aquisicdo de comportamento
tumoral por células antes nao-tumorigénicas quando sao transfectadas com o gene
da MGATS5 e que células com aumento da expressdo desse gene tinham maiores
taxas de metastase e quando esse gene era silenciado a metastase diminuia
(KANNAGI et al, 2004). Isso pode ocorrer devido o aumento dos sitios de
polilactosaminas e por alteragcdo na meia vida de receptores de fatores de
crescimento que sao freqientemente N-glicosilados. O aumento do conteudo de
acido sialico na superficie celular diminui a aderéncia das células tumorais a matriz e
protege as células do reconhecimento por vias alternativas (DENNIS et al, 1999;
KANNAGI et al, 2004)

Por exemplo, o aumento da atividade da enzima que transfere um residuo de
acido sialico a um de galactose de um N-glicano aumenta a agao de B-1 Integrina
conferindo um maior poder invasivo pela célula. Outras macromoléculas sofrem
glicosilacdo alterada no cancer, como os glicoesfingolipideos, porem essas
moléculas parecem desenvolver papeis centrais em outros tumores como, por

exemplo, os melanomas (RONALD et al, 2009).
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3.4.3 Antigenos Carboidraticos Associados a Tumores (ACAT)

A sintese de uma variedade de glicanos complexos pela célula normal é
interrompida nas células tumorais levando a acumulo de percussores menos
complexos, conceito esse conhecido como sintese incompleta como é o caso da
perda do sialil-6-sulfo Lewis*, dissialilado Lewis®, a antigenos normais AB sdo bons
exemplos que suportam esse conceito e s&o gerados pela inativagdo de
sulfotransferases e glicosiltransferases (HAKOMORI et al, 1999). Os ACATs podem
ser utilizados para diagnéstico e progndstico de muitas neoplasias e sao gerados
pela formacdo de estruturas truncadas geralmente fucosiladas e passiveis de
sialilagao (KOROURIAN et al, 2008; VARKI et al, 2009).

Um grupo de ACAT sao relacionados aos antigenos de Lewis® e Lewis®
(monofucosilados), Lewis’ e Lewis® (difucosilados) (Figura 02) que podem estar em
O-glicanos, N-glicanos e glicoesfingolipideos e que foram identificados inicialmente
como antigenos tumorais correlacionados com progressdo tumoral, metastase e
associados a um pobre prognostico (KANNAGI, et al 2004b). Essas estruturas
fucosiladas quando sialiladas funcionam como ligantes de selectinas conferindo
vantagem ao tumor facilitando o processo de metastase razdo pela qual o antigeno
esta associado com um baixo prognoéstico (SALEAND & KOOYK, 2011). Outro
exemplo é o acumulo dos antigenos T, Tn e Sialil-Tn diminuindo a complexidade
estrutural de O-glicanos na célula tumoral ja previamente descritos nessa tese (JU et
al, 2011).

Outro grupo de ACAT importante esta relacionado aos antigenos sanguineos.

No fendtipo 0, o percussor dos antigenos A/B, conhecido como H, é transformado
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em antigenos de Lewis, a perda da expressao normal do grupo AB expde o antigeno

H subsequente, aumentando a mobilidade celular e resisténcia a apoptose. Ja

Lewis”, ligante da selectina, esta associado a um pior progndstico clinico pois possui

atividade pro-coagulante e angiogénica (HAKOMORI et al, 1999). Além disso,

Antigenos do grupo sanguineo podem estar presentes em receptores-chave

controlando proliferacido celular, adesao e mobilidade, como o Receptor do Fator de

Crescimento Epidermal (EGFR), integrinas, caderinas e CD44 (Varki et al, 2009).

Antigenos Sangquineos
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Figura 02: Estruturas glicidicas importantes no processo carcinogénico. Figura elaborada

pelo autor da tese
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3.5 Galectinas
3.5.1 Consideragbes Gerais sobre Galectinas no Processo Neoplasico

Galectinas sao proteinas ligadoras de glicoconjugados contendo B-galactose
que compartiham homologia na estrutura primaria no seu dominio de
reconhecimento a carboidratos (CRD — carbohydrate recognition domain) (LEFFLER,
2001). Inicialmente chamadas de S-lectinas, galectinas representam o grupo de
proteinas mais comumente expressas dentre as lectinas em todos os organismos.
As galectinas sédo provavelmente a mais antiga classe de proteinas ligadoras de
glicanos conhecidas até hoje e sdo encontradas desde metazoas, esponjas, fungos
até invertebrados e vertebrados (LEFFLER, 2001; RABINOVITCH et al, 2011).

Todas as galectinas possuem uma sequéncia principal contendo 130 residuos
de aminoacidos e podem ser encontradas extracelularmente, na superficie das
células, no citoplasma e no nucleo, embora n&do haja um peptideo sinal secretorio
para sua insergdo no reticulo endoplasmatico (COOPER & BARONDES, 1999),
sendo esta secrecdo realizada por uma via de secrecdo nao-classica pouco
conhecida.

Galectinas podem contribuir para modulacédo de funcdes celulares através de
interagbes célula-célula e célula-matriz extracelular, possuem também ligantes
intracelulares onde participam de regula¢des de atividades celulares, contribuindo
com vias fundamentais como processamento do pré-mRNA (CUMMINGS & FU-
TONG, 2009; HAUDEK et al, 2010).

Um total de 15 galectinas foi descrita em mamiferos, porém apenas 12 genes

foram encontrados em humanos, incluindo 2 genes para Galectina 9. Essas foram
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classificadas em trés grupos principais: Prototipicas, Quimeras e de repeticdo em
tandem (HIRABAYASHI et al, 1993; LIU et al, 2005; ELOLA et al, 2007).

As galectinas prototipicas, como a Galectina 1 (Gal-1), contém apenas um
CRD e formam homodimeros. Ja as galectinas quiméricas, representada apenas
pela Galectina-3 nos vertebrados, é caracterizada pela presenca de apenas 1 CRD e
um dominio amino-terminal grande rico em prolina, glicina e tirosina que podem
contribuir para oligomerizagdo. Além disso, seu terminal amino é sensivel a
metaloproteinases como MMP-2 e MMP-9 (OCHEIENG, 1998). Galectinas
quiméricas sdo mais comuns em invertebrados. No terceiro grupo estdo as
galectinas de repeticdo em sequéncia (fandem) que tem ao menos dois CRDs
ligados por um pequeno dominio peptidico variando de 5 a 50 aminoacidos
(CUMMINGS & FU-TONG, 2009).

A interagdo das galectinas com seus ligantes € complexa e muitos fatores
contribuem para uma maior afinidade, incluindo o estado natural de multivaléncia e
oligomerizagdo da galectina, a multivaléncia dos glicoconjugados ligantes, bem
como, o modo de apresentacdo destes glicanos (RABINOVICH, 2011). A formagé&o
de complexos multivalentes por galectinas soluveis e receptores glicoprotéicos na
membrana plasmatica ajuda na organizagdo da disposi¢do do conteudo glicidico
nessa membrana e pode determinar um tempo maior de resisténcia a endocitose de
alguns receptores glicoprotéicos modulando assim a magnitude e duragcédo do sinal
ainda na superficie celular (GARNER & BAUM, 2008)

Cada CRD de cada galectina reconhece diferentes tipos de glicanos e
mostram afinidade aumenta por diferentes estruturas (BOSCHER et al, 2011). Por

exemplo, a Galectina-3 liga-se fortemente com glicanos de repeticbes [-3GalB31-
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4GIcNAcB1-], ou poli-N-Acetil-lactosamina (LacNAc) contendo de 3 a 4 repeti¢des,
independente da presenga do residuo de [B-galactose terminal. Diferentemente, a
Gal-1 humana, que também se liga a longas cadeias de poli-N-Acetil-lactosaminas,
requer o residuo de B-galactose terminal. Gal-3 liga-se fracamente a uma unica
unidade de LacNAc e a afinidade a essas unidades aumenta se o penultimo residuo
de galactose for substituido por residuos de Gal-f1-3, GalNAc-a1-3, ou Fuc-a1-2.
Em contraste, essas mesmas substituicdes diminuem dramaticamente a ligagcao a
Galectina-1 (LAHM et al, 2004).

Galectinas parecem ligar-se seletivamente a ligantes de superficie celular e
matriz extracelular, entretanto, o papel fisiolégico preciso dessas intera¢cdes ainda
nao esta completamente entendido. Ligantes de Galectina-1 e Galectina-3 incluem
proteinas de membrana basal como laminina e fibronectina, receptores de
membrana, como integrina a731 e a1p1, CD43, CD7, e CD45, proteinas associadas
a membrana dos lisossomos como LAMP-1 e LAMP-2, vitronectina e fibronectina
(LIU & RABINOVITCH, 2005). Ja a Galectina-1 interage com glicoproteinas de célula
T, CD43 e CD45. Entretanto a estrutura glicana precisa que s&o reconhecidas pelas
galectinas n&o estdo bem definidas (CUMMINGS & FU-TONG, 2009)

O aumento na expressao de galectinas vem sendo associado com progressao
tumoral, principalmente Galectina-3 (BARROW, 2011). Essa significagdo molecular
esta associada a interagdo de galectinas com os sitios de LacNAc nas proteinas de
matriz como laminina, que facilitam o processo de invasao celular. Essa interacao
molecular Gal3-Lactosamina, pode mediar adesdo homotdpica de células
neoplasicas ja que poli-N-Acetil-lactosaminas sao expressas tanto nas mucinas das

células tumorais quanto nas ramificagdes 1-6 dos N-glicanos tumorais (VARKI et al,
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2009). A interagao dessas estruturas de LacNAc com as galectinas pode explicar
como a reexpressao do transportador de galactose em tumores mutados para
transportador de UDP-Gal, aumenta a metastase in vivo (KANNAGI, 2008).

Muitos tipos de tumores incluindo melanomas, astrocitomas, ovarianos e
sanguineos super-expressam varias galectinas que em muitos casos esta
correlacionada com agressividade clinica e progressdo a um fendtipo metastatico.
Nesse contexto 3 galectinas se destacam a Gal-1, Gal-3 e Gal-9 (LIU &
RABNOVICH, 2005). A imunossupressao e o efeito apoptético de Gal-1 contribuem
para a sobrevivéncia tumoral como é mostrado por estudos de silénciamento génico
de Gal-1 que revelam diminuicdo da sobrevivéncia tumoral e rejeicdo tumoral
mediada por células T. Além de revelar que a expressdo de Gal-1 no endotélio é
essencial para angiogénese (THIJSSEN et al, 2007).

Assim as galectinas desempenham papeis importantes na progressao tumoral
e metastase através de efeitos indiretos, regulando a resposta imune tumoral, e
direta, estimulando angiogénese. Ja a super-expressao de Gal-3 esta correlacionada
com transformagao neoplasica e progressao tumoral até a metastase em alguns

casos onde funciona como marcador tumoral (BARROW, 2011).

3.5.2 Galectina-3

A Galectina-3 pertence a familia das galectinas, classificadas como lectinas
com dominios ligantes a [-galactosideos. Devido as possiveis diferentes
localizagbes subcelulares e estrutura impar, a Galectina-3 apresenta multiplas

funcdes celulares dependentes de sua compartimentalizagdo. No nucleo ja foi
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reportada sua participacdo na remodelagcdo do pré-mRNA (DAGHER et al, 1995),
expressao génica (PARON et al, 2003; LIN et al, 2002) e como moduladora positiva
da progressdo tumoral induzindo a expressdao de genes pro-neoplasicos como
ciclina D1, Fator de Transcricdo da Tireéide 1 (TTF-1), e Mucina 2 (MUC2)
(NAKAHARA & RAZ 2007; PARON et al, 2003). Apesar de possuir diversas fungdes
nucleares, seu transporte para o nucleo ainda ndo é bem esclarecido, porém
evidéncias indicam ser através de transporte ativo e também difusdo passiva
(HAUDEK, 2009).

No citoplasma, Gal-3 pode atuar como inibidor apoptético, impedidndo a
liberagdo do citocromo C (AKAHANI et al, 1997) e também como promotor tumoral,
aumentando a capacidade de invasao, crescimento independente de ancoragem,
crescimento tumoral in vivo, angiogénese e diminuigdo da indugdo da apoptose
(RABINOVITCH et al, 2011).

Na superficie celular ou no meio extracelular pode atuar nas interagdes
célula-célula e célula-matriz extracelular (KUKLINSK et al, 2003). E descrito ainda a
possibilidade de indugédo de apoptose através da ligagcdo da Gal-3 secretada com as
B1-integrinas em colondcitos da linhagem SW48. Esta morte programada induzida
pode ser inibida através da adigdo de residuos de acido sialico de ligagao a2-6 a (3-
galactosideos na cadeia terminal destas integrinas, impedindo sua ligagado a Gal-3
(ZHUO et al, 2008). Em células de linfoma, esta galectina atua na indugdo de
apoptose pela ligagdo a residuos de carboidratos na superficie celular, sendo esta
aumentada apds a acado de neuraminidases, indicando o papel do acido sialico na

protegcao contra a morte celular (SUZUKI et al, 2008).



48

A Gal-3 também esta relacionada ao aumento da mobilidade (DEBRAY et al,
2004) e adesao celular pela ligagdo com diversos componentes da matriz
extracelular (OCHIENG et al, 1998), crescimento e diferenciacdo celular
(BARONDES et al, 1994; NANGIA-MAKKER et al, 2000; YOSHII et al, 2002),
promovendo as células resisténcia a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(MOON et al, 2001).

Devido ao seu CRD a Gal-3 possui diversos ligantes biolégicos, porém ¢ visto
que existe ligacao preferencial a moléculas com residuos de N-Acetil-lactosamina
(LacNAc) (SATO et al, 1992; AGRWAL et al, 1993). Dumic e colaboradores (2006)
descrevem estes ligantes como moléculas estrutural e funcionalmente variadas
podendo a Gal-3 ser inibida por lactose. Porém nem todas as glicoproteinas com
residuos de LacNAc demonstram serem reconhecidas pela Gal-3, provavelmente
devido a diferencas de afinidade de ligagdo como consequéncia de interferéncias
estéricas por outras porcbes da cadeia de carboidratos ou por dobramentos
protéicos especificos. Por outro lado, a especificidade da ligagdo da Gal-3 pode ser
incrementada por uma sequéncia particular de peptideos em volta do residuo de
LacNac (DUMIC et al, 2006).

Também é possivel que alguns ligantes in vitro ndo sejam biologicamente
relevantes devido a sua expressao em ceélulas e tecidos que nao apresentem Gal-3
e vice-versa. Além destes fatos, a expressao de Gal-3 tem que ser coordenada
temporalmente para que haja interagdo com seus ligantes. Deste modo, ndo so6 a
afinidade de ligagdo da Gal-3 com seus ligantes e seus status de fosforilagdo séo

relevantes, mas também a coordenacdo de sua expressao espacial e temporal
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contribuem para que haja a devida interagdo entre estas moléculas (IKEMORI,
2009).

Devido seu papel proé-tumoral, inibidores de galectinas vem sendo
desenvolvidos mostrando resultados promissores por aumentar a sensibilidade a
inducédo da apoptose por Plactaxel em células metastaticas de cancer de mama in

vitro e in vivo (GLINSKY et al, 2009).

3.5.3 Galectina-1

A Galectina-1 € uma pequena proteina de 14Kd ligadora de B-galactosideos
que possui apenas um CRD é comumente encontrada em varios tecidos
participando de processos chave como apoptose, regulagcéo do ciclo celular, adesao
célula-célula e célula-matriz extracelular (CAMBY et al, 2006). Dentro do contexto
apoptotico e de comunicagdo célula-matriz Galectina-1 sensibiliza células
neoplasicas resistentes a morte por anoikis (deadesao) via o receptor de fibronectina
a(5)B(1) integrina promovendo apoptose por se ligar a ele, porém esse mecanismo
pode ser desligado por uma sialilagdo a2,6. Desta forma a ligagao Gal-1/a(5)B(1)
participa do controle da integridade epitelial e a sialilagdo da integrina pode tornar as
células capazes de evadir-se desse mecanismo dependente de Gal-1 (SANCHEZ-
RUDERISCH et al, 2011).

Galectina-1 apresenta-se superexpressa em muitos tumores como, por
exemplo, de cérebro, tiredide e adenocarcinoma de utero (DEMYDENKO &
BEREST, 2009). Além disso, em tumores sanguineos altos niveis de mRNA de Gal-

1 estdo associados com altos graus tumorais. Por outro lado, em muitos tumores a
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expressao de Gal-1 esta localizada nas células estromais associadas ao tumor (VAN
DEN BRULE et al, 2001).

Fibroblastos adjacentes a carcinomas prostaticos expressam altos niveis de
Gal-1 que estao relacionados a agressividade do tumor, o mesmo fato é observado
em adenocarcinomas de pancreas (VAN DEN BRULE et al, 2001; BERBERAT et al,
2001). Na mucosa colo-retal Gal-1 é um produto predominantemente estromal
relacionado com progressao (SANJUAN et al, 1997).

Nos cancer mamario o papel da Gal-1 parece estar associado também as
células estromais. Jung e colaboradores (2007) realizaram analise protedmica por
eletroforese bidimensional e MALD-TOF de 105 amostras tumorais de mama. Foi
observado que dentre as proteinas superexpressas nos tumores se encontrava a
Gal-1 quando na comparacao ao tecido normal. Esses dados foram confirmados por
imunohistoquimica (IHQ) e western blotting. Na analise IHQ houve uma forte
correlagdo com a positividade de Gal-1 nas células estromais associadas ao tumor e
invasao, classificagdo TNM e metastase linfonodal bem como uma relagdo negativa
com o marcador de células T CD33 (LI et al, 2010). Essa diminui¢cdo da positividade
de CD33 nas areas positivas para Gal-1 suporta trabalhos recentes quanto ao papel
de Gal-1 nas células estromais e quanto a um privilégio imune tumoral (LE et al,
2005; (WIEST et al, 2005). Apesar da existéncia de células imunes especificas para
tumores, mecanismos para evitar esse ataque indicam o envolvimento da molécula
de Gal-1 funcionando como reguladora negativa da ativagcdo de células T e
promovendo o papel-chave na fuga do sistema imunologico dessas células,
conferindo este privilégio imunolégico as células tumorais (NAJAR et al, 2010). O

bloqueio da atividade de Gal-1 in vivo promove rejeicdo tumoral e estimula a
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geracdo de resposta mediada por células T em modelo camundongo singénico
(RUBINSTEIN et al, 2004).

Ademais, Gal-1 representa uma ligagao entre privilégio imune tumoral e
hipéxia em carcinoma de células escamosas porém essa ligagdo ainda nao foi

estabelecida em outros tumores (LE et al, 2005).

3.6 Lectinas em Histoquimica

Além das lectinas enddégenas que apresentam papeis fisioldgicos primordiais
e que estado envolvidas no processo carcinogénico, hoje na literatura a utilizagdo de
lectinas exdgenas no diagnédstico, prognostico e tratamento vem sendo cada vez
mais explorada com o passar dos anos (GEMEINER et al, 2009).Lectinas sao
(glico)proteinas reconhecedoras e ligadoras de carboidratos livres ou em
oligossacarideos e glicoconjugados, de origem nao imunologica, capazes de
aglutinar células tendo a hidrofobicidade como a principal forca de estabilizag&o
desta interagdo (THOM et al., 2007; SOBRAL et al, 2010).

A descoberta de fatores téxicos protéicos em extrato de Ricinus communis
por Stillmark, em 1888, foi 0 marco inicial no estudo de lectinas. Estes fatores eram
responsaveis pela aglutinagdo de células sanguineas. O termo lectina (do Latim
lectus que significa escolher) foi utilizado pela primeira vez por Boyd (1954) para
enfatizar a habilidade exibida por algumas hemaglutininas em discriminar células do
grupo sanguineo ABO.

As lectinas estdo presentes em todos os seres vivos. As de origem vegetal

normalmente sao obtidas de sementes, principalmente nas leguminosas
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representando cerca de 10% das proteinas totais nas sementes (RINI, 1995;
SHARON & LIS, 2004). A ligacao das lectinas com os carboidratos acontece em
locais especificos os dominios de reconhecimento de -carboidrato (CRD -
carbohydrate recognition domain) (SHARON & LIS, 2004). O numero de lectinas
purificadas tem aumentado muito nas ultimas décadas, até entdo o numero de
lectinas ja identificadas é de aproximadamente 1000 (GEMEINER et al, 2009).

Por causa de sua especificidade a carboidratos, por exemplo, em
glicoconjugados de superficie ou citoplasmaticos, as lectinas se apresentam como
ferramentas histoquimicas valiosas na identificagdo e monitoramento de mudancas
na glicosilagdo de glicoconjugados durante diferenciagdo celular e transformagao
neoplasica (FISCHER, 1894; FUSTER & ESKO, 2005).

A histoquimica convencional utiliza como ferramenta de avaliacdo a
morfologia das células e dos tecidos, auxiliada por corantes, dentre os quais os mais
utilizados nos procedimentos histolégicos s&o a hematoxilina e a eosina (ROBBINS,
2007). No entanto, diagnosticos morfologicos s&o subjetivos, uma vez que aspectos
morfolégicos de um tumor podem mascarar o seu verdadeiro comportamento
bioldgico (COTRAN et al, 1996).

A histoquimica com lectinas (HqL) pode ser empregada como ferramenta
auxiliar e complementar no diagnostico realizado com IHQ, o qual ja € bem
estabelecida e é rotineiramente utilizada em laboratérios de anatomia patoldgica
(NONOGAKI et al, 2007). Uma das grandes limitagdes da utilizagao biotecnolégica
das lectinas era sua clonagem com atividade, porém trabalho recente mostra
capacidade de sistema heterélogo em clonar a lectina obtida da semente de Cratylia

mollis com atividade (VAREJAO et al, 2010)
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Experimentalmente lectinas ja tém sido empregados no auxilio de diagndstico
histopatolégico, para o0 mapeamento dos estagios de diferenciacdo e
desdiferenciagcédo, nivel de malignidade e capacidade de metastases em tecidos
revelando alteragao no perfil glicidico quando conjugadas a peroxidase, biotina ou
ester de acridina (Campos et al, 2006)

Em cancer de cavidade oral as lectinas UEA-I (Ulex europeus agglutinin) e
Con A (Concanavalina A), sao capazes de diferenciar os graus de maliginidade do
carcinoma mucoepidermoide revelendo um aumento do numero de ligantes dessas
lectinas no estroma e uma diminuigdo dos mesmos no parénquima (Rego et al,
2005; Sobral et al, 2010), Essas mesmas lectinas em amostras de cancer de mama
revelam que o aumento da expressao dos seus ligantes no endotélio vascular e na
matriz extracelular peritumoral estdo associados a invasao linfonodal e alto grau
histolégico (Régo et al, 2010).

O valor diagnoéstico de algumas lectinas ja foi avaliado em diferentes tecidos
humanos como em cérebro (Beltrdo et al, 2003), mama (Beltrao et al, 2001; Régo et
al, 2010), préstata (Lima et al, 2010), entre outros.Nesse sentido um dos objetivos
desse trabalho foi a utilizacdo da histoquimica com lectinas para avaliacdo da
diferenca do perfil de carboidratos no ambiente hipoxico em relagcdo ao
microambiente tumoral ndo-hipoxicos em amostras tumorais de pacientes com
cancer de mama. A possivel utilizacdao desses dados como informacado de valor

diagndstico e progndstico também foi avaliada.
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Abstract:

Hypoxia has been extensively studied in solid tumors mainly in breast cancers being
responsible for chemotherapy and radiotherapy resistance. HIF-1-alpha is the main
actor of hypoxia in tumor microenvironment and have had their molecular
mechanisms described and therapeutic strategies designed but very little efforts has
been made in the role of the hypoxic environment in diagnosis to help oncologists
conduct. This Hypothesis urges the pathology and oncology societies for setting
evaluation standards for hypoxia areas and including hypoxia biomarkers in the panel
of breast cancer markers since positivity of hypoxia responsible molecules exceeds
some markers already used in routine such as HER-2. The extension definition of
hypoxic cores can change the oncologist decision in the choice of therapeutic
conduct since many anti-angiogenic treatments worsen the clinical status of patients

by creating hypoxic environment.
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hypoxic response via hypoxia inducible factor (HIF) is recognized as one of
the most important microenvironmental molecule on tumour behaviour influencing all
tumors hallmarks enabling tumours cells to acquire an aggressive phenotype and
become resistant to chemotherapy and radiotherapy (1-2). Many papers have
described some cell hypoxia issues like poor drug delivery, for example cetuximab
and transtuzumab on immunotherapy (3), the defaulted cellular uptake of many drugs
caused by tumor associated acidity (4), as well as the role of key-cascade hypoxia
molecules in therapeutics (5). Some mechanisms were highlighted as the HIF-1a
knockdown in breast carcinoma MCF-7 cells it was shown to be responsible for
increasing the sensitivity to methotrexate (6) and that HIF-1 a silencing reverted the
hypoxia-induced protection against paclitaxel-induced apoptosis in MDA-MB-231
cells (7). However HIF-1 a is transcribed continuously in normoxia, its levels are kept
low by a rapid degradation process through the ubiquitin-proteasome system. This
constitutive expression, diffuse staining and short half-time turns difficult its utilization
as prognostic and diagnostic biomarker (8).

Differing from researches in the role of hypoxia in tumour behaviour and
treatment, fewer efforts have been made in the role of hypoxia as diagnostic
information to oncologist treatment decision. This is pivotal to treatment because
some breast cancer patients receiving anti-angiogenic treatment show increased
metastases, possibly as a result of induced hypoxia (9). Recently Voss and co-
workers (10) showed that hypoxia caused increased migratory activity in tumour
cells, involving the release and autocrine action of soluble mediators. Hypoxic cells

conditioned medium induced migration of normoxic cells in selected luminal and



57

basal-like breast carcinoma cell lines which might explain why anti-angiogenic
treatment can worsen clinical outcome in some patients. This could be at least
minimized by evaluation of hypoxia extension in solid tumour at diagnostic moment.
This could be crucial to oncologist. Do we have any good and reproducible marker in
hypoxia? There are some known hypoxia responsible molecules like Glut-1, CA IX,
CD105 and HIF-1a CA IX is a great candidate to answer that question. The
prolonged half-life of CA IX means it would remain in the tumour when other proteins
with a shorter half-life are no longer present being able to access hypoxia regions in
many solid tumours including breast ones (11). This data drives some important
researches like one made by Ahlskog and co-workers (12) that developed a specific
new human anti-CA IX antibodies that are expected to be non-immunogenic in
patients with cancer and may serve as broadly applicable reagents for the non-
invasive imaging of hypoxia and for drug delivery applications.

Indeed some reports show that 25-40% of invasive breast cancer samples
score positively for hypoxia markers (13). This is higher than the 20% of HER-2 (14).
Why do not include a hypoxia marker in antibody panel to pathological evaluation?
Beside this increased HIF-1a levels are also associated with hormone receptor
negativity; HER-2 over expression increased levels of VEGF and COX-2, and
increased nuclear p53, indicating an intimate link between HIF-1a and aggressive
phenotypes in breast cancer (15). Dale and co-workers (16) described the presence
of different HIF-1a splice variants in human breast cancer and non-malignant tissue
samples. By performing real-time quantitative PCR of fresh frozen tissues, the
authors demonstrated that the mRNA levels of a specific splice variant termed HIF-

1aTAG are associated with positive lymph node status, high tumour grade and
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negative estrogen and progesterone status, as well as poor metastasis-free survival
in early breast cancer. The quantification of this variant could indicate the hypoxia
extension.

Recently Fox and co-workers (17) analyzed the expression of PHD1, PHD2
and PHD3 together with HIF-1 o and the HIF-inducible genes, as vascular endothelial
cell growth factor (VEGF) and carbonic anhydrase IX, by immunohistochemistry
using a tissue microarray approach in 211 patients. PHD1, PHD2 and PHD3
expression was significantly increased after epirubicin therapy suggesting that this
kind of treatment increases signalization to HIF-1a degradation. This study was the
first to describe the correlation of prolylhydroxilases and treatment but one should
considerate that the authors performed CA IX evaluation with their own system of
score and considered any staining membrane positivity as indication of hypoxia
regions. Our experience indicates that usually there are many focus of CA IX with
differential extension and this could be considered in staining evaluation of hypoxia
areas.

Another point is that prolyl hydroxilases could give useful information for
measurement of the hypoxic region at the diagnostic moment since they are the true
sensor of O2 and not Hif-1 a his is the first evidence that these enzymes are up-
regulated on therapy and opens many windows. However, there are many another
things to do in this sense. Could FIH an asparaginyl hydroxylase another key-
enzyme signalize Hif-1 a to degradation in hypoxia be used as diagnostic and
treatment responsive marker? The first step was done revealing that cytoplasmic

location of FIH is associated with an enhanced hypoxic response and a shorter



59

survival in invasive breast cancer (19) However few mounths ago an interestingly
paper (20) revels Hif-1 o and FIH co-staining in peri-necrot areas. Adding the PHD
results we can see that the challenge persists.

Yet we cannot forget the pivotal role of hypoxia on estrogen receptor. Hypoxia
induces rapid ER[ protein degradation by a proteasome-mediated pathway in breast
cancer cells, and also regulates ER o at transcriptional level (21), which may facilitate
hormone insensitivity in the tumor microenvironment. Challenges appear! Which is
the best hypoxia biomarker? Is there any or only one? Is CAIX the best choice? How
evaluate the hypoxia positivity and its extension? Based on that information we
believe that CA IX is the best candidate regardless of little but precious information
concerning this hypoxia marker in breast cancer. But how to use them? Despite
these doubts, in one thing we are sure that oncologists should consider the hypoxia
extension and number of focus in tumour microenvironment observed by the
pathologist. The knowledge of hypoxia area extension must be taken in consideration
for the treatment choice with anti-angiogenic molecules. Oncologists need to hang it
in the balance before trying to kill the tumor by deprivation of nutrients and oxygen,
depending on the extent of hypoxia such treatment may worsen the patient condition.
That is why the oncology and pathology scientific community need to encourage their

researchers to established hypoxia areas guidelines through multi-centric studies.
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Abstract

Breast carcinoma is one of the most common neoplasia and the first cause of women
cancer related deaths worldwide. In the past few years with diagnostic increment the
number of patients diagnosed with Ductal Carcinoma in situ (DCIS) increased
considerably and opened up new ways in research and new dilemmas in diagnostic
and clinical practice. This work aimed to evaluate differences in Galectin-1 and
Galectin-3 expression and lectins ligands profile on DCIS cells in hypoxic
microenvironment. Lectin histochemistry and immunohistochemistry were performed
with Concanavalin A, Wheat Germ Agglutinin, Peanut Agglutinin and Ulex europaeus
Agglutinin lectins and with anti-Galectin-1 and anti-Galectin-3, antibodies. Lectin
ligands were more recognized in hypoxic lesions by Concanavalin A (p=0.0019),
Wheat Germ Agglutinin (p<0.001) and Ulex europaeus Agglutinin (p= 0.0014) but not
by Peanut Agglutinin (p= 0.5779) when compared to non hypoxic. Galectin-1 was not
observed in all cases analyzed on both groups, differing from Galectin-3 that was
overexpressed on cytoplasm of DCIS hypoxic group in relation to control group
(p=0.031). As far as we are concerned this is the first paper that describes
glycobiological alterations in breast cancer hypoxic environment in vivo that could be
used to validate in vitro models on this aspect. Moreover comedonic/necrotic
carcinomas were usually associated with poor-prognostic than others and our results

show that glycosylation may play an important role in this event.
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Introduction

Breast carcinoma is one of the most common neoplasias and the first cause of
women cancer related deaths worldwide'. In the past few years with diagnostic
increment the number of patients diagnosed with Ductal Carcinoma in situ (DCIS)
increased considerably and opened up new ways in research and new dilemmas in
diagnostic and clinical practice.

Ducts in DCIS are markedly enlarged in the range of 360 um in diameter, but
since the diffusion of oxygen from peri-ductal vessels is limited to 100-180 um, cells
in the center of DCIS are poorly oxygenated and become either necrotic or remain
hypoxic but viable 4. Because of this, DCIS represents a great injury to study
hypoxia events so that Bussolati and coworkers* propose a new classification system
for DCIS based on necrotic and hypoxia area in tumors. This classification was
shown highly reproducible in many different European cancer centers.

The hypoxic response via Hypoxia Inducible Factor (HIF) is recognized as one
of the most important microenvironmental modulator, altering tumour behavior
influencing all tumors hallmarks, enabling tumours cells to acquire an aggressive
phenotype and become resistant to chemotherapy and radiotherapy > °. Hypoxia
switches, not only energetic metabolism to anaerobic pathway but changes glucose
destination, synthesis of sugar nucleotide transporters, and glycosiltransferases
activity’. These alterations in glycan cycle alters glycosylation pattern of tumour cells
changing the neoplastic cells behavior®.

Such glycosylation changes might be recognized by endogenous galectins®,
modulators of biological events, and by exogenous lectins capable of correlate these

events with information concerning prognosis, diagnosis and therapy response™®. In
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this sense ConA - Concanavalin A, UEA-I - Ulex europaeus Agglutinin, WGA - Wheat
Germ Agglutinin and PNA - Peanut Agglutinin lectins receive highlights in the
literature since their ligands, glucose/mannose, L-fucose, sialic acid/N-acetyl-
glucosamine and D-galactose, respectively, present different expressions profile in
cells under carcinogenic process.

Some studies have shown that other glycobiological aspects are changed in
tumour hypoxia like Galectin-3 (Gal-3) overexpression in melanoma cells on hypoxic
environment'' and Galectin-1 (Gal-1) that represents a link between tumour immune

2 In this context, this work

privilege and hypoxia in Squamous-cells carcinoma
aimed to evaluate differences in Gal-1 and Gal-3 expression and ConA, WGA, UEA-I|

and PNA ligands profile in hypoxic and non-hypoxic DCIS lesions.
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Materials and Methods

Patients

This retrospective study was performed with archival tissue biopsies from
patients diagnosed with breast DCIS (n=66), between years 2002-2009, obtained at
the University Hospital of Federal University of Pernambuco after approval by Health
Sciences Centre Ethics Board. Clinical and pathological data from patients were
obtained from medical file at Medical Assistance and Statistic Service of this
institution. Lesions were considered hypoxic if presenting necrotic nuclei or more
than 360 pm diameter®, small lesions without necrotic areas was considered non-
hypoxic. Considering that one biopsy frequently presents more than one lesion the
media of lesions analyzed were 80.
Lectin histochemistry

Four-micrometer-thick sections of specimens were deparaffinized in xylene
and dehydrated in graded alcohol (100 - 70%). Slices were treated with 0.1% (w/v)
trypsin solution for 2 min at 37°C followed by a 0.3% (v/v) methanol-H,0O, solution for
30 min at 25°C and then incubated, separately, with 80ug/mL of Con A, PNA, WGA
and UEA-I lectins conjugated to horseradish peroxidase (Sigma, USA) for 2 h at
4°C. All solutions and washings were carried out using a 10mM phosphate buffer
solution pH 7.2 containing 150mM NaCl. Lectin binding inhibition assays were
developed incubating the lectin with its corresponding specific sugars, sialic acid/N-
acetyl-glucosamine for WGA, methyl-a-D-mannoside for Con A, L-fucose for UEA-I

and D-galactose for PNA (20 to 500mM) prior to tissue incubation. Negative controls
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were performed replacing the lectin for PBS and positive controls with tissues
previously known as positive for these lectins.
Immunohistochemistry

Four-micrometer-thick sections of specimens, after xylene deparaffinization
and graded alcohol hydration (100 - 70%), were incubated in methanol-H,O, solution
(1:1, v/v) and with 10% (w/v) non-fat milk solution. Antigenic sites were thermally
recovered in steamer with 10mM citrate buffer pH 6.0. Primary antibodies (anti-Gal-3
and anti-Gal-1, both at 1:150) were incubated for 2h at 25°C and immune detected
with biotin-free polymer (DAKO, USA), reveled with Diaminobenzidine (DAB) and
counterstained with Mayer's haematoxylene. Negative controls were obtained
replacing the primary antibody by non-immune serum and positive controls were
performed according to antibody manufacturer (Santa Cruz Biotecnology, USA)
Statistical analysis

All statistical analyzes were performed in GraphPad Prism version 4.0. Non-
parametric data were evaluate we used the chi-square (X?). Differences were
considered statistically significant at p <0.05. All experiments were repeated at least

three times to results consideration.
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Results
Lectin ligands are differently recognized in hypoxic DCIS

Con A ligands (D-mannose/D-glucose) were more recognized in hypoxic
group than non-hypoxic (p=0.0019). Forty out 44 hypoxic lesions were stained by
ConA (Figure 1A) and in non-hypoxic group this lectin was positive only in 25 lesions
and negative in 15. The subcellular location of lectin staining was cytoplasmatic only
or cytoplasmatic plus membrane in both groups. WGA recognized its ligands in 41
lesions of hypoxic group (Figure 1B) and did not in three samples. On the other hand,
the non-hypoxic group was positive only in 19 cases and negative in 21 lesions,
reveling a higher recognition of its ligands in the hypoxic group (p<0.001). It was
observed a difference in WGA cellular staining pattern; in hypoxic lesions this
staining was mainly cytoplasmatic differing from non-hypoxic group that shows
membrane staining too (Figure1C).

UEA-I recognized L-fucose residues mainly in hypoxic group (22 of 40 sample)
(Figure 1D) while in non-hypoxic group only 6 of 40 lesions were positive (p=0.0014).
PNA did not recognize differentially the two groups being positive in 21 lesions in
hypoxic group (Figure 1E) and 18 in non-hypoxic group (p=0.5779). PNA and UEA-I|
staining pattern was cytoplasmatic, predominantly, in both groups. It was also
observed that PNA negative lesions were all positive for WGA in hypoxic group and
this was not observed in non-hypoxic. After neuraminidase treatment PNA negative
samples oh hypoxic group became positive in 60% of them. Lectin histochemistry

results were summarized on figure 2.
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Gal-3 but not Gal-1 is overexpressed in hypoxic DCIS

Gal-1 expression was not detected in neoplastic cells of all cases analyzed on
both groups but tumor associated stromal cells were recognized by anti-gal-1(data
not shown). Trying to draw a difference between the groups hypoxic and non hypoxic
positive stromal cells were counted in six different random fields in the 40x objective,
but no difference was found. On the other hand, Gal-3 was overexpressed (Figure
1F) on cytoplasm of DCIS hypoxic group in relation to non-hypoxic (p<0.031).
Discussion

Quantitative and qualitative changes in cell glycoconjugates are highly
significant in the development and progression of many neoplastic processes B In
tumour cells the content, accessibility and/or expression of surface carbohydrates
have been evaluated by lectin histochemistry”. These processes are affected,
directly or indirectly, by N- and/or O-glycosylation of functional proteins or lipids .
The characterization of this glycocode is therefore indispensable for the
understanding of many biological processes'°.

A few years ago the role of hypoxia in glycan cycle started to be elucidated
showing a different pattern of glycosylation®. Our results revels an overexpression of
Con A ligands in DCIS hypoxic group (p=0.0019). One hypothesis for this increase is
the gain of mannose rich structures in some proteins selectively expressed in hypoxic
environment such as carbonic anhydrase’’.

In our results we observed a positive relation between UEA-I ligands in DCIS
and hypoxic areas in these lesions (p=0.0014) and this could be related to the
increased expression of difucosylated Lewis antigens by fucosyltransferase VII

increased expression'®.
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Our results also showed that negative lesions to PNA were positive to WGA
since galactose (recognized by PNA) is usually a terminal residue which is frequently
sialilated on cancer being hidden by this later sugar19. This result was confirmed
when negative sample became positive after neuraminidase treatment. These data
are in agreement with yin and co-workers? that showed an increased expression of
sialic acid transporters accompanied with an enhanced incorporation of N-
glycolylneuraminic acid as well as N-acetyl sialic acid in colon cancer cells under
hypoxic conditions. In hypoxic group WGA staining was more cytoplasmic and less
membrane related; this change on sub-cell ligands expression provides important
information since membrane staining is usually more associated with N-glycosilation
and cytoplasmic with O-glycosylation21 suggesting a saccharide pattern change in
this group of neoplastic cells.

Knowing that Gal-1 is not commonly expressed in neoplastic cells of breast
cancer”? we hypothesized that this protein could be required by these cells or
overexpressed in stromal cells in hypoxia environment. Our hypotheses were not
validated by our experiments. Differently Le and co-workers'® observed Gal-1
positivity in samples of head and neck squamous cell carcinoma wich was correlated
to the immune privilege struck by the absence of CD3 antigen on stromal cells
coupled with its on overexpression in neoplastic cells. We could not form such
correlation since none of DCIS lesion was positive to Gal-1. We also try to observe
an increase in stromal cells expression of Gal-1 on hypoxic microenvironment
however, this association also did not proved true.

Gal-3 was overexpressed on hypoxic group like observed on melanoma cell in

a vitro hypoxic model. As Galectin-3 is frequently involved with protection against cell
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death?®, this molecule may play an important role in cancer survive and resistant to
many therapy approaches on hypoxia microenvironment. In this sense inhibition of
Gal-3 represent a promising strategy to sensitize these cells to death.

Our study shows that Gal-3 and ConA, UEA | and WGA ligands are
overexpress on hypoxic environment and Gal-1 and PNA ligands are not. As far as
we are concerned this is the first paper to describe glycobiological alterations in
breast cancer hypoxic environment in vivo that could be used to validate in vitro
models that tries to modulate Gal-3 and others glycobiological aspects of breast
cancer. Moreover open new ways to use this data to correlate with patient prognostic
since comedonic carcinomas, usually hypoxic because of central necrosis, were

associated with poor-prognostic than others.
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Figure Legends

Figure 01: Lectins staining pattern in hypoxic breast DCIS. A) ConA cytoplasmatic,
100x. B) WGA cytoplasmatic, 100x. C) WGA membrane staining in non-hypoxic
lesion, 400x D) UEA-I, 100x, staining hypoxic DCIS but not no-hypoxic below (arrow).
E) PNA staining in perinecrotic cell of hypoxic DCIS, 100x. F). Gal-3 expression in

hypoxic group, arrow indicates absence of staining in a no-hypoxic lesion area.

Figure 02: Positive and Negative lesion of DCIS in hypoxic and non-hipoxic group. **

p<0.01 ***p<0.001
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Resumo:

Este artigo objetivou analisar a expressdo de Galectina-1, Galectina-3, Acido sialico
e B1-6 branched glycan structures em ambientes hipoxicos de pacientes com
Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) de mama. Para isso 86 amostras de pacientes com
CDI foram submetidas a histoquimica com lectinas para L-PHA e SNA e
imunohistoquimica para, Gal-1, Gal-3, CAIX e HIF-1a além de RE, RP, HER-2.
Nossos resultados mostram que as pacientes positivas para os marcadores de
hipéxia em sua maioria sdo do tipo basal, negativas para receptor de estrégeno
(p=0,0003) e com comprometimento nodal maior que o grupo controle (p=0.0439).
O padrao glicobiolégico dessas pacientes expressava mais Gal-3 (p=0.0021) e
ligantes de SNA (p=0.0498). Dentro do grupo positivo para marcadores de hipdxia
nao houve associagao da marcagao de galectinas e lectinas com dados clinicos e
histopatolégicos (p>0.05). Entretanto foi possivel observar nesse grupo o aumento
da marcacgao nuclear de Gal-3, que esta relacionada ao mau prognéstico em cancer
de mama, assim como, 0 aumento da sialilagao que esta relacionada com protecao
a morte celular. Os nossos resultados sugerem um perfil glicobiolégico alterado nas
areas de hipoxia e ratifica a necessidade do desenvolvimento de um modelo
reprodutivel in vitro para avaliar a participacdo dessas moléculas no comportamento

do ambiente tumoral hipoxico.

Palavras-chave: Galectinas, ligantes de lectinas e Hipdxia.
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Introducgao

As neoplasias mamarias assim como na maioria dos tumores soélidos,
possuem regides centrais que nao sao irrigadas adequadamente estabelecendo um
ambiente hipdxico e privado de nutrientes geralmente peri-necrético (RUAN et al,
2009). As células que sobrevivem a esse ambiente adverso sao normalmente
responsaveis por resisténcia a radioterapia e quimioterapia (MOELLER et al, 2007,
COSS et al, 2008). O fator induzido por hipdxia (HIF-1a) € o principal modulador
dessa condigao e é descrito como uma proteina produzida constitutivamente e cujo
acumulo € estimulada pela baixa disponibilidade de oxigénio, que ocorre
normalmente ha uma distancia maior que 180um do vaso sanguineo (ADAMS et al,
2009).

HIF-1a esta relacionada a progressao tumoral e angiogénese, participando do
controle da expressdo de uma variedade de genes envolvidos na adaptacédo a
deficiéncia de oxigénio e nutrientes que levam a sobrevivéncia celular, inibicdo da
apoptose e indugcado de migracdo (SEMENZA 2003; POWIS & KIRKPATRICK 2004).
Entre eles CA IX (Carbonic Anhydrase IX — Anidrase Carbbnica — I1X) e GLUT1
(Glucose Transporter 1 — Transportador de Glicose 1) cruciais no processo de
adaptacdo celular que ocorre pela alteragdo do metabolismo energético destas
células, as quais passam a apresentar altas taxas de glicolise anaerobia ( POWIS &
KIRKPATRICK 2004; SEMENZA 2003; ADAMS et al, 2009; RUAN et al, 2009).

Essa mudanca no perfil metabdlico € acompanhada ndo apenas da expressao
alterada das enzimas envolvidas na glicélise aerobica e anaerdbica, mas também na
sintese de agucares-nucleotideo e transportadores de carboidratos (SHIRATO et al,

2010). Essas alteragbes aumentam o numero de moléculas desviadas da via
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glicolitica para via das hexoaminas e ciclo da N-Acetil-glicosamina alterando
componentes chaves da glicosilagao celular como, por exemplo, a disponibilidade de
substrato para as glicosiltransferases (TANIGUSHI, 2009).

A hipdxia, além de induzir a expressao de moléculas de adaptacao e alterar o
comportamento celular, também esta relacionada com a expressao de de Galectina-
3 (Gal-3), uma proteina que parece ter um papel pro-neoplasico nesse ambiente
(OLBRYT et al, 2006; ZENG et al, 2007). Porém pouco ainda se sabe sobre os
aspectos glicobioldgicos do ambiente hipdxico do cancer de mama e suas possiveis
implicacdes

Por isso esse trabalho teve como objetivo avaliar a expressédo de galectina-1
(Gal-1) e Gal-3 bem como o perfil de ligantes de SNA e L-PHA no ambiente
hipéxico do Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) de mama. Também foi avaliado o
possivel valor diagnostico e prognéstico da marcagdo dessas moléculas em

amostras tumorais de pacientes positivas e negativas para marcadores de hipdxia.
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Materiais e Métodos
Selecao de Casos

Foram selecionadas 86 biopsia de pacientes com CDI do Setor de Anatomia
Patoldgica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-
UFPE) no periodo entre 2002 e 2010. Foram utilizadas as bordas livres de tumor,
bem como, 10 biépsias de mastoplastia redutora como controle normal. Como
critério de exclusao utilizou-se a presenca de carcinoma inflamatério ou medular e
idade da paciente (< 30 anos). Do Servigo de Arquivo Médico e Estatistica do HC-
UFPE foram retiradas as informagdes clinicas e histopatologicas das pacientes. O
presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa humana da
Universidade Federal de Pernambuco.

Para melhor compreender os aspectos glicobioldégicos do ambiente hipdxico
as pacientes de CDI foram dividas em dois grupos: amostras positivas para HIIF-1a
e CAIX em areas perinecroéticas tumorais (hipdxia), e amostras negativas para os
marcadores HIF-1a e CA IX (controle).

Histoquimica com Lectinas

Cortes com 4um de espessura das amostras dos pacientes selecionados
foram desparafinizados em xilol e hidratados em etanol decrescente (100% a 70%).
Em seguida foram tratados com tripsina, submetidos ao bloqueio da peroxidase
enddégena e incubados com as lectinas biotiniladas SNA: Aglutinina da Sambucos
nigra; L-PHA lectina fitoemaglutinina (20ug/mL) por 2 h 25°C e 1 h com
strepdavidina-perioxidase. O excesso dos reagentes previamente utilizados foi

retirado com dois banhos do tampdao PBS de 5min, a revelacdo feita com
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diaminobenzidina-H,0, (DAB-H,0;) e o nucleo contra-corado com hematoxilina.
Tecidos previamente conhecidos como positivos para a lectina foram utilizados
como controles positivos. Ja o controle negativo foi obtido substituindo a lectina por
PBS e inibindo a lectina com seu agucar especifico na concentracao de 300mM.
Imunohistoquimica

Cortes com 4um de espessura de biopsias de CDI foram desparafinizados em
xilol e hidratados em alcool etilico (100% e 70%). Em seguida foi feita a recuperagéo
antigénica, bloqueio da peroxidase enddégena e bloqueio dos sitios inespecificos,
para entdo os cortes histoldgicos serem incubados com os anticorpos primarios
(Tabela 1) por 2h a 37°C. Para visualizagdo da reagao foi utilizado o sistema de
revelagao de polimero livre de biotina (DAKO) e DAB-H;0O,. Os controles positivos
foram utilizados segundo indicagdo do fabricante de anticorpo e para controle
negativo o anticorpo foi substituido por PBS-BSA 5%. Para a avaliagdo dos
receptores hormonais, foi usado o sistema de escore proposto por Allred e
colaboradores (1998) que avalia a proporgao de nucleos corados e a intensidade de
marcagdo. A analise do HER2 seguiu os critérios adotados pelo Consenso da
American Society of Clinical Oncology e College of American Pathologists (2007),
onde sdo consideradas a intensidade de marcagdo da membrana e a porcentagem
de células marcadas. A marcacgéo de CA IX foi considerada positiva quando houve
qualquer marcagao de membrana ja HIF-1a quando havia marcagdo nuclear em
mais de 10% das células analisadas(Zanetti et al, 2011). Gal-1 e Gal-3 foram
consideradas positivas quando 10% das células apresentaram alguma marcagao

independentemente do compartimento celular.
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Tabela 1: Parametros de uso dos anticorpos na Imunohistoquimica.

Anticorpo primario Fonte Diluicao

RE Santa Cruz 1:100

RP Santa Cruz 1:150
HER-2 DAKO 1:400
GAL-3 Spring 1:150
M338 Hibridoma 1:20
GAL-1 Santa Cruz 1:100
CAIX Santa Cruz 1:150
HIF-1o Santa Cruz 1:100

RE: Receptor de estrégeno; RP: Receptor de Progesterona; HER-2: Receptor
Epidermal Humano 2; Gal-3: Galectina 3; M338: nome dado ao hibridoma produtor de
anticorpo anti-N-terminal de Gal-3; Gal1: Galectina 1; CAIX: Anidrase Carconica nove;
HIF-1a; Fator Induzido por hipéxia.

Andlises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
versao 4.0. Para avaliacdo dos dados nao-paramétricos foi utilizado o teste do qui-
quadrado (x%). As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para

p < 0,05. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes para a consideragao

dos resultados.
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Resultados

O ambiente hipoxico nas amostras tumorais é predominantemente do subtipo Basal

e estdo associadas a invaséo linfonodal e negatividade para o receptor de estrogeno

As 86 amostras selecionas foram submetidas a IHQ para HIF-1a e CAIX para
confirmagdo do estabelecimento do ambiente hipdxico. Vinte amostras foram
positivas para os marcadores de hipdxia apresentando marcacédo nuclear para HIF-
10 e de membrana para CAIX (p<0.001). Sessenta e seis amostras de pacientes
foram negativas para os marcadores de hipoxia e entdo consideradas como grupo
controle. Este grupo controle teve uma média de idade mais baixa e uma populagao
mais homogénea para esse parametro 50,5 + 5,2. Ja o grupo positivo para CAIX
(Figura 1) teve uma média de idade maior e uma populagdo mais heterogenia para
esse parametro 58,6 + 150(PALOMA-POSMENOPAUSA). As demais
caracteristicas clinicas e histopatolégicas dos grupos encontram-se resumidas na
Tabela 2.

Nas analises dos marcadores diagnésticos e preditores de tratamento (RE,
RP e HER-2), pode-se observar que ndo houve uma relagdo na diferenga de
positividade entre os grupos analisados (p>0.05). Contudo foi possivel observar uma
relacdo inversa entre RE e o grupo positivo para CAIX (p=0.03). Na analise dos
subtipos clinicos moleculares luminal, triplo negativo, Basal e que superexpressa
HER-2 nao foi possivel estabelecer uma relagao estatistica entre a positividade para
os marcadores de hipoxia e o subtipo molecular do paciente (p>0.05). Apesar Da

diferenga n&o ser significativa, foi possivel observar que a populagao positiva para
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CAIX foi predominantemente do tipo Basal (60%), sendo o restante da populagéo
15% luminal, 20% triplo negativo e 5% que superexpressa Her-2. No grupo controle
57% era do tipo Luminal, 18% triplo negativo 18% Basal e 7% que superexpressa
Her-2. Os corelagbes diagnosticas e prognésticas encontram-se resumidas na
tabela-2.

Tabela 02: Caracteristicas clinico-histopatoldgicas dos grupos positivos e negativos
para marcadores de hipoxia.

Parametro CDI CAIX - CDI CAIX + Valor de p

Tamanho do Tumor

pT1 20 (30,3%) 02 (10%) p>0.05
pT2 30 (45,5% ) 10 (50%)
pT3 04 (6,09%) 06 (30%)
pT4 12 (18,2%) 02 (10%)

Metastase Linfonodal
Sim 22 (44,82%) 17( 65%) P=0.0439
Nao 44 (54,02) 03 (35%)

Grau Histolégico

1 15 (22,72%) 03(15%) p>0.05

2 24 (36,36%) 05(25%)

3 27 (40,92%) 12(60%)

Marcadores

Imunohistoquimicos 22 (46,8%) 04 (20%) P=0.0003
RE + 22 (46,8%) 13 (65%)

RP + 03 (6,4%) 03 (15%)

HER-2 +




90

=5

B i
= ;.'-..ém‘t: e s

Figura 01: Marcagdao membranar de CAIX (seta) com N indicando o nucleo necrético.
aumento de 100x.

Ha um aumento da expressdo de Galectina-3 e ligantes de SNA nas pacientes

positivas para marcadores de hipoxia —paloma — lkembrar-pos-menopausa

SNA mostrou reconhecer mais ligantes no grupo positivo para os marcadores
de hipdxia (p=0.0498) que no grupo controle. Ja para ligantes de L-PHA ndo houve
correlagao significativa (p=0.39) (Figura 2). Ndo foi observada positividade para Gal-
1 nas células neoplasicas dos dois grupos analisados, porém foi observada uma
marcacgao nas celulas do estroma associadas ao tumor (Figura 2A), porém, sem
diferenga entre grupo hipdxico e o controle.

Com um intuito de analisar um possivel papel da gal-1 no micro ambiente
dessas lesdes o numero de células positivas, em 10 campos aleatorios na objetiva
de 40x, foi contato nos grupos hipdxicos e controle para avaliar se haveria uma
relacdo de positividade estromal de Gal-1, agressividade tumoral, e hipoxia, todavia

essa conexao nao foi estabelecida.
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Foi observado que para o anti-Gal-3 ocorre um aumento do reconhecimento
do grupo positivo para CA IX em relagdo ao controle (p=0.0021) acompanhado por
uma mudanga na localizagdo subcelular na marcacédo da Gal-3 (Figura 1B) que
nesse grupo é também nuclear. A figura 3 resume a relagdo da porcentagem de
lesdes para os marcadores glicobioldgicos em relagao aos grupos de estudo.

Quanto ao M338 (reconhecdor de N-terminal) observou-se uma tendencia ao
aumento na marcagao citoplasmatica acompanhada ou ndo de marcacédo nuclear,
porém o0 numero de casos positivos para esse anti-corpo foi muito baixo. A mesma
analise de sublocalizagéo celular foi feita para as lecinas L-PHA e SNA (Figuras 1C
e 1D) onde para SNA foi posivel observar que ha uma tendéncia de migragao da
marcacao do citoplasma e membrana para apenas o citoplasma. Ja para L-PHA néao
ha uma alteracdo significativa, apenas um pequeno aumento da marcagao
citoplasmatica e uma pequena diminuicdo na co-marcacdo de citoplasma e

membrana.
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Figura 02: Marcacao das lectinas e anticorpos utilizados no estudo. A) Marcagao de
Galectina-1 nas células do estroma associadas ao tumor (setas). B) Anti-gal-3 reconhece
intensamente citoplasma e nucleo as setas indicam a marcacao nuclear. C) Positividade
citoplasmatica para lectina SNA. D) L-PHA reconhece membrana(seta) e citoplasma.
Figuras A, B e D apresentam um aumento de 100x e figura C: 200x.

Marcadores glicobiolégicos no CDI

100-
EE Positivo para CAIX
EZ3 Negativo para CAIX

% de lesdes positivas

SNA L-PHA GAL-3 M338

Figura 03: Marcadores glicobiologicos no CDI em relagdo aos grupos de estudo. SNA L-PHA
anti-Gal-3 M338 SNA: Aglutinina da Sambucro nigra; L-PHA lectina fitoemaglutinina. M338:
nome dado ao hibridoma produtor de anticorpo anti-N-terminal de Gal-3
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Discussao

O microambiente tumoral € altamente complexo, onde ha a participagao de
uma intrincada rede de moléculas que participam de diversos processos que levam
a evasdo da morte celular, auto-suficiéncia de sinais de crescimento, falta de
sensibilidade a sinais anti-proliferativos, invasdo tecidual e metastase, potencial
replicativo ilimitado e angiogénese (HANAHAN & WENBERG, 2011). Todas essas
caracteristicas do podem ser influenciadas e potencializadas pela hipéxia (RUAN et
al, 2009) que altera a expressdo de muitas moléculas. Entre estas estdo a Gal-3 e a
Gal-1, que parecem modular muitas destas caracteristicas tumorais, demonstrando
um papel chave no desenvolvimento de neoplasias (RABINOVITCH, 2011).

Nas amostras de CDI houve marcagao de Gal-1 nas células estromais
associadas ao tumor, porém nao houve uma diferenga significativa entre os grupos
hipéxicos e controle (p>0.05). Diferindo de glioblastoma onde essa proteina esta
associada a evolugéo clinica do paciente (JUNG et al, 2007).Diferenga maior pode
ser observada em estudos cancer de cabeca e pescoco que estabeleceram o papel
da Gal-1 na hipdxia onde esta proteina representando uma ligagao entre privilégio
imune tumoral e hipdxia (Le et al, 2005). Gal-1 induz morte em linfocito T e a
expressao dessa proteina no estroma mostra-se inversamente proporcional a
marcacgado de CD3 (Le et al, 2005) Deve-se interpretar esses dados com cuidado, ja
que, no estudo supracitado a marcagao de Gal-1 é parenquimal e no nosso estudo &
estromal.

Gal-3 mostrou-se superexpressa nas amostras de CDI positivas para os

marcadores de hipoxia (p=0.0021) com um aumento na localizagdo nuclear.
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Marcacao nuclear de Gal-3 esta associada com tumores mais agressivos e de pior
prognéstico (MOISA et al, 2007). Estudos relatam que Gal-3 é requerida num
primeiro momento da carcinogénese mamaria e tem sua expressao diminuida com a
progressao tumoral (CASTRONOVO et al, 1996; SHEKRAR et al, 2004). Porém a
utiizacdo do numero baixo de amostras, de anticorpos policlonais torna os
resultados questionaveis além de que a fosforilagcdo galectina pode mascarar seus
sitios antigénicos (BALAN et al, 2010).

Outro resultado bastante interessante foi a baixa positividade obtida pelo
anticorpo M338 que pode ser explicada por clivagem da regidao N-terminal por
metaloproteinases de matriz bem como por fosforilagdo dessa estrutura (OCHIENG
et al., 1998; BALAN et al, 2010). Em ambientes limites, como areas necroticas, Gal-3
e seus ligantes ja foram descritos como superexpressos em amostras de pacientes
com glioblastoma em uma &rea conhecida como pseudopalicada que séao
encontradas nos astrocitomas e glioblastomas multiformes (IKEMORY, 2009).

Nas amostras de CDI foi observado que as pacientes positivas para CAIX
possuem fendtipos tumorais e caracteristicas clinicas mais agressivas e esta de
acordo com resultados prévios obtidos por TAN et al, (2009) e CHAUDARY et al,
(2007). Além disso CA IX é indicador de resisténcia a quimioterapia e terapia
hormonal no ambiente hipoxico, por isso, ja esta sendo alvo de terapias hipdxia-
especificas (Generali et al, 2006; Lou et al 2011).

Nossos resultados também mostram uma significativa negatividade para
receptor de estrégenos nos casos positivos para os marcadores de hipoxia (p=0003)
que normalmente estdo associados a um pior prognéstico (AGURS-COLLINS et al,

2010).I1sto pode estar relacionado com mecanismos ja descritos na literatura que
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mostram que HIF-1 o induz degradagcao do RE em hipdxia via proteassoma, bem
como diminui sua transcrigdo, por diminuir o recrutamento da RNApol Il na regido
promotora do loco ESR1 (RYU et al, 2011). A esse resultado soma-se o fato da
maior parte da populacdo positiva para hipdxia pertencer ao subtipo basal, mais
agressivo e frequentemente associado a invasao nodal (HAUPT et al, 2010).

Foi observado um aumento relativo na expresséo de ligantes de SNA no
grupo positivo para os marcadores de hipoxia. O padréo classico observado pelas
lectinas que reconhecem residuos de acido sialico nos tumores (WANG et al, 2008)
se deve ao aumento do conteudo desse monossacarideo na superficie celular que
diminui a interagdo da célula com a matriz facilitando a metastase e promovendo um
escape do sistema imunoldgico, por isso a positividade para essas lectinas esta
associada a um mau prognostico no cancer de mama (CHEN et al, 2010). Além
disso, os casos que foram negativos para L-PHA foram positivos para SNA, o que
sugere que a lectina ndo reconhece seu ligante por causa do impedimento pelo
acido sialico. Esses informagdo ja foi confirmada em linfomas de células B que
tinham os ligantes de L-PHA mascarado por acido sialico em ligagado a2-6 (SUZUKI
et al, 2003) que é a reconhecida por SNA.

Nossos resultados sdo os primeiros na literatura a analisar o perfil
glicobiologico no ambiente hipoxico em amostras de cancer de mama bem como
relacionar esse dados com marcadores de diagnostico e prognosticos. Porém, fica
claro a necessidade do estabelecimento de modelos in vitro reprodutiveis para que
possam ocorrer interferéncias no sistema e a avaliagao do real papel da expressao

alterada de galectinas e ligantes de lectinas, nesse ambiente, seja estabelecida.
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Resumo

Este artigo objetivou analisar aspectos glicobiolégicos em ambientes hipoxicos e/ou
privados de nutrientes em células de cancer de mama. Para isso a linhagem celular
de cancer de mama T47D foi utilizada. Os experimentos de microscopia confocal e
de western blotting mostraram que a expressao de Galectina-3 aumenta na condigao
de hipdxia e privagao de nutrientes. Ja a Galectina-1 se mostrou negativa em todas
as condicbes avaliadas. A analise de expressao por RT-PCR mostrou que o
transcrito de Gal-3 aumenta em mais de duas vezes nas situacdes de hipdxia, nao
sendo observada influéncia da condicdo de privagao de nutrientes visto que nao
ocorreu a indugao da transcricdo do gene nessa condi¢ao isolada. A expresséo de
ST6GAL1 foi aumentada na hipdxia diminuindo proporcionalmente no periodo de 24
a 72h. A avaliagao da morte celular, onde as células foram submetidas as condicoes
de hipoxia elou privagdo de nutrientes, empregando seu agucar especifico e o
anticorpo M338 (especifico para o N-terminal de Gal-3) indicou que nao houve
correlagao entre inibicdo da Gal-3 via CRD e o aumento de morte celular, contudo
houve com o anti-M338. Lectin blotting com L-PHA e SNA mostrou que o padréo de
ligantes de L-PHA diminuiu em hipoxia e privagdo de nutrientes, diferente de SNA
cuja marcacgao foi mais intensa na hipdxia e mais fraca na privagao de nutrientes. Os
resultados revelam um aumento na expressao de Gal-3 na hipdxia e sugerem que
esta molécula pode participar da protecdo a morte celular nesse ambiente via N-
terminal. Os resultados também mostraram um aumento da sialilagcdo nesse
ambiente que podem estar mascarando os ligantes de L-PHA e sugerem que
ST6Gal1 nao é a principal sialiltransferase envolvida nesse evento.

Palavras-chave: Hipdxia, Galectina-3, ligantes de lectinas
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Introducgao

A hipoxia via Hif-1a. € moduladora de muitos aspectos no microambiente
tumoral perinecrotico tornando as células mais agressivas e aumentando seu poder
de invasao e metastase (COSSE et al, 2008; Ruan et al, 2009). Nesse ambiente a
célula sofre uma alteragdo no seu metabolismo energético para obten¢ao de energia
principalmente por glicolise anaerdbica e também para resistir a um ambiente mais
acido (Chen et al, 2011; Ruan et al, 2009). A alteragao genotipica e fenotipica da
célula para resistir a esse ambiente adverso é freqientemente indutiva de resisténcia
a quimioterapia e radioterapia (MOELLER et al, 2007; COSSE et al, 2008).

Essa mudanca no perfil metabdlico € acompanhada ndo apenas da expressao
alterada das enzimas envolvidas na glicélise aerdobica e anaerdbica, mas também na
sintese de agucares-nucleotideo e transportadores de carboidratos (SHIRATO et al,
2010). Essas alteragbes aumentam o numero de moléculas desviadas da via
glicolitica para via das hexoaminas e ciclo da N-acetil-glucosamina alterando
componentes chaves da glicosilagao celular como, por exemplo, a disponibilidade de
substrato para as glicosiltransferases (TANIGUSHI, 2009); consequentemente
alterando a disponibilidade de ligantes de galectinas.

Ha alguns anos trabalhos vem estudando a expressao de Galectina-3 (Gal-3)
e Galectina-1 (Gal-1) no ambiente hipoxico em modelos in vitro no intuito de
mimetizar o ambiente peri-necrético nos tumores soélidos (OLBRYT et al., 2006;
ZENG et al., 2007; ZHAO et al, 2010). Porém no ambiente tumoral in vivo a hipoxia é
acompanha de privagao de nutrientes, pois é decorrente de uma ma irrigacéo da

parte central do tumor, e frequentemente nos modelo in vitro a privagdo de
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nutrientes ndo € avaliada em estudo de expressao de Gal-3 e Gal-1 nesses
ambientes (OLBRYT et al., 2006; ZHAO et al, 2010).

Este trabalho objetivou avaliar aspectos glicobiolégicos em um modelo in vitro
utilizando células T47D de cancer de mama em camara de hipdxia em condi¢gdes
privadas ou ndo de nutrientes. Os aspectos glicobiolégicos avaliados incluiram a
expressdo de Gal-3, Gal-1 e ligantes de L-PHA, SNA e Gal-3, bem como, a

distribuicdo dessas moléculas nos compartimentos celulares.
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Materiais e Métodos

Cultivos das células

As células da linhagem T47D (Positiva para Receptor de Estrogeno e com
baixa capacidade de metastase) foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, p/v) (Cultilab), 25 mM de
HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfonico) e Bicarbonato de Sédio
24 mM em estufa de atmosfera umida a 37°C com 5% de CO.. Para o repique destas

culturas foi utilizado Tripsina-EDTA (0,05%).

Ensaios de exposi¢cdao em camara de hipoéxia

As células T47D foram incubadas em camara de hipdxia (Billupus-rothenberg —
Modular Incubator Chamber) durante 10min em atmosférica hipdxica recebendo
19L/min de N, e 1L/min de CO; sendo a concentragao de oxigénio monitorada em
tempo real através de um detector de oxigénio (PAC 3000, Draeger,) para garantir
uma p02<1,5%. Apds a pO, desejada ter sido alcangada a camara foi vedada e as
células ficaram submetidas ao ambiente hipdxico durante 24, 48 e 72h. Para
mimetizar a privacdo de nutrientes as células foram incubadas em meio RPMI
contendo apenas 1% de soro fetal bovino (p/v). Foram criadas quatro condigdes de
estudo: Normodxia com 10% de SFB (N10); Normoxia com 1% de SFD (N1); Hipdxia
com 10% de SFB (H10) e Hipdxia com 1% de SFB (H1) que foram submetidos a

essas condicdes nos trés intervalos de tempo.
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Microscopia Confocal e Imunoflorescéncia

Cerca de 4x10° de células T47D foram plaqueadas em placa de 24 pocos nas
condicdes e intervalos de tempo estabelecidos para o estudo, sendo no final
incubado com Mitotracker (1:2000, Invitrogen) por 45 min. As células foram fixadas
em 3,5% de formaldeido em PBS e em seguida, apds serem lavadas trés vezes com
PBS (tampao fosfato de sdédio 7,2mM, suplementado com NaCl 15mM), foi
adicionado Triton X-100 0,2%/PBS por 5 min. O bloqueio de sitios inespecificos foi
feito com PBS/BSA 5% por 1 h. Posteriormente foi adicionado o anticorpo primario
monoclonal anti Gal-3(1:20), anti-Gal-1(1:100), anti-B-catenina (1:150) diluidos em
PBS/BSA 5% por 18h a 4°C. Depois de lavadas trés vezes com PBS/BSA 1%, foi
adicionado o anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor 488, de acordo com a
origem do anticorpo primario. Apos serem lavadas novamente com PBS/BSA 1%, foi
adicionado DAPI para contra-coloracdo do nucleo por 15 min diluido em PBS/BSA
5% e por ultimo, foram montadas as laminas. Para avaliar co-localizagdo com
vacuolos autofagicos as células foram submetidas previamente a um tratamento
com Monodancilcadeverina a 25uM. A andlise foi realizada em microscépio confocal

ZEISS LSM 510 Meta/UV.

Analises de expressao génica por PCR em tempo real

As células T47D foram plaqueadas em placas de seis pocos e expostas a
normoxia e hipdxia em meio completo (10%) ou privado (1%) de soro fetal bovino
(p/v). Ao final do tratamento, seu mMRNA foi extraido (Tri-Reagent) e seu cDNA

sintetizado (Superscript). Para a reagdo de qRT-PCR, foi utilizado o SYBR-Green e
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os dados de quantificagdo obtidos foram analisados pelo software de analise do
aparelho RT-PCR 7900 (AB). A expressao diferencial da Gal-3, Gal-1 e St6gal1
(transcritos alvos) foi determinada através do método de quantificagéo relativa em
relagcdo a um controle endégeno ou gene normalizador (3-actina). Para o calculo da

expressao diferencial foi utilizado o modelo matematico proposto por Pfaffl (2001).

Ensaio de morte celular

Cerca de 1x10° células foram cultivadas em placas de 6 pocos onde foram
submetidas as condicdes e intervalos de tempo do estudo. Depois de realizados os
ensaios, as células foram fixadas em etanol 70%, mantidas congeladas até o
momento da analise por citometria de fluxo (FACS Calibur BD). O processo de morte
foi avaliado pela incorporacdo de iodeto de propidio, que se incorpora
estequiometricamente ao DNA, permitindo uma quantificacdo relativa do conteudo

de DNA de uma populacéo de células.

Extragoes protéicas

Para a extracdo protéica, as células foram tratadas com um tampéao
detergente descrito por Califice et al. (2004) (50mM Tris pH 7,5, 150mM NaCl, 5mM
EDTA pH 8, 0,1% Triton X-100, 1mM Na3VO4, TmM de PMSF, 2g/mL de aprotinina)
por 15 min a 4°C e centrifugado a 15600xg por 10 min. Apds esta extracéo, o
sobrenadante foi classificado como de fragcdo citoplasmatica e o pellet foi
ressuspendido em tampao de lise nuclear (50mM Tris, 1% Tween 20, 0,25%
deoxicolato de sodio, 150mM NaCl, 1mM de EDTA, TmM NazVO4, 1mM PMSF e

2ug/mL aprotinina) por 15 min a 4°C e centrifugado a 15.600xg por 10 min, sendo
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este novo sobrenadante classificado como de fragdo nuclear. A dosagem de
proteinas foi realizada utilizando-se o kit Reagente BCA para Ensaio de Proteinas

(Lowry modificado — BioAgency).

Gel de Poliacrilamida e Western Blot

Foram realizadas analises de proteinas separadas de acordo com sua massa
molecular aparente (SDS-PAGE). As amostras de extratos protéicos foram
separadas em gel de poliacrilamida. O gel de corrida contém Tris 0,375M pH 8,8,
SDS 0,1%, acrilamida 10%, persulfato de aménio (APS) 0,03% em N,N,N-tetra-
metilenodiamina (TEMED, Sigma); e o gel de empilhamento, TRIS 0,125 M pH 6,8,
SDS 0,1%, acrilamida 4%, APS 0,045%, e TEMED. Em seguida, os extratos
protéicos separados foram transferidos para a membrana de PVDF (Hydrophobic
polyvinililidene difluoride, Amershan) para a realizagdo do blotting, sendo feita em
tampao Tris 25 mM, metanol 20% por uma hora a 100 V e a 4°C. Posteriormente as
membranas foram bloqueadas 1h em em encubadas com os anti-corpos. A
membrana teve seus sitios inespecificos bloqueados com leite seco desnatado 5%
(p/v) em PBS—Tween 0,5% e incubada com os anticorpo M338 anti-Gal-3, anti-Gal-1
e anti B-actina, sendo revelados com sistema secundario de anticorpos conjugados a
peroxidase. A revelacdo da membrana foi feita utilizando-se o ECL western blotting
system da GE. Como controle da reacéo, foi utilizado um padrdo conhecido de peso

molecular.
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Lectin Blot

Foi realizada uma PAGE 7,5% em condi¢gdes ndao desnaturantes e os extratos
foram diluidos também em tampdo ndo desnaturante (2x). Apds o bloqueio foram
realizadas 3 lavagens em PBS/BSA 0,5% e a membrana foi incubada com as
lectinas biotiniladas L-PHA e SNA (20ug/mL) durante 2 h. Posteriormente foram
realizadas mais trés lavagens com PBS/BSA 0,5% e uma nova incubagao de 1h foi
realizada com o link estrapdavidina-peroxidase. Antes da revelagdo com DAB-H,0,
ser efetuada a membrana foi novamente lavada 3 vezes com PBS/BSA 0,5% e uma

ultima lavagem apenas com PBS.

Ensaio de ligantes de Galectina-3

A Gal-3 recombinante conjugada a fosfatase alcalina (Sintetizada no
LIM24/FM-USP) foi utilizada como sonda para verificar os ligantes de Gal-3 em
membranas de western blotting e in vitro. O bloqueio para ligagdes inespecificas foi

realizado com TBS/BSA 5% (p/v) e a reacgao foi revelada com NBT/BCIP.

Analises estatisticas
Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
versao 4.0 utilizando o teste Two-Way ANOVA. As correlagbes com o valor de

p<0,05 foram consideradas significativas
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Resultados
Ha um aumento do numero de transcritos e superexpressédo da proteina Gal-3 em

células T47D submetidas a hipoxia e privagdo de nutrientes

Para analisar a expressao de Gal-3 nas células de linhagem de mama T47D
foram realizados os testes de imunoflorescéncia para microscopia confocal e
western blotting. Em ambos os casos foi utilizado o anticorpo monoclonal de
hibridoma M338. A expressdao de Gal-3 pareceu ser condicdo dependente
aumentando com o tempo de exposicdo a hipdéxia bem como a privacdo de
nutrientes assim, as células que mais expressavam Gal-3 eram as que estavam em
condicao de hipoxia e com privagéo de nutrientes (1% SFB) durante 72h (Figura 01).

Observou-se que a marcacdo para Gal-3 foi tanto nuclear quanto
citoplasmatica no controle em normédxia suplementado com 10% de SFB.
Comparando-se com as amostras submetidas as situagdes de hipoxia e privagao de
nutrientes observou-se um aumento em ambas as marcagdes, mais notadamente no
citoplasma. Para analise de co-localizagdo mitocondrial, vacuolos autofagicos e com
B-catenina foi realizado uma co-imunomarcagdo com Mytotracker, mono-dancil-
cadaverina e anti-B-catenina, respectivamente, sendo as duas primeiras hipoteses
refutadas e a ultima aceita para -catenina (dados ndo mostrados). Os resultados do
westtern blotting revelam um aumento proporcional da expresséo de galectina-3 com
o tempo de hipdxia e a privagao de nutrientes (Figura 02).

Galectina-1 se mostrou negativa tanto nos experimentos de microscopia

confocal quanto nos de westtern blotting (dados ndo mostrados) Para avaliagao da
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imposicado das condigdes no estimulo de transcritos de Gal-3 foram realizadas PCR
por tempo real a partir da extracdo de RNA das células submetidas as condigdes do
estudo. Na figura 03 se observa um aumento do numero de transcritos de Gal-3,
principalmente associado a condigado de hipdxia (p<0.0001), visto que em normdxia e
privagdo de nutrientes ndo ha um aumento na expressdo do gene LSGAL3 que
codifica Gal-3. Este resultado indica que a hipdxia € mais critica que a privagao de
nutrientes no estimulo a transcricdo do gene que codifica Gal-3. A hipoxia per si
aumenta o nivel de transcritos de Gal-3 acima de duas vezes (p<0.0001) assim
como a hipdxia associada a privacao de nutrientes. Nao foi observada a amplificacao
do gene LSGAL1, que codifica Gal-1 em nenhuma das condi¢gbes impostas (dados

nao mostrados).
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Figura 01: Analise da expressao e localizagéo celular de Gal-3 por microscopia confocal. As colunas
representam as condigdes de disponibilidade de O, e as linhas a privagao ou ndo de nutrientes. No
canto superior esquerdo de cada figura esta escrito a condicdo de estudo que a figura representa.
Coluna da direita representa 24h da imposi¢ao das condi¢des, a coluna central 48h e a da esquerda
72h das mesmas condigdes. N10: normdxia com 10% de nutrientes; N1 Normdxia com 1% de
nutrientes; H10: Hipoxia com 10% de nutrientes; H1: Hipdxia com 1% de nutrientes.



114

24h 48h

N1I0O N1 H10 H1 N10 N1 H10 H1

—>
45KDa A

34KDa—»
Gal-3

26KDa—> B}

Figura 02: Analise da expressao protéica de Gal-3 em hipdxia e privagdo de nutrientes nos intervalos
de 24 e 48h. Em (A) controle para B-actina (B) Aumento da expressdo de Gal-3, proporcionalmente
em relagcdo a condicdo de normédxia sendo mais expressa em 48H1. N10: normdxia com 10% de
nutrientes; N1 Normodxia com 1% de nutrientes; H10: Hipdxia com 10% de nutrientes; H1: Hipdxia
com 1% de nutrientes.

Andlise da expressao de Gal-3

Norméxia 10% SFB
T E=3 Hipoxia 10%SFB
E=3 Normodxia 1% SFB
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Quantidade relativa

Figura 03: Andlise da expressdo de transcritos de Gal-3 em hipdxia e privagdo de nutrientes nos
intervalos de 24 e 48h. ** p<0.001 *** p<0.0001.

O numero de ligantes de Gal-3 e L-PHA né&o parece ser alterado nas condi¢cbes de

hipdxia e privagdo de nutrientes

Os extratos proteicos, das células, obtidos nas condi¢cdes de hipdxia e
privacdo de nutrientes ndo apresentaram diferenca aparente na expressao de

ligantes de Gal-3 (dados ndo mostrados), pois a intensidade aparente das bandas
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parecia a mesma em todas as condicbes analisadas. O padrao de L-PHA
apresentou uma diminuigdo no reconhecimento dos seus ligantes nas condigdes N1,
H10, H1, em relagdo a N10 (dado ndo mostrado) em todos os intervalos de tempo
testados. Porem nao houve diferenga aparente nas condicdées H10, H1 e N1 entre si.
Ocorre sialilagdo aberrante nas células T47D submetidas a hipoxia mais ndo nas
submetidas a privacdo de nutrientes.

O perfil de sialilagdo das células dos extratos protéicos (12ug/ml - cada) em
hipéxia ou privagdo de nutrientes, avaliado em lectin blotting empregando SNA
(Sumbicus nigra agglutinin)  biotinilada, especifica para acido sidlico
preferencialmente em ligacdo «2-6, revelou que ocorre sialilagdo aberrante em
hipdéxia (24H10, 48H10 e 72H10) em relagdo a normédxia (24N10, 48N10 e 72N10)
contudo, o mesmo nao ocorre na privagao de nutrientes (Figura 06).

24h 48h

N10 N1 H10 H1 N10 N1 H10 H1
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116KDa —» :
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— 2l h '.'-i__._

Figura 04: Perfil de sialilacdo das células T47D submetidas as condi¢cdes do estudo. N10: normodxia
com 10% de nutrientes; N1 Normodxia com 1% de nutrientes; H10: Hipéxia com 10% de nutrientes;
H1: Hipéxia com 1% de nutrientes.
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N&o ocorre superexpressdo dos transcritos de ST6Gal1 indicando que a maior parte

dos residuos de acido sialico ndo sdo a2-6 N-ligados.

Como observado no blotting com SNA ocorre um aumento de sialilagao nas
condicbes de hipdxia. Nesse sentido hipotetizamos se a responsavel por essa
sialilagdo aberrante era a enzima ST6Gall que sialla os residuos de
polilactosaminas em N-glicosilagdo impedindo que os mesmos sejam reconhecidos
pela Gal-3. O resultado do Real-Time PCR para ST6Gal1 indicam que essa enzima,
provavelmente, ndo é enzima chave responsavel pelo aumento aberrante de
sialilagdo observado no lectin blotting. A Figura 5 mostra o padrao de transcritos de
acordo com as condi¢cdes do estudo, onde é possivel observar que em 24H10 ocorre
um aumento na expressao do transcrito que diminui gradualmente em 48H10 e
72H10. Entretanto, quando a privagao de nutriente € imposta no sistema ocorre uma
diminuicdo na expresséo do transcrito, aparentemente mais restritiva, superando o
efeito indutor da hipdxia tornando a expressdo de ST6GAL1 menor que a do gene

normalizador B-actina.
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Figura 05: Analise da expresséo dos transcritos de ST6Gal1 em Hipdxia e normdxia combinadas ou
nao com privagao de nutrientes.

Gal-3 protege as células da morte no ambiente hipdxico via N-terminal e ndo via

Dominio de Reconhecimento a carboidratos.

Para avaliar a viabilidade celular, as células T47D foram analisadas quanto a
hipodiploidia por incorporagcéo de lodeto de propideo (Pl) através de citometria de
fluxo (FACS Calibur BD). Como mostrado na figura 1, na condicdo mais adversa na
qual a célula foi submetida, 72h de hipoxia e privagao de nutrientes, apenas 3% da
populacao celular apresentava morte celular. Para avaliar o papel da Galectina-3 na
sobrevivéncia ao ambiente hipoxico e/ou privado de nutrientes, as células foram
incubadas com 25mM de Lactose, acucar especifico de Gal-3, 25mM de sacarose,
controle de acucar inespecifico e o anticorpo M338 que reconhece a por¢cdo N-

terminal de Gal-3. A inibicdo de Gal-3 pelo seu acucar especifico ndo alterou a
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numero de células mortas nas condigdes hipdxicas, indicando que o CRD de Gal-3
nao exerce funcao protetora nesse ambiente (Figura 07). Contudo, no intervalo de
tempo de 48h da condicdo imposta as células tratadas com o anticorpo aumentou a
inducdo da morte celular em torno de 2x em relagdo ao grupo que nao recebeu
nenhum tratamento, indicando um papel protetor do N-terminal de Gal-3. Por causa

dos autos desvios padrao os resultados de 72h ndo foram considerados
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Figura 06: Ensaio de avaliagdo de morte celular por incorporacao de iodeto de propidio pelas
células T47D submetidas a hipdxia e privagado de nutrientes nos periodos de 24h e 48h. N:
normoxia, H: Hipdxia, LAC: Lactose, SAC: Sacarose, M338: anticorpo monoclonal anti-Gal-3.
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Discussao

O crescimento tumoral esta associado com modificacbes na estrutura dos
residuos glicanos pertencentes as glicoproteinas e glicolipidios da superficie celular,
alterando sitios de reconhecimentos de galectinas e induzindo invasdo e metastase
(VARKI et al, 2009). Essa glicosilagdo aberrante é causada por uma disfungédo de
glicosiltransferases e/ou glicosidades (Guillot et al, 2004). A hipdxia altera o
chamado “ciclo dos glicanos” alterando a expressao de transportadores de glicose e
agucares nucleotideos, alterando a atividade das (glicosiltransferases e
consequentemente o padrao de glicosilagdo nesse ambiente (SHIRATO et al, 2010).

Galectinas sao moléculas endégenas que se ligam a carboidratos e tem seu
padrao de ligagcédo alterado no céancer (VARKI et al, 2009). Dentre as galectinas a
Gal-3 € uma molécula bastante estudada em eventos carcinogénicos. In vitro, é vista
a expressao dessa molécula em diversas linhagens, como a linhagem de cancer de
mama MCF-7, MDA-MB-231, cancer de célon HCT-116 e HT-29, e também em
linhagens de glioma, como a T98G (SATISHA et al, 2007; SATELLI et at, 2008),
sendo pouco detectavel em células normais, sugerindo uma possivel indicagado da
Gal-3 como biomarcador especifico de cancer.

Apesar de ser uma molécula bem estudada, seus mecanismos de agéo e de
expressao ainda nao estdo totalmente elucidados (RABINOVITCH et al, 2011), de
modo que um dos objetivos deste trabalho visou analisar a expressédo de Gal-3 em
ambiente hipoxico e/ou privados de nutrientes, utilizando como ferramenta uma

linhagem de mama cuja expressao de Gal-3 ainda ndo estava relatada na literatura.
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Nossos resultados mostram um aumento na expressao dos transcritos em
hipdxia e hipdxia combinada com privagdo de nutrientes, porém a privacdo de
nutrientes por si s6 ndo induz a expressado do transcrito. Além disso, ndo houve
diferenca de expressdo entre a hipoxia isolada e a hipdxia combinada com privagao
de nutrientes, indicando que a hipdxia € o evento restritivo e que a privagao de
nutriente ndo causa nenhum efeito aditivo a esse.

O aumento da transcricdo de galectina-3 frente a hipdxia ja foi relatada na
literatura utilizando outros modelos in vitro, onde s&o descritos dois estudos
envolvendo genes diferencialmente expressos em normédxia e hipoxia (GREIJER et
al, 2005; OLBRYT et al, 2006). Greijer e colaboradores (2005) descrevem uma
compilacéo de genes afetados pela indugédo da hipdxia e genes afetados, direta ou
indiretamente, por HIF-1a em uma linhagem de fibroblastos 3T3 expostos a 1% de
oxigénio. E demonstrado que a maior parte dos genes regulados positivamente,
89%, é influenciada por HIF, quando comparado com células knockout para HIF-1q,
entre eles, galectina-3, e foi visto que o RNAm desta proteina tem um aumento de
2,3 vezes em relacdo a normoxia.

Em outros estudos, Olbryt e colaboradores (2006) descreveram também a
acao da hipoxia, porém em células de melanoma murino B16(F10), além de
comparar as agoes da hipoxia, 1% de oxigénio, com a hipoxia mimética em cloreto
cobaltoso. Este estudo mostra que o gene da galectina-3, apresenta-se com um
aumento de 19,41 vezes em hipdxia em comparacado a normoéxia. Diferindo também
dos nossos resultados o qual apresentou aumento de 2,8 vezes.

Apesar destes estudos criarem condicbes de hipodxia in vitro, ndo houve

mimetizagdo completa do microambiente tumoral, haja vista que as condigbes de
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oferta de nutrientes continuaram altas, com exposi¢ao de 15% a 10% de SFB para
Greijer (2005) e Olbryt e colaboradores (2006), respectivamente. Deste modo, néo
ha mimetizacdo do microambiente tumoral necrético, onde as células sdo expostas a
baixas concentracdes de oxigénio e nutrientes. Contudo, o aumento de transcritos e
da proteina Gal-3 em ambiente hipdxico e/ou privado de nutriente ja foi relatado na
literatura em estudos com linhagens de glioma utilizando também camaras de
hipéxia (YKEMORI, 2009). Porém diferindo dos nossos resultados esse trabalho
aponta que a privacdao de nutriente também exerce papel na indugao de Gal-3 e
sugerem que a privagao de soro fetal bovino pode vir a atuar como um fator
importante na inducdo da expressdo dessa molécula. Contudo essa diferenca
observada entre os estudos pode ser decorrente das caracteristicas intrinsecas dos
gliomas e dos tumores de mama.

Outro fato destacado por estes resultados foi a marcacao nuclear para Gal-3
que nao possui sequéncia internalizadora nuclear Nkahara e colaboradores (2006)
mostraram que Gal-3 pode translocar para o nucleo via transporte ativo e difuséo
facilitada, além disso, algumas moléculas como a 3-catenina podem translocar com
Gal-3 para o nucleo (SHIMURA et al, 2005). Como em nossos resultados
observamos a posicdo nuclear de Gal-3 hipotetizamos se essa proteina estaria
sendo translocada para o nucleo via B-catenina, proteina que comumente realiza
esse papel (SHIMURA et al, 2004) e que ja esta descrita na literatura sua interacéo
com Gal-3 na via Wnt principalmente em céancer de coélon (SHIMURA et al, 2005).
Através da microscopia confocal observamos co-localizagao entre Gal-3 e -catenina

no ambiente hipdxico e privado de nutrientes o que n&o ocorre no grupo controle,
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sugerindo que esta molécula pode estar translocando Gal-3 para o nucleo apenas
em ambientes hipoxicos.

Como Gal-1 tem sua expressao induzida em ambientes hipoxicos de
Carcinoma de células escamosas (Le et al, 2005) e cancer de colon (ZHAO et al,
2010) nobs hipotetizamos se o mesmo poderia ocorrer com as células T47D
submetidas a hipdxia, hipétese esta que foi refutada. Como estudos de IHQ mostram
que a marcagao de Gal-1 esta localizada nas células do estroma associadas ao
tumor (JUNG et al, 2007). Estudos futuros de co-cultivo das células neoplasicas com
macrofagos ou fibroblastos possam fornecer melhores resultados sobre o papel de
Gal-1 no ambiente hipdxico do cancer de mama.

O aumento de transcritos e da proteina Gal-3 em ambiente hipdxico e/ou
privado de nutriente ja foi relatado também em estudos com linhagens de glioma
com um perfil mais citoplasmatico e com ligantes de galectinas na regido do
complexo de Golgi (YKEMORI, 2009). Outro resultado apontado por esse trabalho e
que é semelhante ao nosso € que a privagao de nutriente também exerce papel na
inducdo de Gal-3 e apontam que a privagao de soro fetal bovino pode vir a atuar
como um fator importante na indugdo dessa molécula. E visto que a privagdo de
nutrientes pode ser um indutor de estresse celular e metabdlico (CHEN et al, 2009),
e como a galectina-3 € uma proteina relacionada a proteg&o contra estresse celular,
ele pode ter peso importante na indugéo de galectina-3.

Como a literatura descreve que Gal-3 tem papel chave na prote¢cdo a morte
celular por anoikis em células de cancer de célon (ZHUO et al, 2008) Nés avaliamos
um possivel papel da Gal-3 na protegdo a morte das células T47D no ambiente

hipéxico. Nossos resultados apontaram que a inibigdo do CRD da Gal-3 nao é
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responsavel por um possivel papel de protecao de Gal-3 diferindo dos resultados de
ZHUO e colaboradores (2008). Ja quando foi utilizado um anti-corpo anti-N-terminal
de Gal-3 observou-se um aumento na inducdo da morte. Os resultados indicaram
que a regiao N-terminal de Gal-3 pode participar dessa protegdo a morte no
ambiente hipdxico e/ou privado e nutrientes. O N-terminal de Gal-3 é a regiado
responsavel pela multimerizacdo dessas moléculas formando uma estrutura
multiplas em gal-3 capaz de impedir dimerizagédo de receptores por representar uma
barreira fisica que impede esse evento (BREWER, 2002).

Um perfil exacerbado de sialilacdo foi observado nas amostras tumorais
linhagem T47D nas condicbes de hipdxia, porém nao na privagao de nutriente
provavelmente porque a fonte do sialico esta no SFB. O padrao classico observado
pelas lectinas que reconhecem residuos de acido sialico nos tumores (WANG et al,
2008) se deve ao aumento do conteudo desse monossacarideo na superficie celular
que diminui a interagdo da célula com a matriz facilitando a metastase e
promovendo um escape do sistema imunologico, por isso a positividade para essas
lectinas esta associada a um mau prognéstico no cancer de mama (CHEN et al,
2010).

Nossos resultados mostraram também uma positividade diminuida de ligantes
de L-PHA (também sao ligantes de Gal-3) na hipdxia e privagado de nutrientes (H1)
em relagédo ao controle (N10). Isso pode ocorrer porque a transformag&o maligna de
células humanas esta normalmente associada a um aumento nos residuos de -1-6-
N-acetil-galactosamina (Ligante de L-PHA) nas proteinas N-glicosiladas (VARKI &
CROCKER, 2009) (Como nosso resultados em N10). Entretanto o aumento nos

residuos de acido sialico acontecem geralmente nos residuos de N-acetilactosamina
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localizados na membrana externa ligados a N-glicanos (SUZUKI et al, 2003; VARKI
& CROCKER, 2009) evento este que esta sendo potencializado pela hipoxia e
explica os resultados para L-PHA nesse microambiente.

Provavelmente essa sialilacdo aberrante visualizada nas células nédo é
realizada apenas pela ST6GALNAC1 que como mostrado em nossos resultados.
Deve existir um efeito aditivo realizado pela ST6GalNac-1 uma enzima que sialila o-
glicanos, participa da sintese do antigeno Sialil-Tn no cancer de mama (SEWELL et
al, 2006) e esta associada com o aumento da agressividade das células MDA-MB-
231 (JULIEN et al, 2006). Além disso Kannagi (2007) relata a indugdo no ambiente
hipdxico de glicogenes formadores de estruturas antigénicas mono e disialiladas fato
que também esta associado com 0s nosso resultados.

Nossos resultados indicam um padréo glicobiolégico alterado com aumento
da expressao de Gal-3 na hipdxia e privacao de nutrientes e de sialilagdo na hipdxia.
A comparagdo com os dados da literatura sugere que o modelo usado neste estudo
e eficiente em modular os aspectos glicobiologicos em ambiente hipdxico e/ou

privado de nutrientes in vivo.
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5 DISCUSSAO

O microambiente tumoral é altamente complexo, onde ha a participagao de
uma intrincada rede de moléculas envolvidas em diversos processos que levam a
evasdao da morte celular, auto-suficiéncia de sinais de crescimento, falta de
sensibilidade a sinais anti-proliferativos, invasdo tecidual e metastase, potencial
replicativo ilimitado e angiogénese (HANAHAN & WENBERG, 2011). Todas essas
caracteristicas do ambiente tumoral podem ser influenciadas e potencializadas pela
hipoxia tornando as células neoplasicas mais agressivas (RUAN et al, 2009).

Muitas moléculas estdo envolvidas no processo de aquisicdo das
caracteristicas neoplasicas entre elas estao as galectinas 1 e 3 (VARKI et al, 2009).
Estas proteinas reconhecedoras de carboidratos modulam muitas etapas da
tumorigénese e demonstram, também, participar das adaptagdes das células
neoplasicas ao ambiente hipoxico (LE et al, 2005; IKEMORI, 2009).

Em nosso estudo ndo observamos a expressao de Gal-1 na células T47D
submetida a hipoxia e/ou privagdo de nutrientes nem nas células neoplasicas das
amostras tumorais. Hipotetizamos que Gal-1 poderia estd sendo recrutada em
ambiente hipoxico ja que em carcinoma de células escamosas de cabecga e pescogo
o papel da Galectina-1 na hipdxia ja foi estabelecido, representando uma ligagéo
entre privilégio imune tumoral e hipdxia (LE et al, 2005).

Além de demonstrar o papel de Gal-1 na hipdxia in vitro. Le e col. (2005)
analisaram 101 amostras tumorais de pacientes com carcinoma de células
escamosas € observaram a co-marcagdo maior entre positividade para Gal-1, e

negatvidade para CD33 nas amostras positivas para CAIX. Esses resultados
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também estavam associados a uma pior evolugédo clinica do paciente (LE et al,
2005). Contudo, nossos resultados mostraram uma positividade em Gal-1 nas
células do estroma associadas ao tumor, que nas neoplasias mamarias esta
associada a invasao e progressao tumoral (JUNG et al, 2007).

No intuito de estabelecer uma possivel conexdo entre Gal-1 nas células do
estroma e a hipdoxia no ambiente tumoral, foi avaliado se houve diferenca na
marcacgao dessas células entre os grupos hipoxicos e nao hipoxicos no CDI e no
CDIS. Entretanto, essa possivel relacéo foi refutada. Estudos posteriores através do
co-cultivo de linhagens de cancer de mama com macréfagos ou fibroblastos séo
necessarios para ajudar a compreender melhor o papel da Gal-1 na hipdxia tumoral
mamaria.

Outra molécula muito investigada em eventos carcinogénicos é a Galectina-3.
In vitro, sua expresséo € vista em diversas linhagens, como as linhagens de cancer
de mama MCF-7, MDA-MB-231; cancer de colon HCT-116 e HT-29, e também em
linhagens de glioma, como a T98G (SATELLI et al, 2008), sendo pouco detectavel
em ceélulas normais, sugerindo a Galectina-3 como biomarcador especifico de
cancer.

Porém, é visto que em outros tipos neoplasicos a expressao de Gal-3 é
variavel. Dumic e col. (2006) citam um grande numero de publicagdes descrevendo
a expressao de Gal-3 em neoplasias, porém estes dados sao muitas vezes
inconsistentes, impossibilitando uma conclusdo sobre o papel da Gal-3 no
surgimento de tumores, devido aos diversos meétodos de avaliagcdo e a
heterogeneidade entre os diferentes tipos de cancer. Entretanto, é notavel que em

comum a estas neoplasias esta a proliferagdo descontrolada, disturbios de adeséao e
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resisténcia a apoptose, onde a Gal-3 pode estar envolvida nestes diversos fatores
(ZHOU et al, 2008; IKEMORY, 2009).

Apesar de Gal-3 ser uma molécula bem estudada, seus mecanismos de acao
e de expressao ainda nao estao totalmente elucidados (SUNDBLAD et al, 2011). Por
isso, um dos objetivos deste trabalho visou entender melhor o papel de Gal-3 em
hipdxia utilizando como ferramenta uma linhagem de mama cuja expressado ainda
nao estava relatada na literatura.

Nossos resultados indicaram que no ambiente hipéxico e no hipoxico com
privacao de nutrientes houve um aumento da expressao do transcrito de Gal-3 em
2,8 vezes. Contudo, no ambiente apenas privado de nutrientes esse aumento nao
ocorre indicando que a hipdxia é o fator restritivo na inducao do transcrito de Gal-3 e
nao a privagdo de nutrientes. Diferindo dos nossos resultados, lkemori (2009)
demonstra um aumento na expressao de Gal-3 em células de glioma em ambiente
hipéxico e privado de nutrientes com a privagdo de nutrientes apresentando efeito
aditivo nessa inducdo. Essa diferenca observada entres os estudos pode estar
relacionada com as diferengas intrinsecas entre os tumores de mama e cérebro.

Greijer e col. (2005) descreveram uma compilagdo de genes afetados pela
indugdo da hipoxia, direta ou indiretamente, por HIF-1a em uma linhagem de
fibroblastos 3T3 expostos a 1% de oxigénio. Foi observado que a maior parte dos
genes regulados positivamente, 89%, € influenciada por HIF-1a, quando comparado
com células knockout para esta proteina. Dentre estes genes esta o da proteina Gal-
3 para a qual foi visto que seu mRNA tem um aumento de 2,3 vezes em relacéo a

normoxia.
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Olbryt e col. (2006) descreveram também a agado da hipdxia em células de
melanoma murino B16(F10), além de comparar as agdes da hipdxia (1% de Oz) com
a hipéxia mimética em cloreto cobaltoso. No modelo deste estudo observou-se que o
gene da Gal-3 teve um aumento de expressdao de 19,41 vezes em hipdxia
comparada a normoéxia comprovando a importancia da Gal-3 neste contexto.

Apesar destes estudos (GREIJER et al, 2005; OLBRYT et al, 2006) usarem
condigdes de hipdxia in vitro, ndo houve mimetizacdo completa do microambiente
tumoral, haja vista que as condigdes de oferta de nutrientes continuaram altas, com
exposicédo de 10% a 15% de soro fetal bovino (SFB).

A avaliagdo da producédo de Gal-3 em células da linhagem T47D in vitro
demonstrou que estas células foi possivel observar o aumento da expressao de Gal-
3 no ambiente hipdxico e privado de nutrientes tanto no citoplasma como no nucleo.
E descrito que apesar da Gal-3 estar presente no nucleo e no citoplasma, ndo se
tem observado peptideos-sinal para o enderegamento desta para compartimentos
intracelular como o nucleo ou reticulo endoplasmatico (COOPER & BARONDES,
1999).

Nkahara e col. (2006) observaram que Gal-3 pode ser translocada para o
nucleo via transporte ativo ou difusédo facilitada. Estudos recentes demonstram que
proteinas ja conhecidas, porém com habilidades nao relacionadas a mecanismos de
secrec¢ao, utilizam esta via alternativa, como a caspase-1 e a proteina periférica do
Golgi, GRASP. Este mecanismo alternativo pode ter evoluido de forma a
compartimentalizar a Gal-3 e seus ligantes, evitando seu encontro prematuro dentro
da célula, o que poderia causar agregacdo e mau enovelamento de proteinas, além

de induzir sinais autdcrinos pela ligagao com receptores (NICKEL et al, 2009).
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Como em nossos resultados observamos a posicdo nuclear de Gal-3 é
provavel que essa proteina esteja sendo translocada para o nucleo via B-catenina,
proteina que comumente realiza esse papel (SHIMURA et al, 2005). Ja esta descrita
na literatura a interacdo de Gal-3 com B-catenina na via Wnt (do inglés, Wingless na
Drosophila), principalmente em céancer de colon (SHIMURA et al, 2005). Através da
microscopia confocal observamos co-localizagdo entre Gal-3 e [-catenina no
ambiente hipdxico e privado de nutrientes o que ndo ocorre nos demais grupos.

A avaliacdo do possivel papel da Gal-3 na protecdo a morte celular foi
realizada por citometria de fluxo da células T47D incubadas com sacarose (inibidor
inespecifico de Gal-3) e lactose (um inibidor especifico de Gal-3) além do anticorpo
M338 especifico para o N-terminal de Gal-3. Nossos resultados indicam que o
possivel papel de Gal-3 na protegdo a morte no ambiente hipoxico e/ou privado de
nutrientes ndo é realizado via CRD ja que Lactose ndo € capaz de reverter esse
processo. Esses resultados diferem dos observados em cancer de colon onde é
possivel observar que o papel na protecédo a morte por Gal-3 é realizado pelo CRD
(ZHOU et al, 2008)

Entretanto nos intervalos de tempo de 48h e 72h nas condi¢cdo de hipdxia e
privagao de nutrientes o anticorpo M338 aumenta a indugé&o a morte celular em até
duas vezes. Estes resultados indicam uma possivel participagdo do N terminal de
Gal-3 nesse processo. O N-terminal da Gal-3 é a regido responsavel pela
multimerizagao dessas moléculas formando uma estrutura multipla em Gal-3 sendo
capaz de impedir dimerizacdo de receptores por representar uma barreira fisica,

realizando impedimento estérico (BREWER, 2002). Assim, essa multimerizagao
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pode ser essencial para o papel da Gal-3 na sobrevivéncia ao ambiente hipdxico
e/ou privado de nutrientes.

Gal-3 também se mostrou superexpressa nas biopsias de CDI e CDIS
analisadas no estudo e as paceintes positivas para marcodores de hipoxia em CDIS
apresentaram um aumento na localizagao nuclear. A marcag¢ao nuclear de Gal-3
esta associada a tumores mais agressivos e de pior prognostico (MOISA et al,
2007).

Para CDIS a positividade citoplasmatica de Gal-3 foi associada ao tipo
comedobnico, que possui necrose central tumoral e células marginais em hipoxia, e
esta associado a uma maior probabilidade de recidiva e progressao para CDIS
(SCHNITT, 2010). Entretanto a positvidade para M338 em CDIS foi muito baixa e tal
resultado indica a provavel clivagem da regido N-terminal da Gal-3 por
metaloproteinases de matriz extracelular bem como por fosforilagcdo dessa estrutura
(OCHIENG et al, 1998; BALAN et al, 2010).

Estudos relatam que Gal-3 é requerida num primeiro momento da
carcinogénese mamaria e tem sua expressédo diminuida com a progressao tumoral
(CASTRONOVO et al, 1996; SHEKRAR et al, 2004). Porém trabalhos utilizando um
numero baixo de amostras e anticorpos policlonais torna os resultados
questionaveis, aléem disso, a fosforilagdo de galectina pode mascarar seus sitios
antigénicos impedindo o reconhecimento pelo anticorpo (BALAN et al, 2010).

Em ambientes limites, como areas necroticas, Gal-3 e seus ligantes ja foram
descritos em amostras de pacientes com glioblastoma em uma area conhecida
como pseudopaligada que sao encontradas nos astrocitomas e glioblastomas

multiformes (lkemori, 2009). Também baseado em uma area morfologica
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perinecrotica no cancer de mama, o CDIS comedbnico foi utilizado como modelo
hipdxico, enquanto que, os CDIS n&o-comedonicos (cribforme, sélido e micropapilar)
foram considerados como controles. Baseadas na hipoxia e necrose no CDIS,
Bussolati e col. (2000) estabeleceram uma nova classificagdo em um estudo
multicéntrico europeu que se mostrou eficiente e reprodutivel na avaliagdo de
recidiva e periodo livre de doenca.

Nossos resultados mostram que ha uma superexpressdo de ligantes para
Con A (p=0.0019), WGA (p<0.001) e UEA-I (p=0.0014) porém nao para PNA
(p=0.5779) no CDIS comedobnicos/hipoxico em relagcdo aos nao-comeddnicos
(controle). Este resultado para PNA também foi observado no CDIS de bexiga
(NAKANISHI et al, 1993). O principal ligante de PNA é a galactose que é
normalmente terminal e frequentemente sialilado (VARKI et al, 2009). Outro
resultado encontrado que corrobora essa afirmativa € o fato de que os casos
negativos para PNA nos CDIS hipoxicos foram positivos para WGA ( reconhecedora
de sialico). Esta relagao entre negatividade para PNA e positividade para WGA né&o
foi encontrada no grupo controle.

Zengh & Ji (1990) mostraram em um estudo com 100 amostras de tumores
mamarios que a UEA-| esta significativamente mais associada aos carcinomas
mamarios invasivos bem diferenciados, que segundo a teoria da progressao tumoral
seria a proxima etapa apés o CDIS (SCHNITT et al, 2010). Os nossos resultados
indicam que os residuos de L-fucose sdo requeridos nos estagios inicias da
carcinogénese mamaria. Além disso hipdxia aumenta a expressdo de antigenos de
Lewis difucosilados com aumento da expressao da fucosiltransferase VII (KOIKE et

al, 2004).
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Korourian e col. (2008) analisaram a marcagao das lectinas VVA e GSA-I no
reconhecimento de antigenos-carboidratos associados a tumor e observaram que
ocorre um maior reconhecimento dos ligantes das lectinas no CDIS de grau Ill que
no | que representariam comedbnico e nao-comedonico, respectivamente, e
corroboram nossos resultados de glicosilagao aberrante no CDIS hipéxico. Uma das
possiveis explicagdes para o aumento do reconhecimento da Con A no ambiente
hipéxico € o aumento de estruturas ricas em manose em algumas proteinas
seletivamente expressas em ambiente hipoxico, como por exemplo, a CA IX (LI et al,
2010). O grupo hipoxico no CDI também apresentou um aumento no
reconhecimento de ligantes de ConA

Um perfil exacerbado de sialilagao foi observado nas bidpsias de CDI e na
linhagem T47D, em ambientes hipoxicos. O padrao classico observado pelas
lectinas que reconhecem residuos de acido sialico nos tumores se deve ao aumento
do conteudo desse monossacarideo na superficie celular que diminui a interagao
entre célula e matriz extracelular facilitando a metastase e promovendo um escape
do sistema imunoldégico, por isso a positividade para essas lectinas esta associada a
um mau prognostico no cancer de mama (WANG et al, 2008; CHEN et al, 2010).

Nossos resultados mostram uma localizagcdo da marcagdo de SNA nas
amostras de CDI preferencialmente no citoplasma. A insercao de residuos de acido
sialico acontece, geralmente, nos residuos terminais de N-acetilactosamina
localizados na face externa da membrana celular ligados a N-glicanos ou no
citoplasma em O-glicanos (VARKI & CROCKER, 2009) Esse fato corrobora,
também, com o nosso resultado de que ST6GALNac1 nao €, provavelmente, a unica

enzima responsavel pela sialilagdo exacerbada no ambiente hipdxico no cancer de
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mama. Os dados do padrdo de distribuicdo citoplasmatico de acido sialico nas
amostras de CDIS juntamente com os resultados de ST6GALNAC1 nas células
T47D indicam um papel mais importante da O-glicosilagdo nesse evento no
ambiente hipdxico e sugerem um maior papel dos O-glicanos nesse ambiente.

Provavelmente, essa sialilagdo aberrante visualizada nas células e nas
amostras tumorais esta sendo realizada pela ST6GalNac-1 uma enzima que sialila
O-glicanos, que participa da sintese do antigeno Sialil-Tn no cancer de mama
(SEWELL et al., 2006) e esta associada com o aumento da agressividade das
células MDA-MB-231 (JULIEN et al., 2006). Além disso, Kannagi (2007) relata a
indugcdo no ambiente hipdxico de glicogenes formadores de estruturas antigénicas
mono- e disialiladas, fato que também esta associado com os nossos resultados.

Nas amostras de CDI foi observado que as pacientes positivas para CA IX
possuem fendtipos tumorais e caracteristicas clinicas mais agressivas como invasao
nodal (p=0.0439) e auséncia do reconhecimento do receptor de estrégeno
(p=0.003). A relacdo entre deteccdo de CAIX por IHQ e associada a um mau
progndstico sao corroborados por outros estudos (TAN et al, 2009; CHAUDARY et
al, 2007). Além disso, CA IX é indicador de resisténcia a quimioterapia e terapia
hormonal e por tamanha importancia no ambiente hipoxico ja esta sendo alvo de
terapias hipoxia-especificas (GENERALI et al, 2006; LOU et al 2011)

O crescimento tumoral esta associado com modificagcbes na estrutura dos
residuos glicanos pertencentes as glicoproteinas e glicolipidios presentes na
superficie celular. Essa glicosilagdo aberrante é causada por uma disfungdo de
glicosiltransferases e/ou glicosidades ou alteragdo da sua localizagdo subcelular

(GUILLOT et al, 2004). Mutagdes somaticas no gene MGAT5 que codifica a enzima
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responsavel pelo aumento das estruturas antenarias (Através da adi¢cao de (31-6-N-
Acetil-galactosamina) nos N-glicanos ou o bloqueio dessa enzima pelo uso de
drogas inibem invasdo e metastase em modelos animais (FERNANDES, et al, 1991,
GUILLOT et al, 2004).

A transformacao maligna de células humanas esta normalmente associada a
um aumento nos residuos de [(1-6-N-Acetil-galactosamina nas proteinas N-
glicosiladas (VARKI et al, 2009). O fenotipo conferido pela adigdo desse residuo de
carboidrato pode ser reconhecido pela lectina L-PHA que esta relacionada com
progresséo tumoral em céncer de colon e de mama (FERNANDES et al, 1991).

Nas analises de lectin blotting para L-PHA, revelou que ha uma diminui¢gao do
reconhecimento dos ligantes dessa lectina nas condigdes hipdxicas e/ou privadas de
nutrientes em relagcado as células em normodxia e supridas de nutrientes. Isso pode
ocorrer por um aumento na sialilagado desses residuos como ja foi identificado em
linfomas (SUSUKI et al, 2003), ou por mais uma vez a 0-glicosilacdo ser mais
restritiva no ambiente hipéxico que a N-glicosilagao

Em um estudo realizado por espectrometria de massa, Abbott e
colcaboradores (2008) analisaram o perfil de proteinas enriquecidas por ligantes de
L-PHA em 30 pacientes com CDI e 4 amostras-controle normais. O estudo observou
gue no minimo no grupo cancer havia 34 proteinas enriquecidas com os ligantes de
L-PHA, sendo 12 comuns em todos os tumores analisados. Nossos resultados,
também mostram esse perfil no grupo em normodxia e surpido de nutrientes e sugere
que a mesma abordagem utilizada Abbott e colcaboradores (2008) em células
submetidas a hipdxia pode ser bastante informativo no que se relaciona ao

mascaramento dos ligantes de L-PHA.
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Nossos resultados sao os primeiros na literatura a descrever aspectos
glicobiolégicos em ambientes hipoxicos em amostras de cancer de mama e
correlacionar esses dados com informag¢des de valor diagndstico e progndstico.
Além disso, foi utilizado um sistema in vitro que apresentou caracteristicas
glicobiolégicas muito semelhantes as amostras tumorais analisadas, sugerindo que
o modelo sera eficiente em estudos posteriores de avaliagado do papel de galectinas
e ligantes carboidratos na modulagcdo do comportamento tumoral ao ambiente

hipdxico.
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6 CONCLUSOES

v' O transcrito e a proteina Gal-3 sdo superexpressos na linhagem de mama em
hipdxia e privagdo de nutrientes, a proteina tanto no citoplasma quanto no
nucleo na. Ja Gal-1 apresentou-se negativa em todas as condigdes
analisadas;

v" Gal-3 pode estar envolvida na protecdo a morte celular no ambiente hipdxico,
provavelmente via N-terminal e ndo CRD;

v Ocorre sialilagdo aberrante nas células hipoxicas, mas provavelmente a
enzima ST6Gal1 ndo é a unica enzima responsavel por esse fenotipo;

v" Os ligantes das Lectinas WGA, UEA-I, ConA e Gal-3 sado consideravelmente
mais expressos nos comedocarcinomas que nos CDIS ndao comeddnicos
indicando uma superexpressao dos mesmo no ambiente hipdxico;

v' Gal-3 encontra-se mais expressa nas amostras de pacientes com cancer de
mama que sao positivas para marcadores hipdxicos em relagdo ao grupo
negativo para esses marcadores hipoxicos, com um aumento da
compartimentalizagao nuclear;

v" Os ligantes de L-PHA e SNA encontram-se alterados no ambiente hipéxico
nas amostras tumorais de CDI com uma diminui¢cdo nos ligantes de L-PHA na
hipoxia e/ou privagdo de nutrientes e um aumento dos ligantes de SNA na
hipdxia;

v' O grupo de pacientes positivas para marcadores de hipoxia nado so6
apresentaram um perfil de glicosilagdo aberrante em relagdo ao grupo
negativo como também caracteristicas clinicas (invasdo nodal) e

histopatoldgicas (Receptor de estrogeno negativo) mais agressivas.
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7 PERSPECTIVAS

v

v

Correlacionar a expressao de Gal 3 com resposta a tratamento neoadjuvante;
Analisar o papel da Gal-3 na protecdo a morte celular em hipdxia por
silenciamento estavel de Gal-3 e estabeler os mecanismos de sobrevivéncia
ao ambiente hipoxico e/ou deprivado de nutrientes em outras linhagens de
mama como a MDA-MB-231 (Projeto ja aprovado pela FACEPE);

Avaliar as modificagdes pos-traducionais de Gal-3 em ambientes hipoxicos
bem como gerar anticorpos para Gal-3 fosforilada e hiperfosforilada (Projeto
ja aprovado, parceria CAPES-UDELAR);

Estabelecer o valor da extensao da hipdxia e do processo de glicosilagdo no
momento do diagndstico para escolha de conduta terapéutica apropriada;
Avaliar o silenciamento de Gal-3 na quimosensibilizacdo e como efeito aditivo
a quimioterapicos ja utilizados na clinica;

Analisar o papel de inibidores de sialiltransferases na quimiosensibilizagao e

no efeito aditivo em quimioterapia.
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