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RESUMO

O cancer esta associado a alteracdes na glicosilacdo de glicoproteinas e glicolipidios de
superficie celular que podem afetar as interacGes entre esses glicanos de superficie
celular e lectinas endogenas determinando o potencial metastatico do tumor. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o glicofendtipo de tecidos de prostata normal,
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) adenocarcinoma proéstatico (AP) e investigar se
estrégeno regula a glicosilacdo alterada no cancer da prostata andrdgeno refratario
usando as linhagens DU-145 e PC-3. As lectinas Concanavalin A (Con A), Ulex euro-
paeus agglutinin (UEA-I) e Peanut agglutinin (PNA) foram conjugadas ao éster de
acridina (EA-lectinas). As amostras de tecido foram incubadas com lectinas-EA e a
quimiluminescéncia do complexo lectina-tecido-EA foi expressa em unidades relativas
de luz (URL). Tecidos transformados demonstraram uma expressdo estatisticamente
significativa inferior de a-D-glucose / manose e Gal-p (1-3) -GalNAc que os tecidos
normais. No entanto, uma maior expressdo de o-L-fucose foi observada em AP em
relacdo a tecidos normais e a BHP. Observou-se uma diminuicdo da expressdao dos
valores de URL por inibigcdo da interacdo entre tecidos e lectinas-AE utilizando os seus
carboidratos especificos. A relacdo entre URL e a area de tecido mostrou uma
correlagdo linear para todos lectinas-AE em ambos os tecidos transformados. Nos
estudos in vitro utilizando linhagens de cancer de préstata androgeno refratario, DU-145
e PC-3 tratadas com estradiol ou estradiol associado a fulvestranto, foi observado na
linhagem PC-3 aumento de expresséo de CMP-Neu5Ac: GalNAc-R a-2,6-
sialiltransferase (ST6GALNac-I) quando exposta a estradiol e uma diminuicdo de
expressdo na presenca do antagonista fulvestranto. Esse comportamento ndo foi
observado na linhagem DU-145. O receptor de estrogeno ERa apresentou diminuicéo
de expressdo em células PC-3 tratadas com fulvestranto, ndo sendo observada diferenca
de expressdo do receptor de estrégeno B em nenhuma das linhagens. Lectin blotting
usando as lectinas VVA (Vicia Villosa Lectin) e SNA (Sambucus nigra aglutinin)
possibilitou identificar a sialilacdo do antigeno Tn nas células PC-3 tratadas com
estradiol, bem como a expressdo do antigeno Tn ndo sialilado na linhagem DU-145 nas
mesmas condicBes de tratamento. A capacidade de migracdo de células PC-3 tratadas
com estradiol, estradiol combinado a fulvestranto e estradiol combinado a SNA foi
avaliada através do ensaio migracdo (cicatrizacdo de ferida), sendo observado que
estradiol induz migracdo celular enquanto que fulvestranto e SNA reduzem a
capacidade migratéria. Portanto, podemos inferir que no cancer de préstata ha uma
alteracdo na glicosilacdo e que estrogeno possivelmente pode atuar regulando a
expressao de glicosiltransferases responsaveis pela alteracéo da glicosilacido conferindo
um potencial metastatico tumoral.

Palavras-chave: Hiperplasia Prostatica Benigna, Carboidratos, Quimiluminescéncia,
Estrogeno, Lectinas, Cancer de Prostata, ST6GalNACc



ABSTRACT

Cancer is associated with glycosylation alterations in cell-surface glycoproteins and
glycolipids that can affect interactions between those glycans and endogenous lectins,
determining the metastatic potential of the tumor. This study aimed to evaluate the
glycophenotype in normal prostate, benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostatic
adenocarcinoma (PCa) tissues and investigate as estrogen regulates the altered
glycosylation in prostate cancer androgen refractory using DU-145 and PC-3 cells.
Concanavalin A (Con A), Ulex europaeus agglutinin (UEA-I) and Peanut agglutinin
(PNA) lectins were conjugated to acridinium ester (lectins-AE). Tissue samples were
incubated with lectins-AE. The chemiluminescence of the tissue-lectin-AE complex was
expressed in relative light units (RLU). Transformed tissues showed statistical
significant lower a-D-glucose/mannose and Gal-B(1-3)-GalNAc expression than normal
tissues. However, higher a-L-fucose expression was observed in PCa in relation to
normal and BHP tissues. We observed an expressive decreasing of the values of RLU
by inhibition of the interaction between tissues and lectins-AE using their specific
carbohydrates. The relationship between RLU and tissue area showed a linear
correlation for all lectin-AE in both transformed tissues. In vitro studies using DU-145
and PC-3 androgen-refractory cell lines treated with estradiol or estradiol associated to
fulvestrant was observed in PC-3 cell line increased o 2,6-sialyltransferase
(ST6GALNac-1) expression when exposed to estradiol and decreased of expression in
presence of the fulvestrant antagonist. This behavior was not observed in DU -145 cells.
The estrogen receptor ERa presented decreased expression in PC-3 cells treated with
fulvestrant, not seen difference in estrogen receptor B expression in any of the cells
lines. Through lectin blotting using the VVA lectins (Lectin Vicia villosa) and SNA
(Sambucus nigra aglutinin) was identified sialylation Tn antigen (sTn) in PC-3 cells
treated with estradiol as well as the Tn antigen in DU-145 under the same conditions of
treatment. Migration capacity of the PC-3 cells treated with estradiol, fulvestrant and
SNA was measured by wound-healing assay (n=2). We observed that estradiol induced
cell migration while fulvestrant (ICI) and SNA lectin reduced migration capacity into
the wounds. Representative image of the cell cultures with scratches at 24 h are shown.
Therefore, we can infer that there is change in glycosylation in prostate cancer and that
estrogen can act regulating the expression of glycosyltransferase responsible for the
glycosylation altered conferring tumor metastatic potential.

Keywords: Benign Prostatic Hyperplasia, Carbohydrates, Chemiluminescence,
Estrogen, Lectins, Prostate Cancer, ST6GalNAc.
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Esquema que demonstra mecanismos de acgdo direto e indireto do
estrogeno ativando os receptores nuclear e ligando diretamente ao
elemento de resposta a estrégeno ou ativando fatores transcricionais
_ como, Fos/Jun, STAT, ATF-2/Jun, SP1 E NFk-B que ligam-se a
Figura 1 . L N 29
seus sitios de ligacdo na regido promotora de genes alvo. E o
receptor de estrdgeno de membrana, cuja ativacdo resulta na
fosforilacdo e ativagdo de fatores transcricionais como, AP-1, Spl,

Elk1, CREB.

Receptores de estrogeno: (A) ERa e (B) ERP e suas respectivas
isoformas produtos de processamento alternativo. DLD, Dominio de
ligagdo ao DNA; DLL, dominio de ligacdo ao ligante; TADDI,
isoformas cerebral com delecdo na juncdo entre os éxons 3 e 4;
Figura2 MBI, isoformas encontrada no cérebro que tem delecédo parcial do 32
éxonl; ERa36¢ uma proteina de 36 kDa formada pela delecdo de
ambos AF1 e AF2; ERa ¢ ERp seguido do simbolo delta (A) séo

isoformas que apresentam delecdes de éxon.

Representacdo esquematica das comuns classes de glicoconjugados

expressos em células humanas. Proteinas podem ser glicosiladas
Figura3 pela ligacdo covalente de sacarideos ao esqueleto polipeptidico via 37

N-glicosilacao (ligado a residuos de asparagina) ou O-glicosilagdo

(ligado a residuo de serina/treonina).

Participacdo dos glicanos no desenvolvimento e progressdo do
Figura4  céncer, estando envolvidos nas etapas de dissociagdo, invasdo, 40

proliferacdo, crescimento, migracdo e metastase de células tumorais.

Vias de biossintese de antigenos O-glicanos truncados. Em destaque
Figura5 a acdo da enzima ST6GalNAc-1 responsavel pela sintese de 42

antigeno sTn.
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InteracOes entre diversos tipos celulares atraves do reconhecimento

Figura 6 ) .
entre lectinas-carboidratos.
Figura 7 Mecanismo quimiluminescente do éster de Acridina. 51
) Reacdo de conjugacéo da proteina (NH, — R) ao Ester de Acridina
Figura 8

N-hidroxisuccinimida,
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ConA-AE (A), PNA-AE (B), UEA-AE (C) purification profile from
a Sephadex G-25 column (10 x 1 cm). Elution was carried out with
Figure1l 10 mM phosphate buffer, pH 7.2. Fractions (aliquots of 1 mL) were 81
collected for protein 280 nm (oO), chemiluminescence (o) and
hemagglutinating activity (e) assays.
Scheme of the chemiluminescent lectin histochemistry. Paraffin
section (8 pum) of biopsies being cut, transferred to glass slide,
deparaffinized, rehydrated, treated with trypsin, washed with PBS,
incubated with lectins-AE and again washed with PBS. Afterwards
Figure 2  the squared-shaped area of tissue section being cut and transferred to 82
a polypropylene test tub and, finally, the chemiluminescence
measured and expressed as relative light unit (RLU). A duplicate of
the deparaffinized and rehydrated tissue sample was hematoxilin
eosin stained for transformed tissue identification.
Chemiluminescence in normal prostate tissues (n=5), benign
prostatic hyperplasia (n=49) and prostate adenocarcinoma (n=50),
Figure 3 using the conjugate ConA-AE, PNA-AE and UEA-AE. Different 83
letters indicate statistically significant. All measurements are mean +
SD of triplicate.
Lectin binding inhibition assay in prostate tissues diagnostic as
benign prostatic hyperplasia (n= 5) and prostate adenocarcinoma
_ (n=5). The conjugate ConA-AE, PNA-AE and UEA-AE were
Figure4 ] ] ) 83
inhibited using, respectively, methyl-a-D-mannopyranoside, D-
galactose and D-fucose. All measurements are mean + SD of
triplicate.
Relationship between RLU and area (0.125 to 1.0 cm2) of prostate
Figure 5 tissue diagnosed as benign hyperplasia prostatic and adenocarcinoma "
prostate by using Con A-AE (A), PNA-AE (B) and UEA-AE (C)

conjugates. All measurements are mean + SD of triplicate.
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Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Figure 5

Figure 6

Cell viability measured by the MTT assay after 4 days of E;
treatment. PC-3 cells were submitted to treatment with E2 (10°-10™)
by 24, 48, 72, 96h and was observed different cell viability in relation
time and concentration of the E2. Experiment performed in

duplicate..

Cell viability though MTT assay. DU-145 prostate cancer cells were
submitted to treatment with E2 (10°-10™) in time 24, 48, 72, 96h
and presented different viability only in relation the factor time.

Experiment performed in duplicate.

Analyze of the expression of the ST6GalNac enzyme and estrogen
receptor in PC-3 cells treated with estradiol and estradiol plus
fulvestrant. In PC-3 cells, increase the expression the ST6GalNacl
was significant statistically when treated with E2 and decreased when
treated to E2 + fulvestrant at time 24 and 48h. The expression the
ER-a was down-regulated when treated with E2 + fulvestrant at time
24 and 48h while that ER no significant difference observed in same

conditions and time (p<0.05). Experiment performed in duplicate.

Expression of the ST6GalNac | and ER-f in DU-145 cell no
demonstrated statistically significant differences (p<0.5) between
treatment. Experiment performed in duplicate. .

Expression profile of the ligands (Tn and sTn antigens) recognize to
SNA and VVA in PC-3 and DU-145 cells treated with estradiol 10°
®M and estradiol (10°M) plus antagonist fulvestrant (10x10°M)
during 24 and 48 horas. Experiment performed in duplicate.

Migration capacity of the PC-3 cells treated with E2 (10°), E2 (10°®)
plus antagonist fulvestrant (10x10°M) and E2 (10°°) plus SNA were
measured by wound-healing assay (n=2). We observed that estradiol

induced cell migration while fulvestrant and SNA lectin reduced

Lista de Figuras

04

95

96

97

198

99



Silva, LPBG Lista de Figuras

migration capacity into the wounds. Representative image of the cell
cultures with scratches at 24 h are shown. The wound is marked by
dotted lines. Percentages of filled wound area are presented lower.
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Lista de Tabelas

PC-3 cells treated with E2 (10°-10™) analyzed though of the MTT

Table 1 | assay demonstrated statistical differences significant in relation time | 111
and concentration of the E2
Cell viability after 4 days of E, treatment. In DU-145 cells was
Table 2 | observed statistical differences significant in relation time of the | 111

exposition.
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= Estrona

E, 17B-estradiol
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1. INTRODUCAO

Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer), o cancer de prostata € o sexto
tipo de céancer mais comum no mundo e 0 mais prevalente entre 0s homens,
representando cerca de 10% do total de cancer. No Brasil, o cancer de prostata é o
segundo mais comum entre os homens (atrds apenas do cancer de pele ndo-melanoma).
Além disso, estatisticas validas para os anos de 2016/2017 apontam uma incidéncia de
cerca de 61.200 novos casos para o Brasil e para o estado de Pernambuco estima-se

2.750 novos casos de cancer prostatico.

Historicamente, os estrogenos tém sido usados pra tratar o cancer de préstata
(BURNS-COX et al., 2002). O 17 B-estradiol (E;) previne indiretamente a progressao
de cancer de prostata através de feedback negativo na liberacdo hipotalamica do
horménio de liberacdo de gonadotropina (GnRH), que leva a diminuicdo da
concentracdo sérica de andrégeno (testosterona e diidrotestosterona), caracterizando um
efeito semelhante a castragdo, sendo portanto, efetivos contra cancer de prdstata

dependente de androgeno (HARKONEN; MAKELA, 2004).

No entanto, por mecanismos de acdo direta no tecido prostético, o estrégeno
pode estar envolvidos no desenvolvimento inicial e proliferagdo celular no céncer de
prostata (BOSLAND, 2005; RISBRIDGER; BIANCO; ELLEM, 2003; SINGH,

MATANHELIA, MARTIN, 2008)

O estrogeno exerce seus efeitos regulatorios na expressdo génica através da
ligacdo a seus receptores, 0s quais na presenca do ligante, atuam como fatores

transcricionais interagindo com sitios especificos no DNA, os Elementos Responsivo a

19



Silva, LPBG Introducao

Estrégeno (ERE), ou interagindo com fatores transcricionais como AP-1, SP1 NF-Kb,

induzindo ou inibindo a expressao de genes alvos (BJORNSTROM; SJOBERG, 2005).

A glicosilacdo é um fendmeno comumente associado com transformacdo maligna,
invasdo e metéstase de células do cancer, de modo que, quase todos os tipos de células
malignas demonstram alterac6es em seus padrdes de glicosilagdo quando comparadas as

suas contrapartes normais (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

Embora muitos fatores contribuam para a glicosilacdo aberrante no cancer, um dos
mecanismos mais importante sdo a expressdo de glicosiltransferases e glicosidases, de
modo que, alteragdo na expressdo dessas enzimas resulta na sintese cadeias glicidicas

alteradas (ramificadas ou truncadas) (MEANY; CHAN, 2011).

Estudos tem sugerido que antiestrdgenos inibem efetivamente o
desenvolvimento e progressao de cancer de prostata experimental e clinico (STEINER,
RAGHOW, 2003; HO, 2004), porém as regulacdes génicas resultantes da acdo desses
farmacos continuam desconhecidos, sugerindo que identificar vias de regulacdo do

estrogeno seja alvo de estudos nessa neoplasia.

No presente trabalho foram avaliados o perfil de glicanos em céncer de prostata
comparado a Hiperplasia Prostatica Benigna e tecidos normais, utilizando lectinas
conjugadas a éster de acridina, bem como foram realizados estudos in vitro onde foram
avaliados a influéncia do estrogeno na glicosilagcdo aberrante em linhagens de cancer de

prostata androgeno refratario.

20
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de Prostata

O Cancer de prostata (CaP), ou adenocarcinoma de préstata, é o tipo de cancer
mais comumente diagnosticado, cerca de 27% do total de canceres, e a segunda maior
causa de morte em homens nos Estados Unidos (SIEGEL et al, 2014). A alta incidéncia
do céncer de prostata deve-se provavelmente, a maior expectativa de vida dos homens
(GRONBERG, 2003) e pelo aperfeicoamento e acesso a técnicas de triagem
diagndsticas, especialmente, a analise do antigeno prostatico especifico (HANKEY et
al., 1999).

Para os pacientes com cancer de préstata localizado, o tratamento curativo inclui
prostatectomia radical e/ou radiacdo como um meio de destruir as células do tumor que
estiverem localizados dentro da capsula prostatica (TAPLIN et al., 2001; NELSON et
al., 2003).

Agueles pacientes com cancer de prostata localmente avancado, cancer de
préstata metastatico e doenca bioquimicamente recorrente apds falha dos tratamentos
localizados, o tratamento consiste na terapia de privacdo de andrégeno (orquiectomia ou
analogo do horménio de liberacdo de gonadotrofinas (GnRH) e antagonista do receptor
de andrdégeno), que na maioria dos pacientes produz boa resposta evidenciada pelo
declinio do biomarcador PSA (prostate-specific antigen) em torno de 90% dos pacientes
(HARRIS et al., 2009).

No entanto, depois de um tempo médio de 2-3 anos, a doenca progride,
tornando-se resistentes a manipulacdo hormonal e os tumores progridem rapidamente

para um crescimento independente de andrégeno (MARQUES et al., 2010).

21
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Diante desse quadro, inicia-se a segunda linha de tratamento hormonal que visa
inibir qualquer sintese de andrdgeno, utiliza-se o dietilestilbestrol (DES), um andlogo do
estrdgeno, suplementando a terapia anti-andrégeno de primeira linha, que mostrou ser
efetivo na supressdo do eixo hipotalamo-hipofise e consequente reducdo nos niveis de
testosterona (BURNS-COX et al, 2002). Devido as complicagdes cardiacas associadas
com a administracdo de altas doses de DES, seu uso foi limitado a baixas doses.

Em homens, a producdo extra testicular de andrégeno ocorre no tecido adiposo
(90%) e na glandula adrenal (10%) e podendo, portanto ser fonte de horménio para
manter a progressdo tumoral, por isso, adota-se inibidores da sintese de andrégeno
adrenal, o cetoconazol e com maior eficiéncia, o acetato de abiraterona sdo inibidores
seletivo da citocromo P450 17 A (CYP17 A) a-hidroxilase e da enzima citocromo 17,20
(C17,20)-liase, que sdo criticas para a biossintese de andrégeno (HASHMAN;
TAPLIN, 2013).

Esta abordagem terapéutica aumenta o tempo de sobrevivéncia de cerca de 4
meses, além de aumentar o tempo de progressdo de PSA e foi relativamente bem
tolerado pelos pacientes que tinham falhas quimioterdpicas (EFSTATHIOU et al.,
2012) Porém a progressdo tumoral persiste apesar das recentes abordagens,

caracterizando-o como cancer de préstata Androgeno refratario.

2.2 Cancer de Prostata Androgeno Refratario

Independentemente dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do cancer
de prostata androgeno refratario, o receptor de androgeno (RA) é considerado a proteina
chave envolvida na maioria dos casos e é critica para promover crescimento das células

do céancer de prostata.
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O receptor de androgeno € uma fosfoproteina 110 kDa e um dos receptores
nucleares da superfamilia de fatores de transcricionais ativados por testosterona, porém
é mais sensivel a acdo da diidrotestosterona produzida no epitélio prostatico pela acédo
da enzima 50 redutase, obtendo assim as respostas bioldgicas necessarias ao tecido
(LAMB; WEIGEL; MARCELL, 2001; DEHM; TINDALL, 2006).

O receptor de androgeno € expresso em inicialmente todas as células de cancer
de prostata e o desenvolvimento do cancer de préstata, bem como a progressdo tumoral
em algumas circunstancias parece depender da funcdo desse receptor (TAPLIN; BALK,
2004; SCHER; SAWYERS, 2005).

O desenvolvimento do cancer de préstata andrégeno refratario ou independente de
androgeno foi inicialmente proposto em cinco teorias por Feldman & Feldman (2001) e
essas sdo amplamente consideradas atualmente, séo elas:

1- A hipersensibilidade de RA: em estado quimico castrado induzido por terapia
de privacdo de andrégeno, tem sido observado maior expressdo génica e protéica do
receptor de androgeno, em modelos in vitro e in vivo, justificado pela amplificacdo do
gene do receptor de andrégeno em aproximadamente 25-30% dos tumores androgeno,
ndo sendo identificada amplificagdo em nenhum cancer de prostata ndo tratado,
sugerindo que esssa amplificacdo é decorrente da terapia de privacdo androgénica
(KOIVISTOP. et al., 1997).

O aumento da expressdo de RA sensibiliza a célula do cancer de prostata em
niveis baixos de andrdgeno possibilitando a sobrevivéncia e proliferacdo dessas em
ambiente com niveis minimos de andrégeno, como ocorre na terapia de privacéo
androgénica (WALTERING et al., 2009).

2- Hipotese de RA promiscuo: Mutagdes em RA é certamente outra maneira

de células de cancer de prdstata proliferarem independente de andrégeno. Mutacdes em
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RA tém sido identificadas em 10-20 % dos pacientes com tumores andrégeno
refratarios, reforcando a hipotese de que cancer de prdstata progride na auséncia do
efeito de estrogeno.

Essa mutacdo ocorre no dominio de ligacdo ao ligante comprometendo a
especificidade desse receptor ao ligante, a capacidade de ligacdo ao androgeno,
possibilitando que outros hormoénios que ndo seja testosterona, tais como estrogeno e
progestinas, atuam como um agonista de RA mutado (MARCELLI et al., 2000).

Por outro lado, alteracdes epigenéticas como hipermetilacdo de RA resultam
em perda de expressao de AR em 20-30% dos canceres de prostata andrdgeno refratario,
inclusive as duas linhagens altamente estudadas DU-145 e PC-3, ndo expressam RA,
sugerindo que mecanismos alternativos independentes de androgeno levam ao
desenvolvimento de cancer de préstata androgeno refratario (HOBISCH et al., 1996).

3- A hipotese “outlaw” de RA: o cancer de prdstata cresce independente de
horménios atraves PTEN mutada ou funcionalmente inativa, consiste em uma proteina
pré-apoptética que inibe a cascata de sinalizacdo da Akt, que desempenha papel chave
no controle da apoptose e proliferacdo em cancer de prostata (SUM et al., 2003; LI et
al., 1997).

4- A hipodtese de desvio de RA: no cancer de prostata androgeno dependente,
durante a terapia de privacao de androgeno as vias apoptéticas estdo ativadas, assim a
superexpressdo da proteina anti-apoptotica Bcl-2, exclusiva do cancer refratario € uma
importante via para burlar a morte celular programada na auséncia de sinalizacdo por
AR, ajudando a células do cancer de prostata a bloqueiar a apoptose (COLOMBEL et al
., 1993).

5- A hipotese de células Lurker: células de cancer de préstata independentes

de andrdégenos existem entre as células-tronco epiteliais mesmo em estado dependente
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de androgeno, assim, ap0s a terapia de privacdo do andrdgeno, essas células
permanecem ativas e multiplicando, mantendo a progressdo tumoral.

Além disso, a eficacia temporéria na inibicdo da progressao tumoral resultante
da inibicdo da sintese de androgeno da adrenal revela que o cancer de prostata
androgeno refratario pode ser mantido por mecanismos que ultrapassam as teorias
acima descritas. Um mecanismo que recentemente ganhou muita atencéo e suporte é a
ativacdo de esteroidogéneses intratumoral, resultando em aumento de testosterona que
pode manter a via androgénica (ARMANDARI et al., 2014).

Baseado nesse fato, foi observado que células de cancer de prostata sdo capazes
de produzir o proprio andrégeno (testosterona e diidrotestosterona) via esteroidogénese,
seja a partir do precursor de andrégeno adrenal (deidroepiandrosterona —DHEA) ou
sintese de novo andrdgeno a partir do colesterol (MOSTAGEL, et al., 2012).

Montgomery e colaboradores (2008), observaram aumento da expressdo dos
genes que codificam as enzimas necessarias para a sintese de andrégeno a partir do
colesterol como as citocromos (CYP11A, CYP17A) e 3B-hidroesterdide desidrogenase
(3BHSD)1 em céncer de prostata androgeno refrataria quando comparadas com tumor
primario, demonstrando a capacidade desse tumor em produzir andrégeno
continuamente. Além disso, observou-se que a alta expressdo de CYP17A foi
significativamente correlacionado com altos niveis de colesterol sérico (MOSTAGEL et
al., 2012).

Ap0s a terapia de privacao de androgeno, foi observado aumento na produgéo de
testosterona intratumoral (de 0,07-1,34 para 0,74-1,44) e comportamento inverso em
relacdo a diidrotestosterona (de 4,6—6,4 para 1,0-1,9) (TITUS et al., 2005;

NISHIYAMA et al., 2007).
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Associado a esses dados a enzima aromatase (CYP19) é cerca de 30 vezes mais
expressa em tecidos de cancer de prostata metastatico quando comparado a tumores
primarios, possibilitando que testosterona local seja metabolizada a estrogeno
intratumoral (ELLEM et al., 2004) sendo portanto, niveis de estrogeno teciduais mais
importantes que niveis de estrogeno circulante na promocéo da carcinogénese prostatica
e progresséo.

Diante desse contexto, pode-se inferir o envolvimento do estrégeno no
desenvolvimento normal da prostata, no desenvolvimento do cancer de prostata

androgeno sensivel e no cancer de prostata andrdgeno refratario.

2.3 Estrogenos e suas implicacdes no cancer de prostata

Os estrogenos sdo compostos esteroides que ocorrem naturalmente sobre a
forma de 17p estradiol (E>), estrona (E;) e estriol (E3), obtidos a partir da testosterona,
progesterona e androstenediona, respectivamente, pela acdo da enzima aromatase, sendo
0 17p estradiol (Ez) o principal horménio estrogénico (MARINO; GALLUZO;
ASCENZI, 2006).

Em individuos do sexo masculino, o estradiol é produzido em baixas
concentracdes (35ng/mL), cerca de um quinto da quantidade sintetizada em mulheres
ndo gravidas. O 17 estradiol (E;) € sintetizado nas células de Sertoli e nas células de
Leydig através da acdo da enzima aromatase que converte de forma irreversivel
testosterona em estradiol (HESS, 2003; CARREAU et al., 2003). A enzima aromatase
tambem estd presente em regides do sistema nervoso central, tecido dsseo, tecido
adiposo e prostata (SIMPSON; DAVIS, 2001).

A acdo do estrogeno € mediada através da interacdo entre o hormonio e 0s

receptores de estrogeno (ERs), que induzem respostas bioldgicas celulares através de
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diferentes mecanismos. No mecanismo de acao “classico”, o estrogeno se difunde para
dentro da ceélula, se liga ao receptor, promovendo mudanca conformacional,
dimerizacdo de REs e ligacao de forma direta do complexo estrogeno-RE aos ERE.

Os EREs podem ser agrupados em sequéncia palindromo perfeito e imperfeito,
de modo que a sequéncia imperfeita difere da sequéncia consenso
(5GGTCANNNnTGACC3" ou 3'CCAGTnnnACTGG5") de um ou mais nucleotideos
(GRUBER et al., 2004). No entanto, no genoma humano, a maioria dos genes alvo de
estrégeno ndo contém um ERE palindromo em sua regido promotora, mas tem ERES
ndo palindromos através do qual a regulacdo do estrogeno é efetiva (ANOLIK, 1995).

Além disso, tem sido frequentemente identificado sequéncias semelhantes a
EREs na regido regulatdria de genes alvo de estrégeno denominadas de unidades de
resposta ao estrogeno (URE). Uma sequéncia URE compreende um elemento
palindrébmico imperfeito ou mesmo a metade de um ERE, as vezes separados por
centenas de pares de bases que por um mecanismo de sinergismo transcricional desses
elementos separados ocorre inducdo dos efeitos do estrégeno no gene alvo (BEEKMAN
etal., 1991) .

Além desse mecanismo de regulacdo da expressdo génica, o complexo
estrégeno-receptor de estrogeno pode ativar a transcricdo de genes interagindo com
fatores transcricionais (Figura 1) como, a proteina Fos e Jun, STAT, ATF-2/c-Jun, Spl
e NF-Kb agindo em sitios especificos nas regido promotora de genes alvos ativando ou
inibir a transcricdo de genes alvo (BJORNSTROM; SJIOBERG, 2005).

Ambos 0s processos resultam no recrutamento de proteinas correguladoras (co-
ativadoras ou correpressoras) da transcricdo génica para promover a resposta fisioldgica
(através do aumento ou diminuic¢do dos niveis de mRNA), esse processo ocorre dentro

de poucas horas (DERO; KORACK, 2006).
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Outro mecanismo de acao de estrégeno denominado “indireto ou ndo genémico”
ocorre através do receptor de estrogeno acoplado a proteina G (REPG) localizado na
membrana plasmatica, cuja ativacao resulta na ativacéo de cascatas de proteinas cinases,
levando a fosforilagdo de fatores de transcricao alvo, como Jun, STATs, CREB (DERO;

KORACK, 2006; BJORNSTROM; SJOBERG, 2005).
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Figura 1: Esquema que demonstra mecanismos de acéo direto e indireto do estrogeno
ativando os receptores nuclear e ligando diretamente ao elemento de resposta a
estrégeno ou ativando fatores transcricionais como, Fos/Jun, STAT, ATF-2/Jun, SP1 E
NFk-p que ligam-se a seus sitios de ligacdo na regido promotora de genes alvo. E o
receptor de estrogeno de membrana, cuja ativacdo resulta na fosforilagdo e ativacdo de
fatores transcricionais como, AP-1, Spl, Elk1, CREB. Fonte: adaptado de Bjornstrom;
Sjorberg, 2005
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O estrogeno medeia suas respostas através de interacdo com receptores classicos,
o receptor de estrogeno o (ERa) e o receptor de estrogeno  (ERB). O ERa e o ERP sdo
codificados por genes diferentes, Esrl e Esr2, respectivamente, que sao encontrados em
diferentes cromossomos. O gene do ERa esta localizado no cromossomo 6 (6¢25.1) e

codifica uma proteina de 595 aminoacidos, enquanto que o gene do ERpP esta

29



Silva, LPBG Revisao Bibliogréafica

localizado no cromossomo 14 (14922-24) e codifica uma proteina de 530 aminoacidos
(MENASCE et al., 1993; ENMARK et al., 1997; OGAWA et al., 1998).

A estrutura do receptor nuclear é caracteristico e bem conservado, consistindo
em um dominio de transativacdo N-teminal varidvel, um dominio de ligacdo ao DNA e
um dominio de ligacdo ao ligante C-terminal. A ligacdo ao horménio induz uma
mudanca conformacional, com liberacdo da proteina de choque térmico, expondo o
dominio de ligacdo ao DNA, promovendo a dimerizacéo e ativacdo o receptor (EVANS,
1988; PIKE; BRZOZOWSKI; HUBBARD, 2000).

Embora ambos tenham afinidades semelhantes de ligacdo com o 17p-estradiol,
os dominios de ligacdo ao ligante desses receptores sdo diferentes, por isso, outras
substancias como fitoestrdgenos e moduladores seletivos de receptores de estrégeno
(MSRES), podem regular seletivamente ERa. ¢ ERf. Associado a isso, o dominio de
ligacdo ao DNA é bastante diferente, justificando as diferentes afinidades por diferentes
elementos de respostas, e isso resulta em diferentes efeitos transcricionais em um
mesmo sitio (NELSON et al., 1999; KULAKOSKY et al., 2002).

Ambos receptores de estrogeno possuem isoformas com varios processamentos
alternativos de pré-mRNA (splicing) que permite que um numero limitado de genes
codifigue muitos produtos (Figura2). A maioria dos processamentos alternativos dos
receptores ERa e ERP sdo gerados por duplicacdo de éxons, insercdo de material
geneético adicional ou mutacGes somaticas que levam a cddons finalizadores alterados
e/ou incluséo de material intronico (PINK et al., 1996; MURPHY et al.,1996).

Existe um conjunto crescente de evidéncias de que alguns processamentos
alternativos desempenham um papel importante em ambos o0s contextos, manutengéo da
fisiologia normal e influencia a susceptibilidade para doengas. Comparando com o

receptor selvagem, alguns processamentos alternativos variantes diferem na acdo que
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eles medeiam como consequéncia da falta de, ou diferente configuracdo de varios
dominios do receptor. Essas isoformas de receptores podem, portanto falhar na ligagédo
ao ligante, falhar na translocacéo para o nucleo, falhar na dimerizacéo, falhar na ligacédo
ao elemento de resposta ou na estimulacdo de fatores transcricionais, além de promover
falha no sistema como um todo devido a competicdo com o receptor selvagem pelo
ligante (PFEFFER et al, 1993; BOLLIG et al., 2000; INOUE et al., 2000; PRICE et al,

2001; TREECK et al., 2007);
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Figura 2: Receptores de estrogeno: (A) ERa e (B) ERp e suas respectivas isoformas
produtos de processamento alternativo. DLD, Dominio de ligacdo ao DNA,; DLL,
dominio de ligacdo ao ligante; TADDI, isoformas cerebral com delecdo na juncéo entre
0s exons 3 e 4; MBL, isoformas encontrada no cérebro que tem delecdo parcial do

éxonl; ERa36¢ uma proteina de 36 kDa formada pela dele¢cdo de ambos AF1 e AF2;

ERa e ERP seguido do simbolo delta (A) séo isoformas que apresentam delecOes de
éxon. Fonte: adaptado de TAYLOR; MARTIN-HIRSCH; MARTIN, 2010.
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Estudos revelam a influéncia do estrogeno sobre o desenvolvimento de canceres

em 6rgdos hormonios responsivos como o de mama, endométrio, ovario, Utero e
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tiredide. Em humanos e modelos animais, tem sido comprovado a acao de estrégeno em
sinergismo com andrégeno como fator etioldgico de doencas da prostata, participando
no desenvolvimento de processos hiperplasicos e neoplasicos prostaticos via receptores,
como hiperplasia prostatica benigna e cancer de préstata (HO; LEUNG; CHUNG,
2006).

Por outro lado, a castracdo quimica resultante da inibicdo da sintese de
androgeno através de estrogeno (17 B-estradiol (E,) e dietilestilbestrol via feedback
negativo na liberacdo hipotaldamica de GnRH previne indiretamente o desenvolvimento
e progressdo de cancer de prostata. Sendo assim, o estrégeno provavelmente possui um
duplo comportamento em relacdo ao cancer de prostata (HARKONEN; MAKELA,
2004).

Ratos NBL (estirpe de consanguineos) submetidos a tratamento com niveis
fisioldégicos normais de testosterona apenas e testosterona combinado com estrégeno
demonstraram uma incidéncia de cancer de préstata de 35-40% quando tratados com
androgeno para 90-100% no tratamento hormonal combinado, indicando que estrégeno
desempenha papel critico na carcinogénese da prostata (BOSLAND; FORD; HORTON,
1995)

Diferencas étnicas e geografica nos niveis de estrégeno fornece uma provavel
explicagdo para a disparidade na prevaléncia de céncer de prostata entre varias
populacbes em todo 0 mundo. Em um estudo com 1413 homens foi observado que
diferentemente do que se postulava sobre diferenca étnicas e niveis hormonais, a
concentragdo de testosterona ndo diferiu notavelmente entre homens brancos e negros,
no entanto, homens negros, onde cancer de préstata € mais incidente, apresentam altos
niveis de estradiol. Além disso, a relagdo E2 total/ Testosterona total foi maior em

homens negros que em outros grupos étnicos (ROHRMANN et al., 2007).
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O efeito do estradiol em linhagens celulares de prostata parece ser dependente
do tipo de receptor de estrégeno expresso, observando-se que 0s compartimentos de
secrecdo e diferenciacdo (células luminais e basais) expressam altos niveis de ERp,
enquanto que o ERa € restrito ao compartimento estromal, porém em altos graus de
neoplasia prostatica ERa esta expresso em ambos 0os compartimentos (IMAMOV et al.,
2005)

A agdo de estrogeno via ERa € capaz de induzir trés diferentes e distintas
patologias na préstata: 1- Proliferacdo aberrante da camada basal do epitélio prostatico
observada em camundongos BERKO ¢ ausente em oERKO (RISBRIDGER et al.,
2001).

2- Inflamag&o, estudos onde camundongos selvagens, BERKO e aERKO sio
expostos a estrogenizacdo, foi observado que apenas os dois primeiros desenvolveram
inflamacdo (ELLEM et al., 2009).

3- Céncer de prostata, o papel do estrogeno e ERa no desenvolvimento do
cancer e suportada pela emergente e progressiva expressdo de ERa especificamente
dentro do tumor de alto grau, com evidente expressdo nos tumores androgenos refratario
e metéastases (RICKE et al., 2008).

Apesar desses efeitos adversos do estrogeno na prostata via ERa, existem
evidéncias substanciais para sugerir que estrégeno também apresenta efeitos benéficos
na prostata. Esses efeitos sdo mediados atraves de ERB1 e consistem em atividade anti-
proliferativa, anti-inflamatdria e anti-carcinogénica.

Pravenotti e colaboradores (2005) relataram que em linhagens de células
prostaticas o 17B- estradiol estimula proliferacio na presenca de ERa, mas inibe

proliferacdo, quando essa forma heterodimeros com ERB1. Assim, observa-se que o
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receptor de estrogeno ER[P parece atuar como regulador da sinalizacdo estrogénica,
apresentando um papel protetor contra a proliferacdo descontrolada de células.

Estudos revelam que no tecido prostatico ha expressao das isoformas ERf-2,
ERB-4 e ERB-5, que formam heterodimeros com ERa e com ERB-1, podendo modular a
atividade biologica desses receptores, interferindo na sua afinidade de ligacdo ao
ligante, na capacidade de ligacdo ao DNA, no recrutamento de coativadores e
correpressores de transcri¢cdo. Porém pouco se sabe sobre os efeitos da expressao génica
dessas isoformas do receptor de estrégeno no tecido prostatico (FUJIMURA et al.,
2001).

Nakajima e colaboradores (2013) demonstraram que o estradiol promove
degradacdo do fator transcricional KLF-5 diminuindo a expressdo da proteina pro-
apoptotica FOXO- 1, promovendo crescimento tumoral em xenoenxerto de linhagens de
cancer de prostata androgeno refratario (DU-145) e comportamento inverso é observado
guando tratado com o antagonista fulvestranto.

Recente estudo revelou que o antagonista fulvestranto atua super-regulando o
microRNA hsa-miR765, que apresenta forte atividade anti- cancer de prostata via
receptor de estrogeno B, inibindo crescimento de migracdo e invasdo em células DU-
145 (LEUNG et al., 2014).

Além disso, em modelos pré-clinicos, fulvestranto tem demonstrado
caracteristicas de uma promissora terapia para cancer de prostata, porém os mecanismos
que estdo envolvidos nesses beneficios ainda ndo estdo bem esclarecidos (CHADHA et

al., 2008; GASENT BLESA et al., 2010)

2.4 Glicosilacéo
Os carboidratos sdo as moléculas organicas mais abundantes encontradas na

natureza, e quase todos 0s organismos podem sintetizar e metaboliza-los. A complexa
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heterogeneidade dos hidratos de carbono em sistemas vivos € o resultado direto de
varias caracteristicas, como a capacidade de formar ligacdes glicosidicas entre o0s
residuos de acucar, caracteristica estrutural dessa molécula, tipos de ligagdo anomérica,
a posicao e a auséncia ou presenca de ramificacdo (MODY; JOSHI; CHANEY, 1995).

Os glicanos sdo encontrados em varios tipos de biomoléculas que podem ser
classificadas em  diferentes familias de glicocojugados:  glicoproteinas,
glicoesfingolipidios, proteoglicanos e glicosilfosfatoinositol (Figura 3).

A maioria dos carboidratos em glicoconjugados sdo oligo ou polissacarideos
constituidos de cadeias lineares ou ramificadas de acucar, estando o0s sete
monossacarideos manose (Man), fucose (Fuc), galactose (Gal), glicose (Glc), N-
acetilgalactosamina (GaINAC), N-cetilglicosamina (GIcNAc) e acido sialico (NeuAc)
em diferentes combinacdes, dando origem a alta variabilidade dos glicoconjugados, e
assim a um alto nimero de modificacbes possiveis de proteinas e lipidios com

diferentes propriedades e funcdes (LAZAR et al., 2011).
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Figura 3: Representacdo esquematica das comuns classes de glicoconjugados expressos
em células humanas. Proteinas podem ser glicosiladas pela ligacdo covalente de
sacarideos ao esqueleto polipeptidico via N-glicosilacao (ligado a residuos de
asparagina) ou O-glicosilacéo (ligado a residuo de serina/treonina). Fonte: Adaptado de
PINHO; REIS, 2015.
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A sequéncia da proteina é completamente codificada pelo genoma, no entanto, a
diversidade da proteina pode ser alcangada por diferentes estruturas da fracdo glicidica,
que depende da sequéncia ou do tipo de glicanos ligado. A apropriada ou acurada
biossintese de aclcar ou glicanos ocorre no reticulo endoplasmatico e no complexo de
Golgi e depende da acdo de enzimas altamente especificas, denominadas as glicosidases
e glicosiltransferases, as quais atuam removendo um ou mais monossacarideos dos
glicanos e readicionando novos monossacarideos conforme a via enzimatica a que 0s
glicoconjugados estdo sujeitos dependendo de células ou tecidos onde ocorram

(FUKUDA e BAO, 2008; GAO, et al., 2008; OHTSUBO e MARTH, 2006).
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Devido a diversidade estrutural dos glicoconjugados, os glicanos atuam como
moléculas de armazenamento de informacdo, sendo atribuido a eles significado
funcional, de modo que muitas informacdes bioldgicas podem residir nas estruturas de
glicanos complexos, devido ao enorme potencial de codificacdo que estd muito além do
potencial de codificacdo dos aminoacidos ou nucleotideos. Este potencial é baseado nado
apenas na variacdo da sequéncia de monossacarideos nas cadeias oligossacaridicas, mas
também sobre a possibilidade de modificacdo pds-transcricional dos aglcares

(JANKOVIC; KOSANOVI; MILUTINOV, 2008).

2.4.1 Papel da glicosilacdo na biologia do cancer

Em virtude de sua localizagdo periférica e a sua capacidade de interagir com
proteinas e modular a atividade destas na interface célula-célula e célula-meio
extracelular, epitopos de oligossacarideos em proteinas e lipidios exercem importantes
funcgdes tais como, desenvolvimento embrionério normal, diferenciacdo e crescimento
celular, morte celular (apoptose), inibicdo por contato, reconhecimento célula-célula,
interacdo patdgeno-hospedeiro, reconhecimento imunoldgico e desenvolvimento de

doengas como o cancer (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

A glicosilacdo aberrante desempenha um papel fundamental nas etapas de
desenvolvimento e progressdo tumoral interferindo em vias intracelulares importantes
como via de morte por apoptose e como epitopos de superficie atuam inibindo as

interacOes célula- célula (MUNKLEY; ELLIOTT, 2016).

Embora muitos fatores contribuam para a glicosilagcdo aberrante no cancer, tais
como, a disponibilidade e localizacdo de nucleotideos doadores de agucar, um dos

mecanismos primarios parece ser a expressdo diferencial de glicosiltransferases e

38



Silva, LPBG Revisao Bibliogréafica

glicosidases envolvidas na sintese e catabolismo dos glicanos, respectivamente. Por esta
razdo, alteracdes na expressdo dessas enzimas pode desencadear uma cascata de eventos
envolvidos na transformacéo oncogénica das células (MEANY; CHAN, 2011; BLOME

et al., 2009).

Os glicanos modificados tém a capacidade de interferir na interacdo carboidratos-
proteinas receptoras ou lectinas e, portanto, inibem o reconhecimento célula-célula e os
processos de adesdo, que desempenham papel importante no crescimento e progressao
do cancer (Figura 4), incluindo eventos como: proliferacdo celular, dissociacdo da
célula do tumor e invasdo local, angiogénese, adesdo a plaquetas (evasdo do sistema
imune), adesdo ao endotélio, extravasdo e metastase (FUSTER; ESKO, 2005; PINHO;

REIS, 2015).
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Figura 4: Participacdo dos glicanos no desenvolvimento e progressdo do cancer,

estando envolvidos nas etapas de dissociacdo, invasdo, proliferacéo,

crescimento,

migracao e metastase de células tumorais. Fonte: adaptado de PINHO; REIS, 2015.
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A glicosilagdo de proteinas pode ser dividida em dois tipos, incluindo O- e N-

glicosilagdo e elas respondem de maneira diferente na tumorigénese e na progressao

tumoral

2.4.2 O- glicosilacgdo e biossintese de antigenos Tn e sTn

A O-glicosilagdo consiste na adigdo covalente de carboidratos a hidroxila (-OH)

em residuos de aminoacidos serina (Ser) ou treonina (Tre), onde a N-

acetilgalactosaminiltransferase ou polipeptideo GalNAc transferase é a primeira enzima

a atuar nessa via transferindo GalNAc para o residuo de esqueleto peptidico de uma
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proteina para formar a estrutura, GaINAcal-O-Ser/Ter, denominada antigeno Thomsen-
nouveau (Tn).

O antigeno Tn atua como o precursor para todas as estruturas core da O-
glicosilacdo. As enzimas B1,3-galactosiltransferase e B1,3-N-
acetilglicosaminiltransferase utilizam o antigeno Tn como um substrato para produzir o
core 1 e core 3, respectivamente. Os core 1 e 3 podem ser mais ramificados atraves das
enzimas B1,6-N-acetilglicosaminiltransferase 1 e B1,6-N-acetilglicosaminiltransferase 2
para formar O-glicanos complexos correspondentes aos cores 2 e 4, respectivamente.
(VAVASSEUR, et al., 1995).

Além das rotas acima descritas, 0 antigeno Tn pode ser substrato de enzimas que
transfere acido sialico. As sialiltransferases humanas sdao uma familia de pelo menos 20
proteinas glicosiltransferases normalmente, ligadas & membrana do Complexo de Golgi,
mas também podem ser sollveis ou ligadas a membrana citoplasmatica e cada uma
catalisa um tipo de ligacdo e tem uma especificidade propria para com o substrato
(GROSS et al., 1996; HARDUIN-LEPERS et al., 2001; CABRAL et al., 2010).

As sialitransferases catalisam a transferéncia de um residuo de &cido sialico
proveniente do acido N-acetilneuraminico citidina monofosfato (CMP-Neu 5Ac) para a
unidade aceptora na posicdo terminal da cadeia oligossacaridica de glicoproteinas e
glicolipidios (MARCOS et al., 2004).

A sialilacdo do antigeno Tn (O-GalNAc) pode ser realizada por dois membros
da familia de sialiltransferases, séo elas, 02,6-sialiltransferase I (ST6GalNAc) I e 02,6-
sialiltransferase 11 (ST6GalNAc I1), formando o antigeno sTn (NeuSAc_2-6GalNAc_1-
Ser/Thr). No entanto, estudos utilizando células transfectadas por cada uma dessas

enzimas tem demonstrado que no contexto celular, apenas ST6GalNAc-1 é capaz de
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sintetizar o antigenos sialil-Tn  (NeuSAco2-6GalNAc-O-Ser/Tre)  conforme

demonstrado na figura 5 (SEWELL et al, 2006).

Figura 5: Vias de biossintese de antigenos O-glicanos truncados. Em destaque a agdo
da enzima ST6GalNAc-1 responsavel pela sintese de antigeno sTn. Fonte: LIMA, 2014
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O aumento na expressdo de sialil-Tn tem sido associado com diminuicdo de
adesdo e aumento de migracdo de células de cancer de mama (CAZET, A. et al., 2010).
Além disso, em cancer gastrico (MARCOS et al., 2011), ovarios (VAN ELSEEN et al.,
2010), mama (KIM et al., 2002) e pancreatico a superexpressdo de ST6GalNAc-I leva
ao aumento da expressao do antigeno sialil-Tn, onde o constitui com marcador de pobre
prognostico.

Em céancer de préstata, um estudo onde foi avaliado a expressdo génica e proteica
das enzimas envolvidas na glicosilacdo, utilizando linhagem de prostata normal

imortalizada (RWPE), linhagem de céncer de préstata androgeno refratario derivada de
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metastase dssea (PC-3) e a linhagem de cancer de prostata andrdgeno refratario derivada
de metéstase cerebral (DU-145) foi observado que a expressdo de ST6GalNAc-I e
antigeno sTn foi maior nas condi¢fes malignas, e entre elas foi maior na linhagem PC-3
(GAO, 2012).

Embora o estudo anterior seja realizado com linhagem de células provenientes de
metastase, observa-se a manutencdo das caracteristicas do primario quando esses dados
sdo corroborados com analise imunohistoquimica de adenocarcinoma prostatico. Além
de ser observado que a expressdo de antigenos STn esta diretamente associado a
progressdo tumoral, uma vez que antigenos sTn foram mais expressos na condicao
maligna quando comparada a hiperplasica benigna e a neoplasia intraepitelial prostatica
(GARBAR; MASEAUX; WESPES, 2008).

A mucina 1 (MUC1), uma glicoproteina de membrana rica em residuos de serina
e treonina passiveis de serem o-glicosilados inclusive antigeno sTn também ¢é altamente
expressa nas linhagens de cancer de préstata androgeno refratario PC-3 e Du-145
(SINGH et al., 2006).

O aumento de expressdo de mucinas-sTn foi detectado in cancer de prostata e esta
diretamente relacionada com grau patoldgico e nivel de antigeno prostatico especifico

sendo correlacionado com pior prognéstico (ARAI et al., 2005).
2.5 Lectinas e sua capacidade em reconhecer carboidratos

As lectinas s@o proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que
reconhecem carboidratos especificos, por meio de ao menos, dois sitios de ligacdo ao
carboidrato, através do dominio de reconhecimento de carboidratos (SHARON; LIS,
2004). Estas moléculas aglutinam celulas animais e vegetais, precipitam polissacarideos
e glicoconjugados. Sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em

seres unicelulares, pluricelulares e plantas (WANG; HG, 2006).
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A pesquisa por lectinas iniciou-se em 1888 quando Herrmann Stilmark estudando a
toxicidade de extratos da mamona (Ricinus communis) descobriu que uma proteina, a
qual chamou de ricina, era capaz de aglutinar eritrocitos animais e humanos, porém o
estudo sobre estas proteinas s6 comecou a ganhar impeto em 1960 (SHARON; LIS,
1998); abrindo uma vasta area de aplicacéo para lectinas (GABOR et al.,2001)

A énfase que é dada quanto a origem ndo imune das lectinas serve para distingui-las
de anticorpos anti-carboidratos que aglutina células. Enquanto os anticorpos sdo
estruturalmente similares, as lectinas diferem entre si quanto a composicdo
aminoacidica, requerimento de metais, peso molecular e estrutura tridimensional. Além
disso, as lectinas estdo presentes em organismos que ndo possuem sistema imune, como
plantas e bactérias (GABIUS, 2001).

De acordo com a quantidade e especificidade dos dominios de ligacdo a
carboidratos, as lectinas sdo subdivididas em: merolectina, hololectina, quimerolectina e
superlectina. As lectinas de plantas geralmente pertencem a classe das hololectinas por
possuirem pelo menos dois dominios idénticos ou mais dominios homdlogos ligantes a
acucares, ou seja, sdo di ou multivalentes, aglutinam células e/ou precipitam
glicoconjugados (VAN DAMME et al., 1996).

Vérias lectinas endogenas animais sdo importantes em diversos processos bioldgicos
fundamentais, tais como controle de qualidade de proteinas secretadas, reconhecimento
célula-célula, interagdes celulas-matriz extracelular fertilizagdo de gametas,
desenvolvimento embrionério, crescimento celular, diferenciacdo celular, sinalizagdo
celular, apoptose, imunomodulacdo, inflamacdo, adesdo e motilidade celular, e
reconhecimento patdgeno-hospedeiro (Figura 6). Muitas lectinas existem na superficie
das células imunes e células endoteliais que revestem a vasculatura, como proteinas da

matrix extracelular ou como moléculas de adesdo solUveis tais como, proteinas
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ligadoras de manose ou lectinas ligadoras de galactose (galectinas), que podem se ligar
aos glicanos presentes nas células do tumor (SHARON; LIS, 1998; FUSTER; ESKO,

2005).

Figura 6: Vias de interacdo entre glicanos de superficie celular com lectinas enddgenas,
promovendo adesdo célula a célula, bem como patégenos-hospedeiro. Fonte: Kappor et
al., 2014

As lectinas de leguminosas existem como oligbmeros, caracteristica natural das
protéinas que exercem tantas implica¢des funcionais importantes, tais como aglutinacdo
de células, atividade mitogénica, entre outras. Todas as lectinas de leguminosas
apresentam estrutura terciaria similar, no entanto, elas diferem consideravelmente na

especificidade ao ligante e estruturas quaternaria (SRINIVAS et al., 2001).
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A Concanavalina A (Con A) é uma lectina vegetal obtida das sementes de
Canavalia ensiformes, € o0 membro mais bem conhecido das lectinas de leguminosas
devido as inumeras aplicacbes bioldgicas. Ela reconhece e se liga especificamente a
residuos de a-D-glicose/manose de carboidratos complexos, exibindo alta afinidade por
oligossacarideos de glicoproteinas e glicolipidios de superficie celular. A estrutura
molecular é apresentada como um tetramero acima de pH 7 e um dimero abaixo de pH
6, com cada monémero de Con A apresentando peso molecular de 26 KDa e um sitio de
ligacdo a carboidratos (CHATTERJEE; MANDAL, 2005).

A lectina Peanut agglutinin (PNA), isolada a partir do amendoim Arachis
hypogea, é uma proteina ndo glicosilada, homotetramérica com monémeros de 27 KDa
que possuem especificidade idéntica a sequéncia de carboidratos Gal-p(1-3)-GalNAc. O
tetrdmero possui um peso molecular em torno de 110 KDa e apresenta uma incomum
estrutura quaternaria aberta, que pode ser descrita como um dimero de um dimero. A
PNA em pH neutro consiste em um tetramero, enquanto que em pH acido ela se
dissocia formando dimero. O termo “peanut agglutinin” foi originado a partir da sua
habilidade em aglutinar linfocitos T e hemdcias tratadas com a enzima neuraminidase
(DEV; KHAN; SUROLIA, 2006).

A lectina Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I) é uma metalo-glicoproteina que
reconhece especificamente residuos de a-L-fucose e oligossacarideos que contém
fucose, como por exemplo, a-L-fuc(1—2)B-D-Gal(1—4)p-D-GIcNAc. A organizacdo
estrutural quaternaria dimérica da lectina UEA-I, bem como as estruturas terciarias das
subunidades monoméricas sdo semelhantes as que ocorrem entre as lectinas de
leguminosas. Todavia, algumas diferencas estruturais monomeéricas sdo observadas,
estas incluem substituicdo dos residuos de alanina que atuam no sitio de ligagdo aos

glicanos especificos comuns as demais lectinas, por treonina nos monémeros de UEA,
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cada um deles possuem dois ios metalicos, um de calcio e outro de manganes e, além
disso, fracbes oligossacarididicas estdo N-ligadas nos residuos de aminodacido 23 e 111
na sequéncia proteica (AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000).

A lectina Vicia villosa aglutinin (VVVA) é uma glicoproteina obtida de sementes
da vicia villosa que reconhece preferencialmente terminal a ou P ligados a N-
acetilgalactosamina, especificamente a um residuo Unico de N-acetilgalactosamina
ligado a serina ou treonina em um polipeptideo, denominado antigeno Tn. Sua estrutura
tetramérica consiste na combinacdo de subunidades A e B, porém a alta a similaridade
na composicdo de aminoacidos dessas subunidades resultam em lectinas compostas de
ambas subunidades Aou B, sugerindo que a vicia villosa pode conter isolectinas
(TOLLEFEN SE, KORNEFELD R., 1983) .

A Sambucus nigra agglutinin (SNA) é uma lectina obtida da arvore sambucus
nigra, tem especificidade de ligagdo pela sequéncia sacaridica NeuAc (02,6)
Gal/GalNAc, ou seja reconhece residuos de acido sialico na posicdo 02,6 (LOPES-

MORALES et al., 2010).

2.5.1 Aplicacbes

As lectinas vém se mostrando como preciosa ferramenta nas pesquisas
bioquimicas e biomédicas, devido a sua estabilidade quimica, facil utilizacéo e sua alta
especificidade no reconhecimento de carboidratos distintos, associada a grande
disponibilidade na natureza, sendo otimizadas em diversas aplicacbes bioldgicas
(SAMES et al, 2001).

Estudos utilizando diferentes lectinas imobilizadas em microesferas de agarose
frente linhagens celulares de colon humanos, nas condigdes normais e neoplasicas,

foram observados que as lectinas reconheciam mais as células de linhagem tumoral e
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que essa ligacdo resultara num maior efeito bioldégico promovendo assim um efeito
inibitério da proliferacdo da linhagem de células do cancer em relacdo a linhagem
normal (PETROSSIAN; WELTY, 2007).

Essa caracteristica das lectinas em reconhecer carboidratos de superficie de
células tumorais, tem reforcado o uso dessas como moléculas transportadoras que
podem ser conjugados com as drogas quimioterapicas e entregar 0s agentes anti-cancer
diretamente no local da doenca, além disso, como algumas lectinas sdo mitogénicas, ela
pode potencializar a eficicia da droga em sinergia (OPPENHEIMER; ALVAREZ,;
NNOLI, 2008).

As lectinas tambeém tem sido utilizadas em outras aplicacdes, como atividade
antimicrobiana, inibindo a crescimento de fungos (FREIRE, 2002), identificacdo de
microorganismo (COBO, et al, 2004) atividade inseticida (MACEDO, 2007),
isolamento enzimatico (LIMA, 1997).

A capacidade das lectinas em reconhecer e ligar-se a glicanos especificos,
associado a mudanca no perfil de expressdo de carboidratos de superficie nas células
tumorais, permite que as lectinas sejam utilizadas na caracterizacdo e diferenciacdo de
tecidos normais e transformados, sendo uma técnica sensivel, estavel e de féacil
manipulacdo, contribuindo com informacdes sobre o desenvolvimento, estagios de
diferenciagdo, grau de malignidade e potencial do tecido em desenvolver metastase a
partir do estabelecimento de perfil de carboidratos do tecido estudado.

A revelacdo do reconhecimento do perfil de glicosilagcdo tecidual através de
lectinas tem sido realizada utilizando varios tipos de substancias reveladoras, tais como
os reveladores cromdgenos cujas lectinas estdo conjugadas a peroxidase ou biotina, as
quais foram utilizadas na investigacdo de carcinoma ductal infiltrante (BELTRAO et

al., 1998), meningioma (BELTRAO, et al., 2003), cancer de pele (MELO-JUNIOR, et
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al., 2006), colite ulcerativa (MELO-JUNIOR et al, 2004), carcinoma mucoepidermoide
de glandula parétida (SOBRAL, et al, 2010), estudo de lesBes granulomatosas ( MELO-
JUNIOR, et al., 2008), mucosa gastrica com e sem H. pilory (MELO-JUNIOR, et al.,
2008), alteracdes no sistema nervoso central (NISHIMURA, et al., 2000) e neoplasias
prostaticas (ARENAS, et al, 1999), (LIMA et al., 2010), os reveladores fluorescentes
como isotiocionato de fluoresceina utilizados em marcagfes em mucosa gastrica
(MELO-JUNIOR, et al, 2008) e quantum dots utilizados em fibroadenoma mamario
(SANTOS et al, 2006) e por fim, os reveladores quimiluminescentes, como éster de
acridina, utilizado em tumores mamarios como fibroadenoma e carcinoma ductal

infiltrante (CAMPOS et al, 2006; BRUSTEIN et al, 2011)

2.6 Quimiluminescéncia

A luminescéncia foi definida depois da descoberta do elétron e da estrutura do
atomo, como sendo um processo no qual moléculas ou atomos excitados liberam o
excesso de energia na forma de luz, proveniente de fonte bioldgica ou quimica (VAN
DYKE, 1988). A denominacdo desses fenébmenos luminescentes depende da fonte de
energia responsavel pela producdo do estado excitado, de modo que, se a fonte de
energia for proveniente de uma reagdo quimica, esse fendmeno luminescente sera
denominado quimiluminescéncia (CAMPBELL et al., 1985).

Os primeiros relatos a cerca do fendmeno quimiluminescente foram descritos em
1877, quando Radziszewski sintetizou a lofina e observou que a mesma emitia luz verde
ao reagir com o oxigénio na presenca de uma base forte, e em 1887, quando Eder

sintetizou o pirogalol. No entanto, a definigdo do termo quimiluminescéncia foi descrito
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pela primeira vez por Eilhand Wiedeman no ano de 1888 (GARCIA-CAMPANA;
BAEYENS, 2000).

A quimiluminescéncia é a emissdo de radiacdo eletromagnética (ultravioleta ou
infravermelho) que é observada quando o produto excitado vibronicamente a partir de
uma reacdo quimica exergbnica relaxa ao seu estado fundamental emitindo luz
(WEEKS et al.,1992). Essa reacao quimica é capaz de produzir energia em quantidade
suficiente para induzir a transicdo de um elétron de seu estado fundamental para um
estado eletronicamente excitado, de modo que, o retorno desse elétron para o estado
inicial resulta na emissdo de um féton (DODEIGNE; THUNUS; LEJEUNE, 2000).

Substancias quimioluminescentes podem ser detectadas na faixa de fentomoles
ou atomoles (10™° a 10™*®) e abaixo de tipomoles (10** mol), com sensibilidade superior
aos ensaios espectrofométricos (10° a 10™%) e fluorimétricos (10° a 10 mol)
(CAMPBELL et al.,1985). VVarios compostos organicos exibem quimiluminescéncia em
condicdes apropriadas, dentre os quais destacam-se o luminol, isoluminol e éster de
acridina ou seus derivados como marcadores utilizados em imunoensaios
quimiluminescentes (RODA et al., 2000).

Embora o luminol tenha sido um dos primeiros compostos a ser descritos
juntamente com o isoluminol e seus derivados, como marcadores de proteinas, eles
apresentam desvantagens a serem consideradas, como a diminui¢do do quantum de luz
quando acoplado as proteinas e o requerimento de um catalisador na reacdo, o que
aumenta o ‘“background”, reduzindo a sensibilidade da técnica (STUART; WEEK,
1985).

Sais de acridina podem ser estimulados a produzir luz em presenca de solucao
alcalina de peroxido de hidrogénio (H,O,), na auséncia de catalisador. Tais compostos

incluem os derivados de acridina, que sdo moléculas que possuem um nitrogénio
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quaternario central e uma ramificacdo no carbono 9 onde esta inserido um radical fenil
instavel (WEEKS et al., 1983).

Diferente do luminol e isoluminol, os esteres de acridina possuem o0 seu
mecanismo de agdo totalmente esclarecido em condicdo aquosa, de modo que a reacao
quimiluminescente do éster de acridina, observada na figura 7, € realizada em solucgéo
alcalina de peroxido de hidrogénio, o qual é dissociado para formar sua base conjugada,
0 anion hidroxiperoxil (HO;), que ataca a estrutura do anel da acridina clivando
maultiplas liga¢des, resultando em um rearranjo intermolecular formando o intermediario
dioxetano, e a sua decomposicao resulta na sintese de uma molécula excitada, a N-
metilacridona, que retorna a seu estado energético basal com emisséo de luz a cerca de
430nm, a qual é registrada por detectores de fdtons, luminémetros (GARCIA-

CAMPANA et al.,2003).

Figura 7: Mecanismo quimiluminescente do éster de Acridina. Fonte: WOODHEAD e
WEEKS, 1985.
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O éster de acridina foi introduzido em imunoensaios a partir da necessidade de

substituir os marcadores radioisdtopos que estavam se tornando poucos populares
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devido a sua curta meia vida, ao perigo potencial a salde e aos problemas quanto aos
dejetos gerados (WEEKS et al.,1986). Sendo considerado um eficaz marcador para
biomacromoléculas recebeu um grande interesse como base para o desenvolvimento de
ensaios quimioluminescentes de alta performance usando moléculas marcadas com essa
substancia (YANG et al., 2002)

A aplicacdo dos ésteres de acridina em imunoensaios quimioluminecentes foi
realizada pela primeira vez por Weeks et al.,1983, na preparacao de anticorpos mono-
ou policlonal marcado contra a alfa 1- fetoproteina, onde foi observado que o marcador
reagia sob condicdes brandas com aminas alifaticas primarias e secundarias, sendo
portanto capaz de marcar proteinas (Figura 8) e além disso foi demonstrado que este

composto tinha alta sensibilidade de deteccdo, igual ou superior ao 1'*°.

Figura 8: Reag&o de conjugacéo da proteina (NH, — R) ao Ester de Acridina N-
hidroxisuccinimida. Fonte: GARCIA-CAMPANA et al., 2003.

o]
° O
S —_—
I . ° o
N/

|+
CH,

o)
O NH-R
S

O uso da quimiluminescéncia tem sido extensivamente pesquisado por décadas,

e uma ampla gama de métodos quimiluminescentes tém sido amplamente aplicados
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tanto na rotina clinica quanto na pesquisa clinica, isso se deve aos beneficios que
incluem alta sensibilidade com limites de deteccdo ultrassensivel (attomole-zeptomole),
sendo capazes de detectar com precisdo, em concentracdes muito baixas, enzimas,
espécies reativas, proteinas e acidos nucleicos, entre outros compostos de interesse
bioldgico, seletividade, desenvolvimento de ensaios rapidos e uma ampla gama de
aplicacdes analitica (KRICKA, 2003).

Entre os varios marcadores quimiluminescentes, os ésteres de acridina séo
particularmente atraentes porque tém altos rendimentos quanticos, com limites de
deteccdo na faixa de atomoles, exibem emissdo rapida de luz, possui um pequeno
tamanho que permite protocolos de marcacdo simples para proteinas e acidos nucléicos,
sdo soluveis em agua e estaveis contra hidrolise (NATRAJAN et al., 2010) Baseados
em tais propriedades, eles sdo usados em andlise ambiental, testes bioquimicos e
imunoldgicos, ensaios de atividade enzimatica e marcacdo de fragmentos de
oligossacarideos para quantificar bactérias, virus ou outros biomarcadores (XIAO-JING

et al., 2009).
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3  JUSTIFICATIVA

A identificacdo de biomoléculas com potencial para serem biomarcadores que
revele caracteristicas bioldgicas ou que seja capaz de predizer progndstico em uma
doenca com comportamento heterogéneo como o céncer, é alvo de investigacdo na
comunidade cientifica. Este estudo se postula a investigar o perfil de glicosilacdo em
tecidos hiperplasico prostatico e cancer de prdéstata utilizando sondas sintetizadas a
partir da conjugacdo de lectinas ao éster de acridina. Prosseguindo essa investigacdo
buscaremos corroborar os resultados obtidos inicialmente, avaliando in vitro se os
hormonios esteroides, especialmente, estrégeno podem atuar regulando a expressdo de
glicosiltransferases em linhagens de cancer de prostata refratario (DU-145 e PC-3), e
como isso pode afetar a sintese de cadeias de glicanos alteradas no cancer de préstata,

bem com se podem esté atreladas a progressdo tumoral.
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4

OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar o perfil de expressdo de residuos de carboidratos em tecidos

prostaticos humanos em condi¢cBes normais, hiperplasica (Hiperplasia Prostatica

Benigna) e neoplasica (Adenocarcinoma Prostatico) e investigar os efeitos do 17 B-

estradiol frente aos aspectos glicobiologicos em células de cancer de prdstata hormonio

refratario (linhagens DU-145 e PC-3).

4.4 Especificos

Desenvolver os conjugados lectinas (Con A, PNA e UEA-I) éster de acridina;
Marcar os tecidos prostaticos em condi¢Ges normais, hiperplasicas e neoplasicas
com os conjugados e quantificar por quimiluminescéncia 0s grupos;
Correlacionar a intensidade de emissdao de fotons (RLU) com as condicdes

neoplasicas e sua subsequente expressdo de residuos de carboidratos;

Avaliar in vitro a expressdo proteica da glicosiltransferase ST6GalNAc, 0s
receptores de estrdgenos subtipos o e B, em linhagens de cancer de préstata
andrégeno refrataria (DU-145 e PC-3) na presenca de estradiol (10°M) e

estradiol (10°M) + fulvestranto (10x10°M);

Avaliar a expressdo de glicanos correspondentes em linhagens de céancer de
prostata andrégeno refrataria na presenca de estradiol (10°M) e estradiol (10

M) + fulvestranto (10x10°M);

Avaliar a influéncia da glicosilagcdo no comportamento celular, através de ensaio

de migragéo.
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peanut aFslatirdn (PRA) @nd Lli=s suroDessus
aEElutinin MAEA-1), reapsctivaly, spaciic bo o-O-
Slucoes/mermons, Gol-BA-3-CalMsC ard o-l-
Tucoss, wens Conjufsted o eondineaom satsr
[AEL The dercvaiives esciino-5E) were waed to
svalucis the Swophanotyps of prostots e
auesa [PTa, HEF gnd norme’. Prassous reiporin
harde umesd thaas lsctng o evalughs the @fyco-
cods of proetogbs tisouss but (Sbeling them with
peroxdcns [13-13]. Thas & OOMmpsiramsn Couid
b st e Dabwsen thes prasent procsauns
ared theoms CoaThriburtiome. Baasdss theaes s beo-
logrcal relevant corbobpdrobs ressduss o meong
othara [1]

Materiad and meethods
Reog=nts

H-hydroaymsccinimede-activatsd dGmethy ecre
dirium seisr [CMAE-NHSL1BEE-1-53-070rFc-
nic Lab was Bemdy suppdied by Or. H. H. Wieatall.
Com &, PR, UEAH, M,MN-dimesthyriformameds,
trypain from porcine porecress.  mesthy oD
manmnssds, C-folcctons, o-L-fucoss cnd Se-
phiodex C-25 wers purchoesd from Sifmea-
Aldrich (3t Louis, MO, USAL Chamilurmenseosmt
dadectann woe  performed usng ST
Foczemnt TEH S0O0T (B emans Medac el 2o kutono
Dicgnoot:cn; Marvern; PA] USEA] compossd of
Do H:l::i: in ol N HI'.I-I:I. gnd 025 M MHaDH.
Xylsne and sthonol wens obtonsd from Mearck
[Carmotosdt., Sermany)l. &P othes chemecal
reQEanin L wars of orsiltical @ rods.

Eampl=a
Proatabs fragments daesnoosd o BFH in=28],

PCa in=50) ard normal humen proaicids (n=s)
were dbbtomed theoush  panafEncemnbesddesd

Evizinemma froem Taeaws Eank of the Thimnec Hoopital

et the Fasdargl Uneesrsty of Permambuco,
Forthesaaterm Broxl. The ssreace petholostain
undar Cr. Marcng Monbsnesos s Welo Ling
Ivgderain pesrformesd the diggEreossas of proeisd-
iC msopisema. Patant's agsa for EPH and PCa
varesd batwesn 47 cnd 28 Pears fmacn 23} amd
S& @nd 24 Feare (maan E7 ), reppachively. Tha
Hegfth Scesnce Cearire Esoethioal Bocerd Trom
Fadaral Unvaraty of Permambuco, Brezid CERY
CCEAUFFE Mo 195°08, approved thae abudy.

Con A, PHA gng LEA-] sonjuiiahions with aon-
SR eafer CAE)

AE wah ConuEeted o Msoting eocomdng o [14].
BrosRy, scting (L mil coarbsimang 2 g of prorbsan)
waare incubsarbed with 10 pl of ecridinium sadsr
polution (0.2 mE douted in 400 pl of MR-
dmethyificermameds) Tor 1 h ot 255C under rota-
iy Stin M. The Conj usarte | ctn-AE ) wices o ppded
o @ column of Saphades S-25 (A3 = 4 ool pre-
vioualy soulibrcisd with 40 mM phosphobs
tarffer, contamng 015 M Mall (FB3) pH 7.2,
Ered & hubed with thes buffsr. Alguots (1 mil] wens
collschksd cred ther probsan Conbent woee spesc-
troghotomestrically dedsrmaresd gt 220 nme. Che-
il Lrmi nasas srece of the aomes gliguodn wias @ b
eooEysd wiih sodutions of 0.5% HL.O, in 0.4 M

HMO, (50 pL) sind 0,25 M NaOH (S0 L) usend @
lurmsinoimester Modulus Zings Tube SD00-000

[Turnar B atsma, 12351 Thes srmissdeon smisn-
pity ‘wea determinad ao radative et uniks (RLLT
with @ cowmting timis 0f S pEConon Fesr somnks.
Aftsr conjugat:on, Con &-AE omd PRA-SE wans
ey plucisd refcrdre the mgintsngnos of ite cer-
Escifiydradn: recodnitson propsety (homms g fuwtinet-
iNE Gt raity) usnng Surtoraidehydes tregbed rabbek
erythrocyrtss cnd human seytheocytss fioer 1IES-
&E (Baftrio ot ci., 1889) Fractions Come-
pponding o prodsin @nd Che TR NS D
pemiks wers paooled cnd protesn Concentrothon
Wl Mmsaared [14]

Lentin histooh=misny

Parafin pecton (28 g of somples wers ok,
tranefarrad to glaoo abdss, deparafhnesd oo
xrlams (onos S min, and thres-fold 1 min} amd
reihydrarbesd an & rodied lcohols (Hhness-fiokd 100
ered omcs 709 - 1 min sgoch) Shdsa ware trecd-
ad with OU1% (w'v) trypain soiutaon &t 375 for
o minutsa. Shdse were waahed [twics, S man
each tims] with PEE. Afterwands tioous alicso

Int J Thm Exp Pathod 2004 T TS 800-2808
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m-u! rartion profie from o Sephades G-25 oolumn (20« 1
ey = omL EluSion was caeried out with 200 mbd phospharis
i barffer, pH 7.2, Fractions [aliquits of 1 o} were ool
[T lecind for profein ZB0 nm |o), chemiluminesoenon
{2 and hemaggutinating ooivity [+) assays.
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Deparaffinization

ot Hydation Trypsin 0.1%
: . -
— # —
Bum He . Imin 37T
SREIN AN
= Lisctin-AE
“ {N00 L £ 100 pig L)
FATE &S

Washirgs with l
PHS pH 2.2

S - | R

B35 o

Figure 2. Schame of the chamiluminessoent leotin histochemistre. Fomaffin seofion (8 pmi of biopsies being oot fraresfemed in gass shde, deporaffinined, refwdraied,
treabed Wit trypsin, washed with FES, Incuberind with ksctins -AE ond again woes hed with PES. ARenwords thie squaned-shaped ansas of tisssees ssothon belng out and
trareremed o o polypropyiena test tub and, firadly, e cemiluminasoenos measured and asprossed os relstva light unit (RLIG A duplicads of T depanainized
and rehydemind tesun sormple was Femairodlin eosin stained for ransformed tsue dentiflortion

28032 Imt ) Cn Exp Pathol 20447 TR3800-3808
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TREN

P

Figeen 3. Chemiluminesoesnon in normal prosiabe
tssues (n=5], bonign prostatic hwpermplasia [ned4)
and prosimin adenccorninoma (n=50), using the
pomjugats Cond-AE, PMA-AE and UEA-AE. Diffesarmt
letters Indicoie sintisticaly significant. Al mensuns
misTis ans maaan + S0 ol triploatn

were inCuberbed with st ine-2E (100 pl condsene
ing 10 ug of probean for Z b at 45C followssd by
wimshing (thrsa-foid S5 min} with 15 mL of FBES.
Tha areg cormssponding to teasus  sschon
jpguErs-sheped] weos definad a8 .25 cm” using
g homsmmede: meoid. Preveows o chesen ms e
Cont seacy, aicea from the esksched parahen-
smibeddmd beopeess were atcoresd with hesmae
tomilin sioaan @nd scemmaned by cotec mcrnecopy
Tor lpcalizing the fumor crec. Then the teausa
ware Ll woih @ beeboury, reemeoressd from gloon
abdes and framefsred o o pobpropyienss Teat
tub comtaming S0yl of PEZ. Finaly, RLU from
tesusoousrsd aomokss wers  oboagdyed oo
Omscribe=d gboee. Trphceis mscEursmenio
wars corresd out throughout thio abady. Lectn
bamding imhibiton ooeo e wers oo oomolehed by
incubatires acch lechn soluton with 200 mM
mesthyi-a-D-manroids (Son A), D-gZolachoss
[PHA) mnd o-L-focoes AEA- ) Tor 45 min at 2590
prior to theser smoubetbon with tisouss. The fol
lowsnes mhapn wers thoas dsscribed Tor the: bind-
ing protoonl [eifter Lectin-AE smoubatoni

Arma VErELE GarEonoetE ERDrEsson Dol
tioen

The profiks of carbofrdrote sspresoon, revecled
by chamalurrensocsnt smionmon dus 0 ppecihc
lsctn Dinding, Wwon &led sveugtsd a8 a functon
of Gesus area [0.125 to 4.0 cnv weing GEpropr-
gbts homamods moidel Thass differsnt Cesus
mize sampiss of BPH and PCo wers procsadsd
amilarty go sbove deacribed (lectn histoohesm-

§ 8 5

RLU 5 107

L

Wi Lorsin, 1ypune

Figues 4. Leotin binding inhisiion assoy o prosiate
tissues dagrastc as benign prostaiic hieperpiasia
[r= 5} and prostate pdemocacinoema jn=51 The oon-
Jugate Cond-AE, PRAAE and UES-AE wene inhibfbed

using, respectivly, mathyla D-mannopsTanosios, O
golsmtres and D-Tucose. 8] ManSUrSTants are mean
+ 50 of Triphioste.

iwtry] wming Con A-5E, PHA-AE @nd DEA LAE
COnpLE e,

Shadistical anaksil

Tha poftesrs Orgn Pro 8 (Origin Lab Cor-
poration, Ona Roundnoues Fleza, Northamiobon,
W& SASED UEA) won uesd for the stotatical
en@iynie @nd dats wers aepresssd oo mesan £
ptandord deviation S0 Ciioaned dots wens
cormoared wsng SMOWVE teat folowsd by poet-
ooz Ty imat fior Con 4-5E amed LIEA FAE reauiin
emnd  Frosho-welle Toldowsd by poot-hoc
Comoer bast for the PHA-AE rasuts (P < QOS]

Resuls

A typicel purrhcaton prodie of Com A, PNA ard
LIES-] lactns conpusated o gorsdinmm sabsr o
demonstratesd in Figure 1 (&, B and C, reapsc-
Eemlyl i con b obosreesd thot ol siuton pro-
flsn phiowsd cheorbcnos 200 mm (probesn) amd
chemiuminssosncs Deeke arourd ths 10®
fraction, imdicating that the loctime obtoined
fromn thesss @liguotn wers Conpusabsd o @ordn-
i sater. Tha other Chamilumanssosnc s psokn
wikhoat concomitant protesn pressncs Comme-
ppondasd b the fras sater. Furthaemnions, s R
s damnoratnotess thict ofisr the peocsas of Con-
juEstion ard shuton ol ectin oonugoben wens
otell Caipaibbs T peooEmDs thesiir opasCiRc Carbohny-
dretes by PemocEfutnobng  oothety  osady.
Thaes reoutts showsd That thes conpusation dad

Int J &im Exp Pathol 2014 T T1E3800-2808
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Eij=i§

=i EHE i FCa

-+ LiF =

ig [F] |_|: iul |.l|. u 1_-:- ' 31 mA & EE 1B 13
varsints i drwan (o

Figure 5. Anlatonship beteeen RLU snd oren (00125 S 1.0 om) of prostote Sssun diognosed &s Dendgn yperminsio
prostafc and adenoomrinoems prosiote by using Con A-AE (&), PHA-AE (B} ond LUEA-AE (O] conjugates. AN massune

memns ane mesn = 50 of friploste.

Not cEwes Baotin strochores sMsratcong too intee-
Tare theor carbobpdrates rescogniton orbea.

Figwre 2 pohemetcsly iPustratss this chemiiu-
meressDsnt  lectn  hetochesmenbry procesdurs,
Con 24-8E, PMA-AE and VEA |-AE comjugaobss
wers ussd to imessti Fode he @ yoomhemotyps on
progtetsr normml end neopoats tanuss. The
findingg resutte @ne displayed in Figure 3. & woo
obsriesd @ lower sspresesion of o-C-glucoos”
manresls rsscduss, recognosd by Con A-AE,
badbwaan the EHF (228831 4+ 17 438 R amd
PCa (238520 £ 132 =pa AL} tiosues crd the
nommial (287,588 + 48550 RLUL The trene-
Tormed prootet:r esuse prassnted amn aoDnse-
amon  of o-C-flucoosymannoss SEn ety
lower (o = D05} when Ccompsirsd to moemmal
progtotc  taauss. Howesers the difessoos
bstwman malignent ered bensn tesoss woo nok
artartitcsdly mEnehc gt

The sogoress.on patbsm of B-Geld-3r-Cakoc
giso desoeoesd in BPH (28 754 + 2457 RLU
ared PCR (AE7I8 + 1. 204 RLUN compared to
normial tesuss (09289 £ 22338 RLUL
Mesertheleas, ototetic sifnficent dfferencss
ware obssrvesd amaong the toousas (EHF amd
PCal &and beatwsan thess two conditiona amd
noeTrig] T,

In relation b0 o-lfucoss it wss oboosresd En
incragos of the sxpreso:on in Poa (251 1348 &
14 183 AU} comparsd to normal (200878 £
21 338 AL} emd BEHF (188, 752 + 10 284 RLU
taauss. Theos difTerances were obobatcaly
agnhoant.

Inkibfion ao&ayn [Figure 4 woes parformesd
uzing mathy-o-C-meannoprranodds, D-Zaiac-
toms and C-Nacoes sesars for Con &EA PRA-ES
ard LUEA--EA, mapeactily. K woa cbhesrved Gn

srprasne decragong of the AL valusae for all
inkbeind sctinn-5E Howesyvar, the inhibkon of

the PRlA-AFE wobn relatoealy owssr (from 27, BET £
1648 0 15,242 + 2,736 in HFE anrd PCa e
pUsaE (from 22830+ 1 11910 14 283 4+ 4 F54).
Thesss descregsss in RLU valuss sufEsot thet
meon-apsceh bimding batewsn the lectme-EA
ered ool purfacs = roocon usabes picrsd mot nsl-
BRI i,

Ths rstgtonohip Debeesn FLU ord Tinaus o
phowssd @ liness comeiation for & lectne-4E

erd tranofomed toouse (Figue Bl Theos
ressuibe revsal thet the intenaity of smethed light
i derectly proportsonal o eneeel clbbs ©aeus ores
oo wel go o the condent of sxpossd carboby-
drohe e e,

Cisc ussion

Glyoams ars amvodeed om severcl  piensologoal
ered pethodicetce’ comdifions ouch ca hioad-
paatheligsn inisrgoioong, ifsmmation, desslop-
mant @nd malEmmncy [LS5] Ths Ccenosr o
enpoCigbed with flrcooyleton afesratong in gy
coproteing amd Eyoodipeds (18] Theass changso
can affect amtergctions Debasan bumor Cs oo
facs ghhcora and sndofsnous lecting, whch
miay desbsrmins the metcetob:s potential of thes
tumor el [17]. Ssvers] common structural
Chcn@ss oOOr N Tumor EIyCend, imclodng
iNCragsss in e sl of thuncaton ard bramch-

ing o struchurss e well G an mcressed &g
peon of ureeual tesrming seauencms [1E5].

Shudisn preasartesd syvadsnoss susdsntng thet
e Eircoaylation of probtsing wea mod-bsd n
bl EPFH amd progstetas cansimoma [191-13].
Hiwevesr, Ghesss reporbs smployed differsnt
eporoaChes from thee work. Laciing wens

Int J Simi Exp Pathod 2004 7 T 2800-2808
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labesbsd with peoxideas @nd the olainsd T
musa ware arbelrordy ouanihed by imaEs
B o

This preaant shudy demonstraisd that ths trane-
formiad prootatc Gesuse prassnted omn sopnse-
an of o-C-fFlucobs/mannoss  EEnecaty
lower comipered i0 mormal proototoc Coauss,
Hiowasvar the diffsrsncs batwssn mialZnent and
beenign conditbong was not ohabetosly asnd-
cant. Thass reaults diagrss woth thobs rsport-
ad by [13], whars they notsd Gn ncreces of
o-Ci- g U Do, TR MO AR N oni By perpla-
iC tieauss Ccompered f0 normal end prostatic
pdsnocarcinome toosuss. Other ohedy, &leo
pbasried @ REh aspresdon of FluCoos men-
noss remduss in proetetic teaws however, it
Wiad niot obasrved sEnhcent diffamsncsae among
the normal, bang@n prostolic hyparplesic and
DrOEEEtC GOSN iNoMme THausa.

Tha recosnition of the pottern of Cai-pi-3F
GalNac sxpraaaron obtained by PHNA-AE aooord-
ing to s work showsd o decregaing i thees
Fhycmns wiih the tioous traneformmaton proosss.
Thia RLU valuss (Gal-Bil-3FoalNG arpraason]
proganisd the followsng orders normal toows =
EHP = PCa. Theo#® results ore condsabsnt with
thoos demonotreisd by [13], deapite the differ-
anca of mathodolofsa. However, [11] reported
differant bahavior. They nobsd that P pre-
sanisd @ lowsr atining oo nosmial progtots and
benign proatetc hyparpiesic, and & strongsr
wtaning in progtatc adendConrcnoma. oo
worthwiils to cell attertaon to the foct that RLL
valuaa for PHA-AE megfendng the trareformed

tisaiess [BHP and PCa) ars the oweat suffsat-
ing that SakFEL-3-GalNes sopresson o dree

martically raduced under thass conditions. Tha

e lactin-AE complias inhibitaon by galactoes
Wil @ mot 6o intanas like for the other WsC-

timerAE inkibetion etudiss, The anaiFoae of the

trenaformad progtotsc teouss with PNA-AE
arelyni deasryss further pbudisae,

With rsapact the ssprsason Of LNucoss rsar
duss detifed by LIEA-I-AE thes work demon-
streind the inCressng sxpreassion in Pos comr
pared o normal tissus. Howeyar, this sxpraasion
decragasd o EHP that pressnied & lowsr ALL
valusa thon PCa and mormal toous. Thass
rsgutbe Corrobonate thoss reporisd by (11, 17].

Thia incCragosd sxprssion of L-iucoss readuss
in the mahgnent condiion hea glso Deen

obesried i the corbohydrates frection of

parum F2EA from indiveduale with proeistic ade-
FeDCRNCiNOME [18].

Lectina congugiatad to @ chromozsnic lsbel havs
beman widsly adoptsd oo hiotochesmace! probss
fior amvsatigetion of @ycophenotyps from var-
o humani normial @nd milignert teouss [20-
241 Thes @na’pess of theas stoined preporc-
fong wars sther parformad theough Light
mRCroaCopy by am obesrver or quertfed by sev-

arol morphomatnic propossie. Hans, Chsimilum-
memsCmart probea | lactnae [chsled woth sordinium
sater] provided @ Bimoks, opsCRc and afRosnt
tool in thes queettative daterminaion of the te-
ous giycocode @a previously reporisd by (3, 4]
fior humian breeot Geaus, Ths procsdurs @ ths
fAret rsport for proetatic tranaformied tesusa.

Hrs, ca reporiad on thesss previoun works from
of our kb, 7 weo obosrved nedationehip between
e hght smitisd by the chesmilumersscsnt
rsgition (AL and the tisous arsa. The nabuns
(lin&zr, Wyparbolc @and other paromistens) of ths
mslgtionehip differsnce alliows f0 study the
Hination batwasn sCting and taauss. Tharsfons,
the quantistive sdvantoge of the uas of chami-
lumensacence to setabliioh the @ycophenotyps
of teaus may add other deis to the cmalyme
puch go maximum Carbobydrebs par Geaus crea
arvd ooaocaton daacdieton conatsme.

Ini ComCisesgn, normal, bansgn progtetc hyper-
pemie end prosteir odenocarcinome Do
BEMpiss ware moubgted with Concsingvalin &
(Coni &), Peanut sZgflutinin (PHA) and U suro-
pasun sEsutinen (LEA-) bscling conpuserted to
gCradinium satsr (Laclin-AE). The chsmilume-
nsscance of the Gosus-dsclin-AE complex
sprassed in retgtie [ENE units (RILLY showed
ptatintcsd mifnehcgnt dffsrancen depanding on
e [actin and the teaus. Tha [ight smithsd was
dimenahed by nhibiEng the inisrecton bebessn

Gaauss Gnd bscting with thaisr opsceic carbiohy-
dretsn. The relgtonahip batwasn RLL and te
pus s showsd & hrear coreletion for @l sc-
ErrdE end prostobc tssuss. Theos reoults
indic@ts thet the weed method o 8 promesng
tool for epsCEc, senelive and guantistive
arlyoae of prootatic ghoophemnotype.
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Abstract

Aiming to investigate if estrogen regulates glycosylation we used DU-145 and
PC-3 cells both originated from Prostate cancer refractory-androgen. In DU-145 and
PC-3 cells treated with estradiol and fulvestrant were observed that estradiol regulates
sialyltransferase ST6GalNAc | expression in PC-3 cells and the actin of the antagonist
fulvestrant inhibits this regulation. This behavior was not observed in DU -145 cells.
The estrogen receptor ERa had decreased expression in PC-3 cells treated with
fulvestrant but no detectable differences were seen in estrogen receptor 3 expression in
both cells lines. Through lectin blotting using the VVVA (Vicia villosa aglutinin) and
SNA (Sambucus nigra aglutinin) lectins were identified sialylation Tn antigen (sTn) in
PC-3 cells treated with estradiol as well as the Tn antigen expression in DU-145 under
the same conditions of treatment.

Migration capacity of the PC-3 cells treated with estradiol, fulvestrant and SNA
was measured by wound-healing assay (n=2). We observed that estradiol induced cell
migration while fulvestrant (ICI) and SNA reduced migration capacity into the wounds.
Therefore, we may suggest that estrogen can act up-regulating the expression of
sialyltransferase ST6GalNAc and the synthesis of the sTn antigen important for tumor

progression.

Keywords: Estrogen; Prostate cancer; ST6GALNac

90



Silva, LPBG capitulo Il

1- Introduction

Prostate cancer (PC) is the most commonly diagnosed cancer and the second
leading cause of cancer death among men in the United States (Siegel et al., 2014).
Prostate cancer is diseases with heterogenous behavior that can remain indolent for
many Yyears or rapidly present a progresson, but, still lacks biomarkers capable of
distinguishing between indolent the disease and aggressive disease, the latter with
rapidly progression to metastastic disease, which is often lethal (Klotz and Emberton,
2014).

Prostatectomy radical is the treatment strategy to indolent prostate cancer, but is
not an interesting option of treatment due some side effects of incontinence and erectile
dysfunction. Patients with locally advanced prostate cancer, metastatic prostate cancer,
and recurrent disease are treated with androgen-deprivation therapy (ADT) with
gonadropin-releasing hormone (GnRH) analogs and anti-androgens (antagonist of
androgen receptor local). This therapeutic approach is an effective first-line treatment of
prostate cancer, which is often initially effective. However, recurrences of castration-
resistant forms of the disease within 2-3 years can subsequently occur, despite
continuous hormonal manipulation (Karantanos et al., 2013).

Estrogens, particularly diethylstilbestrol (DES), have been used to treat prostate
cancer. Prostate cancer growth prevention has been achieved by using estrogen thought
of the action on hypothalamic release of luteinizing hormone-releasing hormone (LRH)
that leads low serum androgen concentrations and castration-like effects. Thus,
indirectly estrogens are effective against androgen-dependent prostate cancer (Burns-
cox et al., 2002).

Paradoxically estrogens might also be involved in the initial development of

prostate cancer (Singh et al., 2008), and prostate cancer cell proliferation is directly
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regulated by estrogens (Bosland, 2005; Ho, 2004). Studies have suggested that
antiestrogens effectively inhibit the development and progression of experimental and
clinical prostate cancer (Steiner and Raghow, 2003; Nakajima et al., 2011; Yuet-Kin et
al., 2014).

In cells and tissues under hormones tightly regulate these processes and
consequently two key enzyme families can play important role: fucosyltransferases and
sialyltransferases (Medvedopa et al., 2003). Glycosylation can alter protein function and
has a key role in many important biological processes in cancer including cell adhesion,
migration, interactions with the cell matrix, immune surveillance, cell signaling and
cellular metabolism (Munkley and Elliott, 2016).

The prostate produces many glycoproteins highly O-glycosylated called mucins,
either secreted or surface-associated. Besides that, study assessing the gene expression
of human prostate cancers shown that mucins 1 (MUCL1) is upregulated in subgroups
with feature clinicopathological aggressive and increased risk of recurrence (Lapointe et
al., 2004).

The O-glycosylation of protein is an abundant and diverse form of post-
translacional modification that is initiated by a family of enzyme called polypeptide N-
acetilgalactosaminyltransferase (GalNAc-transferases) that catalyze the transfer of
GalNAc from UDP- GalNAc to serine and threonine residues (Clausen and Bennett,

1996).

The formation of the sTn antigen can be mediated by expression of the
ST6GalNAc1, an enzyme that catalyzes the transfer of a sialic acid molecule in an a-2-6
linkage onto the Tn antigen, resulting in Siaa2-6-GalNAcl-O-serine/threonine,
mutations and loss of heterozygosity of the COSMC gene, that codes a COSMC

chaperone protein, used for the correct folding and activity da core 1 beta-3-
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galactosyltransferase (CLGALT1) enzyme responsible to catalyzes the common first
elongation step of the Tn antigen to produce the core 1 O-glycan structure (T antigen).

(Sewell et al., 2006; Ju et al., 2008).

The expression of truncated O-glycans in cancer is perhaps the outcome from
several different mechanisms such as glycosyltransferases altered expression,
localization or the relocation of o- glycosylation from Golgi apparatus to endoplasmic

reticulum stimulatins cell migration and invasiveness (Gill et al., 2013).

In prostate cancer, the sTn antigen is detected in high grade prostate carcinomas
and the level of sTn-MUCL1 have been correlated with worse survival outcomes and
higher serum PSA levels in prostate cancer patients (Arai et al., 2005).

In this study, we have addressed the effects of estradiol on the expression of the
sialyltransferase ST6GalNAc | enzyme (EC 2.4.99.3 - CMP-Neu5Ac:GalNAcalpha2, 6-
sialyltransferase: CMP-Neu5Ac: R-GalNAcalphal-O-Ser/Thr alpha2, 6-
sialyltransferase) in the androgen refractory cell line of prostate cancer (DU-145 e PC-

3).

2- Results

A — Cell Viability — PC-3 cells

PC-3 cells treated with E2 at concentrations varying from 10 to 10**M during
24, 48, 72, 96h demonstrated different cell viability when considered the factors: time
of the exposition in same concentration and differences between concentrations of the

E2 (Figure 01), in which statistical differences significant are described in Table 1.
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Figure 01: Cell viability measured by the MTT assay after 4 days of E, treatment. PC-3

cells were submitted to treatment with E2 (10°-10") by 24, 48, 72, 96h and was

observed different cell viability in relation time and concentration of the E2. Experiment

performed in duplicate.

B — Cell Viability — DU-145cells

DU-145 cells treated with E2 in concentration range varying (10°-10™) for 24,
48, 72 and 96h. Were observed differences dependent-time proliferation, but no change

in cell viability when evaluating different concentration of the E2 (Figure 02).
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significant statistical differences are described in Table .
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Figure 02: Cell viability though MTT assay. DU-145 prostate cancer cells were
submitted to treatment with E2 (10°-10Y) in time 24, 48, 72, 96h and presented

different viability only in relation the factor time. Experiment performed in duplicate.

C- 17p-estradiol modulates the expression of protein ST6GalNac | and ERa in PC-3
cell line.

To analyze the modulation of the ST6GalNac | enzyme by estrogen and estrogen
receptor expression in PC-3 cells, were used the western blotting assay. We observed
up-expression of the ST6GalNac | enzyme in PC-3 cell when treated with estradiol and
down —regulation when treated with estrogen plus antagonist fulvestrant at time 24 and
48 h. Similar behavior was observed in relation to estrogen receptor o, however, there

was no change in estrogen receptor 3 expression (Figure 03 ).
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Figure 03: Analyze of the expression of the ST6GalNac enzyme and estrogen receptor

in PC-3 cells treated with estradiol and estradiol plus fulvestrant.

In PC-3 cells,

increase the expression the ST6GalNacl was significant statistically when treated with

E2 and decreased when treated to E2 + fulvestrant at time 24 and 48h. The expression

the ER-a was down-regulated when treated with E2 + fulvetsrant at time 24 and 48h

while that ERP no significant difference observed in same conditions and time (p<0.05).

Experiment performed in duplicate.

D- Expression of enzyme ST6GalNac | in DU-145 cell line.

DU-145 cells submitted to hormonal treatment did not demonstrate significant

difference in the expression of ST6GalNAc and estrogen receptor B (Figure 04).
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Figure 04: Expression of the ST6GalNac | and ER-B in DU-145 cell no demonstrated
statistically significant differences (p<0.5) between treatment. Experiment performed in

duplicate.

E- Estradiol induced increased the sialylation of GalNac residues

Given the strong induction of ST6GalNAc in response to estrogen exposure in
PC-3 cells, we evaluated if the STn antigen was being expressed using SNA specific to
Sia a2—-6Gal/GalNAc. As observed in figure 05A, in 24 and 48 h, estradiol 10°M
induces up-regulation of sTn antigens while that estradiol 10°M plus antagonist
fulvestrant (10x10°M) inhibits the expression. To confirm that estradiol induced
sialylation of GalNAc residues was evaluated using VVA that recognize Tn antigen
(GalNAc-O linkage) and observe decreased of expression of the Tn antigen (Figure 05

B). DU-145 cells showed the opposite behavior, a higher number of Tn antigens was
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recognized by VVA in relation to the number of sTn antigen identified by SNA. (Figure

05 C and D).
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Figure 05: Expression profile of the ligands (Tn and sTn antigens) recognize to SNA
and VVA in PC-3 and DU-145 cells treated with estradiol 10°M and estradiol (10°M)
plus antagonist fulvestrant (10x10°M) during 24 and 48 horas. Experiment performed

in duplicate.
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F- Effects of estradiol, fulvestranto and SNA lectin on migration capabilities PC-3 cell.
The migration assay (wound closure) was performed on PC-3 cells treated with

estradiol (10°M), estradiol (10°M) plus fulvestranto and estradiol (10°M) plus SNA.

Was observed that fulvestrant and SNA reduced the migration capacity into the wounds

in PC-3 cell line, 15 and 23%, respectively, whereas PC-3 cell treated whit estradiol

were able to fill 47% the wound after 24h (Figure 06).

PC-3 PC-3 PC-3 PC-3
CT 2 E2/Fulvestrant E2/SNA
Oh 24h 24h 24h

100 o
90—_
80 |
70 -

60

% Percentage of wound area filled after 24 h

E2 E2/CI SNA

Figure 06: Migration capacity of the PC-3 cells treated with E2 (10°°), E2 (10°®) plus

antagonist fulvestrant (10x10°M) and E2 (10°) plus SNA were measured by wound-
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healing assay (n=2). We observed that estradiol induced cell migration while fulvestrant
and SNA lectin reduced migration capacity into the wounds. Representative image of
the cell cultures with scratches at 24 h are shown. The wound is marked by dotted lines.

Percentages of filled wound area are presented.

3- Discussion

Similar expression to another genes, the genes encoding glycosyltransferase is
regulated by both transcription factors and epigenetic mechanisms resulting in a specific
set of glycosyltransferases, expressed in tissue or cell, that determine specific types of
glycans structures on glycoproteins secreted and membrane bound (Vojta et a., 2016).
In cancer cells, the expressions of glycosyltransferases are often misregulated resulting
in aberrant glycosylation that directly impact cell growth, cell survival, facilitates

tumor-induced immunomodulation and eventual metastasis (Stowell et a., 2015).

The enzyme ST6GalNAC | catalyzes the synthesis of the cancer-associated
sialyl —=Tn antigens (sTn) which is up-regulated in same cancer types (gastric, breast and
prostate) and directly induces oncogenic features of growth, metastasis and poor
prognosis in breast and gastric cancer (Radhakrishnan et al., 2014; Marcos et a., 2014;

Sewell R et al, 2006; Julien et a., 2006; Ozaki et al., 2012; Munkley et al., 2015).

Here, we have investigated the effect of estradiol in regulation of
sialyltransferase ST6GalNaC | expression and resultant expression pattern in PC-3 and
DU-145 cells. Our results show a decreased ST6GalNAc | enzyme expression in PC-3
cell when treated with E2 plus fulvestrant and opposite behavior when exposed to
estradiol agonist only. However, DU-145 cells showed no change in ST6GalNAc I

expression when treated under the same conditions.
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The biological role of estrogen is mediated thought two different genomic
signaling pathways, the direct binding of the estrogen receptor—estrogen complex in the
promoter region of the target gene or though transcription factors as, SPI, APland NFk-

B (Bjornstrom & Sjoberg, 2005).

Estrogen is important for the synthesis of glycoproteins through regulation of
the glycosyltransferases including galactosyltransferases (Choi et al., 2012) and
sialyltransferases (Peyrat et al., 2000). Here, bioinformatics analyses of the ER binding
region in enzyme ST6GALNAC (ID — 55808) were performed based on NCBI

database, were found two half estrogen respond element (ERE) and binding site NFk-p.

The effect of estradiol on prostate cell lines appears to be dependent on the type
expressed estrogen receptors. In prostatic cell the 17p- estradiol stimulates proliferation
in the presence of ERa, but inhibits proliferation when forms heterodimers with ER(-1,

being a regulator of estrogenic signaling (Pravenotti et al., 2005).

However, in prostate tissue there is expression of ERB -2, ER -4 and ERJ -5
isoforms, which form heterodimers with ERa and ERP -1 and may modulate the
biological activity of these receptors , interfering in binding affinity to linker, the DNA
binding capacity, in the recruitment of transcription coactivators and co-repressors
(Fujimura, et al., 2001) .

PC-3 cell expressed both estrogen receptors ERa and ERp, while DU-145
expressed exclusively ERB. We observed reduced expression of the ERa in PC-3 when
treated to ICI-E2 compared to groups controls and estradiol. Thus, we suggest that in
PC-3 cell, homodimers to ERa or heterodimers of the ERa with ERp isoforms act as

transcriptional factors up- regulating the expression ST6GalNAc enzyme.
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Fulvestrant, a pure estrogen receptor antagonist with no kno agonistic action,
that acts binds, blocks, and degradation of the ER, resulting in inhibition of estrogen
signaling (Curran & Wiseman, 2001). Therefore, down-expression of the ERa in
presence of the inhibitor fulvestrant is resultant either of the degradation of receptor or

down-regulation of the genic expression.

In DU-145 was not observed altered expression of ERf when exposed to
fulvestrant. This behavior is justified by the fact that fulvestrant can act activating
estrogen receptor B and promoting transcription of gene anti-tumoral, without

promoting degradation of the receptor (Yuet-Kin et al., 2014).

The increase in sTn antigen corroborate with the increased expression of
ST6GalNAc | regulated by estradiol in PC-3 cells, identified by the SNA lectin, that is
commonly used to recognize the transfer of sialic acid onto the terminal galactose
containing N- glycans substrate (Sia a2-6Gal), but it also recognizes terminal N-

acetylgalactosamine residues in O- glycans (Sia 02-6GalNACc) ( Silva et al., 2014) .

The migration assay revealed that estradiol up-regulated ST6GalNAc I,
resulting in the higher expression of the PC-3 cell migration capability when compared
to cells treated with fulvestrant antagonist or SNA lectin. observed that prostate cancer
cells expressing ST6GalNAcl and sTn antigen have decreased expression of the
epithelial cell-cell adhesion molecule E-cadherin and increased expression of migration-
associated N-cadherin and vimentin proteins (Munkley et al., 2015).

Thus, a larger understanding of how estrogen regulates glycosylation and the
role of these glycans in refractory-androgen prostate cancer enable a new approach to

this disease using estrogen antagonist or glycans inhibitors.
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4- Material and Methods

PC-3 (ERa+/ERp+) cells were a generous gift from Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho (University S&o Paulo, Campinas, Brazil), whereas DU-145 (ERa-/ERp+)
cells were from the Banco de Células do Rio de Janeiro (Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, Brazil). Fulvestrant (ICI 182,780) and 17pB-estradiol were purchased from
Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

RPMI-1640 medium, fetal bovine serum (FBS), charcoal-stripped fetal bovine
serum, penicillin/streptomycin and trypsin were purchased from Gibco (Life
Technologies, Bethesda, USA). Antibody anti human-ERa, ERB, ST6GALNac and f-
actin were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA);
Sambucus Nigra agglutinin (SNA) lectin from Sigma Chemical, Co (ST Louis, USA)

and Vicia Villosa agglutinin (VVA) lectin from Vector (CA, USA).
Cell Culture and hormonal treatment condition

PC-3 and DU-145 cells were routinely maintained in RPMI medium
supplemented with 5% and 10% FBS, respectively, and grown at 37° C in a humidified

atmosphere of 5% CO,.

For the hormonal treatment PC3 and DU-145 cells were cultured (T-75 flasks;
37°C in humidified atmosphere of 5% CO;) in RPMI-1640 (phenol red absent)
supplemented, respectively, with 5% and 10% charcoal-stripped FBS, and 1%
penicillin/streptomycin. The next day both cells lines were treated with either 10° M E2
or 10°M E2 plus 10x10™® M ICI, prepared in 0.1% ethanol for 24, 48 h. Stock solutions
of 10°M E2 and 10° M ICI were prepared in 100% ethanol. The controls were

performed by cultivating PC-3 and DU-145 cells in the absence of E2 and ICI.

Cell Viability Assay - MTT
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PC-3 and DU-145 in RPMI-1640 containing phenol red (100ul containing 0.2
cells) were incubated overnight in wells (96-well plate) and afterwards the media were
changed by 100 pl of the following mixture prepared in RPMI-1640 without phenol
red: 5% (PC-3) or 10% (DU-145) charcoal-stripped FBS and E2 at concentrations
varying from 10 to 10**M. The controls were carried out by cultivating PC-3 and DU-
145 cells in the absence of E2. After 24, 48, 72 and 96 h 10 pl of MTT (3, [4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, 5 mg/ml; Sigma Aldrich (St.
Louis, USA) were added to each well including controls and the plates were incubated
for 4 h at 37°C. Then 80 pl of the lysis buffer (20% sodium dodecyl sulfate [SDS] in N,
N-dimethylformamide) was added to each well and incubated overnight. Cell viability
was evaluated by measuring the mitochondrial-dependent conversion of the yellow
tetrazolium salt MTT to purple formazan crystals by metabolic active cells. The optical
density (proportional to the number of live cells) was assessed at 590 nm in a microtiter
plate reader (Biochrom Anthos MultiRead 400), Isogen Life science (PW De Meern,

The Netherlands).

Western Blot Analysis

Total protein was extracted from the cells treated with 10° M E2; 10° M E2
plus 10x10™® M ICI and ethanol (control) using NP40 Cell lysis buffer (Invitrogen, CA,
USA) according to the Manufacturer’s instructions and stored at -20°C until assay. The
protein concentrations were determined according the Lowry method. Aliquots (60 pg
protein) were separated by 10% SDS-PAGE and transferred to a polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane using transfer Semidry Bio-Rad (both from Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). After blocking the membrane with 3% non-fat dry milk for 2 h at

25°C, under gentle agitation, incubation was followed with primary antibodies anti-goat
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against estrogen receptor B (ERP 1:250), ST6GALNac (1:250) and anti-mouse estrogen
receptor o (ERa 1:250), B-actin (1:1000) at 4°C overnight. Each membrane was washed
three times with TBS-T (50mmol/L Tris-HCL, 150mmol/L NaCl, 0,1%, v/v, Tween-20,
pH 7.4). Afterwards, the membrane was incubated with HRP-conjugated secondary
antibodies (1:1000 dilution) for 2 h at 25°C. After washing three times with TBST the
protein bands were revealed using Western ECL substrate in chemiDoc Imaging System

(both from Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Lectin blotting

The PVDF membranes containing the transferred proteins were obtained as
described in western blotting analysis. After blocking then with 3% BSA (Bovine serum
albumin) for 2 h at 25°C, under gentle agitation, they were incubated with biotinylated
SNA and VVA lectin solution (20 pg/mL), under agitation at 4°C overnight. The
membranes were washed three times with TBST and glycosylation protein profile were
revealed using Western ECL substrate in chemiDoc Imaging System (both from Bio-

Rad, Hercules, CA, USA).
Wound closure Assay

PC-3 cells (1x10°) were seeded in 6-well culture plates. After the cells reached
70-80% confluence, a line was scratched in the middle of the well using a pipette tip to
create a wound. PC-3 cells were then treated with 10°M E2 and 10°M E2 plus 10x10°
®M ICI (10uM), prepared in 0.1% ethanol and incubated for 24 h. The images of the
denuded area were captures by confocal microscopy as soon as the wound was
produced (0 time) and after the hormonal treatments (24 h). For each wound, images
were taken in the same field and the distance between the wound edges was analyzed
using the ImageJ 1.42 software. The percentage of the wound recovery in respect to the

wound area at 0 and 24 h was calculated for each condition (Lau et al., 2010).
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Statistical analysis
Levene and Kolmogorov-Smirnov tests were firstly applied to test if the distribution of
values followed normal curve and presented unequal variance. Afterwards Turkey test

was applied.
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PC - Prostate Cancer

PVDF - polyvinylidene difluoride

SNA - Sambucus Nigra Lectin
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8- Table
PC-3/E2 (MTT Assay)
CELL VIABILITY x TIME x CONCENTRATION
CT | 24h 48h 72h | 96h
10°® * * Vs. 24h: Vs. 24h: 0.001 Vs. 24h: 0.001
0.001 Vs. 72h: 0.001
107”7 * * Vs. 24h : Vs. 24h: 0.001 Vs. 24h: 0.001
0.01 Vs.48h: 0.001 Vs. 48h: 0.001
Vs. 72h: 0.01
10% | * * | Vs.24h:0.01 | Vs.24h:0.001 Vs.24h: 0.001
Vs. 48h: 0.001 Vs. 72h: 0.001
10° | * * | Vs.24h: 0.01 Vs.24h: 0.001 Vs.24h: 0.001
Vs. 48h: 0.001 Vs. 72h: 0.05
10 [ = | * | Vs.24h:0.05 | Vs.24h: p0.01 Vs. 24h: 0.001
Vs. 24h: 0.001 Vs. 48h: 0.001
Vs.48h: 0.001
100 x| * * Vs. 48h: p 0.01 *
* no significant difference observed.

Table I: PC-3 cells treated with E2 (10°-10™) analyzed though of the MTT assay
demonstrated significant statistical differences in relation to E2 time.

DU-145/E2 (MTT Assay)
CELL VIABILITY x TIME

CT | 24h 48h 72h 96h
10° | * * * Vs.24h: 0.05 Vs. 24h: 0.01
Vs.48h: 0.05 Vs. 48h: 0.05
107 | * * Vs. 24h: Vs. 24h: 0.001 Vs. 24h: 0.001
0.01 Vs. 48 h: 0.001 Vs. 48h: 0.001
108 | = * Vs. 24h: Vs. 24h: 0.001 Vs. 24h: 0.001
0.01 Vs.48h: 0.001 Vs. 48h: 0.001
107 | * * * Vs. 24h: 0.001 Vs. 24h: 0.01
Vs.48h: 0.001 Vs 72h: 0.05
1017 | = * Vs.24h: Vs. 24h: 0.001 Vs 24h: 0.001
0.05 Vs. 48h: 0.001 Vs 72h: 0.001

10-11 * * * * *

* no significant difference observed.

Table 11: Cell viability after 4 days of E, treatment. In DU-145 cells was observed

significant statistical differences in relation time of the exposition
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8 PERSPECTIVA

Diante dos resultados obtidos, alguns estudos complementares sdo cabiveis para
caracterizar melhor o mecanismo de acéo do estradiol proposto no estudo.

Investigar a expressdo génica da ST6GalNac | bem como de outras sialiltransferases
envolvidas no processo na sintese de antigenos glicidicos envolvidos na progressdo
tumoral. Caracterizar o potencial metastatico das linhagens de cancer de prostata DU-
145 e PC-3 frente estradiol através de ensaio de invasdo e por fim avaliar se a vitamina
D, um secoesterdide, pode regular a via do estrogeno em cancer de préstata androgeno

refratario, bem como avaliar sua atividade inibidora de progressdo de cancer de préstata.
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9 CONCLUSOES

O desenvolvimento da sonda histoquimiluminescente produzida a partir da
conjugacéo das lectinas ao éster de acridina possibilitou a investigacdo quantitativa da
expressao de glicanos em hiperplasia prostatica benigna (HPB), cancer de préstata (CP)

e préstata normal.

Tecidos transformados demonstraram uma menor expressdo de a-D-glucose /
manose e Gal-B (1-3) -GalNAc quando comparados a tecidos normais. No entanto, uma
maior expresséo de a-L-fucose foi observada em CP em relagdo a tecidos normais e a
HPB. Esse perfil glicidico alterado foi analisado em estudos in vitro utilizando
linhagens de cancer de prostata andrégeno refratario, DU-145 e PC-3 tratadas com

estradiol ou estradiol associado a fulvestranto.

Observou-se na linhagem PC-3 aumento de expressao da enzima ST6GALNac na
presenca de estradiol e diminui¢do quando exposta a fulvestranto. Esse comportamento

ndo foi observado na linhagem DU-145.

Também foi observado que ERa apresentou diminuicdo de expressdo em células
PC-3 tratadas com fulvestranto, ndo sendo observada diferencga de expressao do receptor

de estrogeno  em nenhuma das linhagens.

Utilizando as lectinas VVA (Vicia villosa aglutinin) e SNA (Sambucus nigra
aglutinin) foi possivel confirmar a sialilacdo do antigeno Tn nas celulas PC-3 tratadas
com estradiol e sua por fulvestranto. Além disso, foi observado que a expressao desse
antigeno pode esta associado a capacidade migratoria das células tumorais observado

pelo ensaio de migragéo, etapa importante da progressao tumoral.
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Assim, podemos concluir que a glicosilacdo alterada identificada pela sonda
histoquimiluminescente pode ser produto da regulagdo de horménios esteroides, em
especial, o estradiol e que esse perfil glicidico pode esta associado ao potencial

metastatico desse tumor.
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Background. Tamor cells show 2lierations in their ghyoosyhtion patterns when compared to normal cells. Lactins can be used to
evabuate these ghycocode changes. Chemilaminescence assay is an effective technique for quantitative anabysis of proteins, nudeic
acids, and carbobydrates due to its high sensitivity, specificity, and rapid testing. Objective. To use histochemilminescence hassd
an lectin conjugated to acridinivm ester (AE) for the investigation of ghycophenotype changes in colneows tamors. Methads.
Concanavalin A (Con A), Peanut :gg]uh.n.l.n (PNA), Llex BT PRIELS :m]u.tmm[ (UEA-T), and Maackin amuremsis amlm:i.nin
{MAA) were confugated to acridinium ester. Riopsies of cutaneous tamors and narmal skin were incubated with the lectins-A E, and
d:ﬂnﬂminummqmﬁ.ﬁndandﬂpu’&niuﬁehﬁwt Light Undts {RLUY. Reswlls. Actimic keratoss (AE), keratoacanthoma
(KA}, squamous cell carcinoma (S0C), and basal cell carcinoma (BCC) showed lower expression of o-[)-ghicoss/mannose and a-
L-fucose residues compared to normal tisswe. Cutaneous twmars displayed higher expression of Gal 5(1-3)-GaltAc residues than
normal tissue. A and 500 exhibited higher expression of MeoS Ac-a(2 3)Gal residues than normal epidermds. KA and RO showed
equivalent R values compared to nommal tisswe. Conclusions. Lectin histochemiliminescence allowed quantitative assessment of
ﬁ:mrbuhdmh:u‘pt\cmnu in cutaneoas Hssaes, cmtrﬂmtmghndmuh:ﬂmmhactmtyntcmr:ﬂmulhd:mqmw&adm the

histopathological diagrosis.

1. Introduction

Mearly all types of malignant cells and many types of
diseased tissue cells demonsirate alterations in their ghyoo-
sylation patterns when compared to their normal counter-
parts [1]. Alterations in glycosyltransferases expression, sugar
nucleotide donors, and disruption of the Golgl contribute to
the development of diseases, such as heraditary disorders,
immune deficiencies, cardiovascular disease, and cancer [2,
3. In the tumor environment, underexpression, truncation
or altered branching patterns of certain ghvcans, andior
changes in glycosylation allow neoplasm cells to usurp many

of the events that ocour in development such as receptor
activation, cell adhesion, and cell medility, which permits
tumor cells to invade and spread throughout the organism
[4]. The investigation of lectin-carbohydrates interactions is
necessary for the understanding of both the glycophenotype
and the behavior of the tumor during its differentiation and
comfirms the hypothesis that bicchemical changes in the cell
are events that may signal the cell differentiation [5].
Lecting have been wsed to evaluate the glycophenotype
in skin tissues [6-9). Lectin histochemistry based on col-
orimetric detection has been used & a supporiing tool for
ditferential diagnosis for skin lesions, but this technigue only
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Abstract

Lectins are carbohydrate recognition proteins that can be used as probes to reveal the glycosyla-
tion state of cells. They frequently have been used for diagnostic and prognostic cancer studies.
For flucrescence based analysis, lectins commonly are conjugated to fAluorescein isothiocyanate
{Con A-FITC); howevar, this molecule loses its fuorescence quickly. We conjugated Europium
cryptate to Con A {Con A-cryp-Eu) for use as a histochemical luminescent probe to recognize
glucose /mannose residuss in benign prostatic hyperplasia and prostatic carcinoma tissues, and
usad confocal microscopy instead of commercial Con A-FITC. Tissues were treated with Evans
blue to suppress intrinsic tissue fluorescence before incubation with Con A-cryp-Euor Con A-FITC.
Con A-cryp-Eu exhibited hemagglutinating activity. Con A-cryp-Eu showed the same binding
pattemn as Con A-FITC in prostate stroma and gland cells. Staining was strong in benign prostate
hyperplasia and prostate cardnoma tissues. Con A-cryp-Eu probe stained glucose/mannose resi-
dues in prostatic carcinoma more intensely than Con A-FITC. Furthermore, staining with Con
A-cryp-Eu showed greater fluorescence intensity than Con A-FITC and the emission of Con
A-cryp-Eu was more stable than the Con A-FITC for seven days under the same storage condi-
tions. Maintenance of the luminescent properties and the binding pattern of Con A-cryp-Eu favor
its use as an auxiliary histochemistry probe for prostatic tissue studies.

For pemonal e only.

Key words: confocal microscopy, Con A-Europium, cryptate, histochemistry, lectin

Confocal microscopy is a powerful technique that
is widely used to investigate molecular alterations
cauwsed by cancer by providing detailed images
of architecture and cellular morphology (Palmieri
et al. 2010). Fluorescein isothiocyanate (FITC) is
the fluorescein derivative of choice for detecting
biomolacules using confocal microscopy mainly due
to its large quantum yield of Alucrescence (Foster
ot al. 2004, Samualsson et al. 2009). FITC has some
disadvantages, however, such as pH sensitivity and
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phnbo—bleadﬁng M‘aggumer 2004}, Mew Auorescent
molecules that have no light sensitivity have been
investigated as alternatives including quantum dots
and lanthanide (Santos at al. 2006).

Lanthanide cryptates have been used for many
studies, mainly due to their luminsscent propertiss
{Selvin 2003, Hemmila and Laitala 2005, Handl and
Gillies 2005). Their photophysical properties have
bean known for more than a decads; these cryplates
afficiently populate the transmission elactron level
{*D), for Europium and 0, for terbium} of the metal
ion within its structure and they emit by nonra-
diative processes, which provide high emission in
aqueous solutions (Galaup et al. 2002, Martins and
Isolani 2005). These properties have been exploited
for spectroscopic studies of biological molecules
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