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ABREVIATURAS

BSA - gsoroalbumina bovina
BTa - "pbreast tumor antigen”
Doc - desoxicolato de sddio

NAchHIc — N-acetil-D-glicosamina

PES - solug3o salina tamponada com fosfato
505 - dodecil sulfato de sodio
WGA ~ “wheat germ agglutinin’

FI/T, FII/7, FII1I/T e FIU/T - $ragoes resultantes da croma-—
tografia de troca idGnica em DEAE-celulose, realizada para o

produto do Ffragmento tumoral 1 da paciente D.B.HM.

FI/N & FII/N ~ fragdes resultantes da cromatoarafia de troca
ionica em DEAE-celulose, realizada para o produto de  tecido

mamar io normal.

F~-NAG ~ +fragio resultante da cromatogratia de afinidade
(WGAa-Sepharose &MB), realizada para o extrato relative ao

fragmento tumoral £, da paciente D.E.M.



a~F~NAG — gsoro de coelho anti-¥fragio F-NAG.

a-F-NAG abs.] - sore de coelho anti-fraclo F-NAG, absorvido

com proteinas de tecido mamdrio normal.

a=-F~NAG abs.II ~ soro de coelho anti~fragio F-NAG, absorvido

com linfdcitos da paciente D.B.M.
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i. INTRODURAD

Muitos sHo os métodos disponiveis para a Ob-—
tengio de preparagaes enriquecidas em proteinas associadas a
tumores, baseados em diferentes combinagies de processos Fi-
sico-quimicos. #fAs variagees metodoldgicas ocorrem desde a2
etapa de homogeneiza¢80 & extracEe proteica de tecidos ou
células, até a obten¢io do produto final, purificado ou se-
mi—purificado. Desta forms, com a varizxg#o metodoldgica sur-
ge =2 possibilidade de descobrir-se um novo componente que
tanto pode ser original, como pode tratar—-se de simples nmo-
dificagio comportamental de um componente j& descrito, face
a2 um novo sistema utilizado. Como todas as manipulaghes sio
realizadas em sistenas artificiais, deve-se ter em ments que
a variagac da manipulag8o inicial pode incorrer na variaglo
do produto final.

Ho caso particular 50 cAncer mamario humano,
para um unico tipo de tumor, varias abordagens para purifi-
cagB0 de antigenos assocciados ao tumor sio propostas e os
resultados encontrados nem sempre sio passiveis de correla-

¢80,



rJ

& inexisténeia de sistemas de referéncia pa-
dronizados, frente aos quais ums determinada preparagio  tu-
moral pudesse ser analisada, representa uma  lacuna ngsta
drea experimental. Como consequéncia, quando se pretende =&
purificagio oy mesmo a semi-purificagio de componentes anti-
génicos associados a um determinado tipo de tumor, =& asEn-
cia de um controle padr3o suscita questionamentos em  torno
do produto final.

Desta Torma, aguando o interesse de investiga~
cBo ¢ voltado para o estudo da resposta imune do hospedeiro
frente ao crescimento neopldsico, a situagfo torns-se criti-
ca. Isto porgue além dos aspectbs de reatividade ¢ especifi-
cidade exigidos das preparagoes antigénicas, dever—-se-ia
considerar, como mais um critério de exiglneoia, a sxisténcia
de relaglo entre tal preparacio e a determinacgBo da condigéo
mnaligna.

Com o intuito de se realizar, a posteriori, um
estudo da resposta imune de pacientes portadoras de carcino-
me manario foi que se originou a proposta desta investiga-
cR20.

Para obten¢8oc de preparagio antigénica, ele-
geu—se a metodologia descrita por KAMIYAMA et alii (1986).
Todavia, por n%o se dispor de qualquer informagfo a respeito
da relagfo entre a preparacio resultante & o processo de ma-
lignizacio, Julgou-se pertinente analisar esse critério in-
diretamente, pelo confronto com uma segunda preparagio. Esta

dltima foi obtida através de metodologia empregada por
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ASHALL et alii (1982), gquando da detecgho de um marcador tu-
moral comprovadamente presente em células de tumores mama-
rios  (MoGEE et aiii, 1982) e resistente ap teste de fusio
celular €, consequentemente, estritamente associado & deter-

minacio da condigio maligna.



2. REVISAO DA LITERATURA

& biologia dos tumores, tanto experimentais
'coma humanaoas, representa ainda um orande desafio, a despeito
dos proaressos cientificos alcangados nos dltimos anos. Cono
consequéncia direta desta situagfo, muitas controveérsias fo-
ram geradas no longo d=as virias décadas de estudo, acerca da
‘existéncia ouw nao de uma resposta imune efegtiva, frente ao
crescinento neopldsico.

A teoriz da vigillncia imunqlégica, proposta
por ERLICH (1299}, reformulada por THOMAS fiQS?) e, poste-
riormente, por BURNET (4i%971), a principio foi recebida com
muito entusizasmo, mas com o decorrer do fempo passou a  8Er
alvo de fartes criticas, em virtude de novas abordagens ex—
perimentais contraporem—se aquelas que serviram de base para
o estabelecimento dos preceitos tedricos (BRODT, 1983;
KLEIN, 198@¢; 0OLD, 1984i).

Todavia, o wvalor da pesquisa imupoldgica em
cincer independe da validade da teoria da vigildncia imuno-

1dgica, porque seu principio bdsico reside na constatagBo de
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que as células cancerosas $5o0 antigenicamente distintas de
su@as progenitoras normais. Entretanto, ainda ni8o  se pmde
afirmar se essas diferencas induzem ou nao um reconhecimento
imunoldgico, sendo necessario um conhecimento wmais detalhado
dos ant igenos de superficie da célula neoplisica. & analise
histarica permite concluir que as tentativas feltas nesse
sentido, basearam—se em analises incompletazs ou inandequadas,
do ponto de vista da especificidade das reagres observadas.
s primeiros estudos soroldgicos em c3ncer, realizados com
soiros  heterdlogos, trouxeram pequena contribuigio & drea
s avanso propriamente dito resultou, basicamentes, do Wso

“perimental de camundongos isogfnicos e das anslises resul-
tantes, assim como, do conhecimento gendtico da imunidade
dos transplantes. Foram os trabalhos pioneiros de GROSS
(4943), FOLEY (¢i933) & PREHN {(41957), que iniciaram a era
moderna da imunologia dos tumores, ap revelarem que Camun-
dongos isogénicos podiam ser imunizados com cransplantes de
sarcomas induzidos gquimicamente, em animais da mesma 1inha-
aem (OLD, 1981).

' Hé mais de duas décadas, OLD e seuw grupo tém
se opcupado da andlise soroldgica dos antigenos de superficie
celular de tumores experimentais & humangs. No caso particu-
lar de tumores humzanos, o grupo tenta responder a duas gues-—
tiies fundamentais: se os antigenos especificos de tumores
existem e se eles podem estimilar uma resposta  imunoldgica
no homem. Na evolugio de seu estudo soroldgico, Toi estabe-

lecido um rigoroso método, voltado paran a especificidade.



Tal wétodo € referido como tipagem autdloga, na gual a ans-
lise ¢ restrita ap estudo de reagies entre soro & células
tumorais do mesmo paciente; o controle da especificidade €
realizado através de testes de absorg2o do soro, frente =a
células normais, aubdlogas e alogénicas. 0 resultado deste
eatudo foi o reconhecimento de trés classes de antigenos de
superficie, definidos por anticorpos autdlogos. Os antigenos
de classe § sfHo restritos ao tumor zutdlogo e ndo podem ser
detectados em células normais autdlogas ou em gqualguer outro
tipo célular normal ou maligno; os antigenos de classe 2 s3o
compartilhados por outros tumores alogénicos, de origem te-—
lacionada e, em certos casos, por uma limitade faixa de El-
pos celulares normais; Jj& os antigenos de classe 3 s8c  am-
plamente distribuidos em células normais & malignas, autdlo-
gas, alogénicas € wenogénicas. A maior parte das reagnes de-
tectadas pela tipagem autdloga, deve-se aps anticorpos diri-
gidos contra antigenos da classe 3. Taisg anticorpos, em wdi-
¢S50 a aloanticorpos, indubitavelmente foram responsaveis pe-
iz grande maioria das reagoes positivas, obtidas nos estudos
soroldgicos do passado e, consequentemente, pelos muitos en-
ganog g Frustracﬁaa quanto & suz especificidade (OLD, 1981).

Sem divida alguma, = introdugSo da tipagem au-
tdloga nos estudos soroldgicos trouxe grande contribuicio &
analise da especificidade, uma vez gue 08 resultados dos
testes realizados com soro ou células linfdides de um  pa-
ciente e células tumorais de outro, sio frequentemente difi-
ceis .de sg¢ interpretar, psla participaclo desconhecida de

aloant igenos nas reagoes observadas (SHIKU et alii, i%74).



No sistema de tipagem autdloga preconizado, ©
estudo imunoldgico de tumores sdélidos foi realizado através
de reagoes soroldgicas entre soro ¢ células tumorais prove-
nientes de cultura. E, muito embora tenham sido obtidos ex-
celentes resultados com células cultivadas in vitro (CAREY
gt alii, 197646; LLOYD et alii, 1979 OLD, 1981, PUKEL et
alii, 1982; REAL st =alii, 198B4; SHIKU et alii, 1976 & 1977,
WATANABE et alii, 1i982) alguns autores alertam para a des-
vantagem de seu us0, ao informarem aue a integridade celular
original nem sempre € mantida em cultura, guer por perds
(EGAN & HENSDON, 1982; IMaN et alii, 1985; SCHLOM et alii,
1984 ik por aquisigao de determinantes antigénicos
(GINGRICH et alii, i9Bi). A coeréncia destas observagies re-
pousa no fato de as limhagens celulares mantidas in wvitro,
serem produtos de grande pressBo seletiva exercida sobre po-
pulagoes celulares, originariamente encontradas in vivo.
Sendo assim, as_células selecionadas pela capacidade de
crescimento em cultura, podem apresentar um fendtipo ant igé~
nico muito diferente daquele encontrado nas células presen-
tes no tumor primario ou nas massa; metastat icas (ASHALL et
alii, 1982; SCHLOM =t alii, 1984).

Ao lado do exposto acima, somam-se as exigén-
cias de ordem pratica, envolvendo as culturés de longa duara—
¢Ho, que acabam por restringir sua utilizaglo a laboratdrios
especializados. Desta forma, a viabilizac8o de extratos de
tumores surge como alternativa para emnprego em andlises imu-

noldgicas. Nos extratos entretanto, 0% possiveis antigsnos



tumorais encontram—se em meio 3 grande variedade de outros
componentes, também constituintes das células. Além disso, &
fato bem documentado gue extratos brutos podem conter fato-
res blogueadores (HOLLINSHEAD et alii, 1974), que pela in-
terferéncia nas reagoes imunocldgicas, poderiam gerar falsas
interpretacies dos resultados observados. Portanto, um  fra-
cionamento seletivo do extrato bruto, resultando na obtencio
de preparagao proteica, ao menos semi-purificada, seria =a
condigio necessaria.

As metodologias disponiveis para & obtengio de
preparacioes de proteinas associadas ao tumor sio muito di-
versificadas,sejs a partir de fragmentos tumorais (ALFORD et
alii, 1973:; BRAATZ =t =alii, 1978:; DE CHERVALMHOD, 19464;
HOLLINSHEAD et alii, 1974; KAMIYAMA et =lii, 19B®, TAYLOR &
ODILI, 197¢; VELTRI et =alii, 1977; YU et alii, 198@), linha-
gens celulares in vitro (ABE & KUFE, 1987; ASHALL et alii,
1982; BHAVANANDAN et alii, 1977; HOLTON &t =lii, 1%79;
KaMIYaMa et alii, 4982; RONAYI & SULITZEANU, 1984}, liquido
ascitico (CHU et alii, 1977; PINTO et alii, 19846} ou ainda
leife humano (ASHORN & KROHN, 198%; CERIANI et alii, 1982
HEYDERMAN et alii, 1979), baseadas em diferentes combinagies
de processos fisico-quimicos.

Em relag8o ap cincer mamdrio humano, a andlise
de uma pequena anostragem de trabalhos realirados confirma a
arande variedade metodoldaica que tem sido empregada, na
tentativa de se isolar e/ou caracterizar, um antigenoc espe-

cifico do tumor.



Ma tentativa de obter grandes aquantidades de
preparacaoc antigénica, para emprego subsequente em ‘anéliaﬁg
biogquimicas & imunoldagicas, DE CARVALHO (1944) propos a uti-
lizag8o de coluna de afinidade, constituida de gamaglobulina
insoliuvel, anti-tecido humano normal, a gqual foi aplicads
uma mistura homogénes, obtida =z partir da reunifo de gustro
amastras de tegido tumoral mamario, resultando na absorgio
dos ant igenos compartilhados pelos tecidos normais. 0 mate-
rial niEo retido correspondeuy & preparagic antigdnica, na
qual foram detectados seis diferentes componentes especifi-
camente aseociados no adenoccarcinomz mamario, atraves dE‘
analise por imunodifusio.

Apds centrifugaclo diferencial de homogeneiza—
dos de onze fragmentos tumorais mamarios, tratados com solu-
cao de sacarose isotdnica, TAYLOR & ODILI (1979) detectaram
um negoant {geno’ de carcinoma mamario, nas fragdes nucleares
de seis dos onze fragmentos manipulados, através de reagoes
imunoclagicas realizadas em sistems autdlogo € alogénico.

No estudo de reagtes de hipersensibilidade
t%rdia em pacientes com cincer mamario, ALFORD et =alii
(1973) utilizarawm dois tipos de preparagoes antigénicas: &)
extrato solivel de membranas celulares de tumores mamarios e
b)Y fragio resultante de cromatografia em ﬁephadex G~-200,
realizada para o extrato soldvel. As diferentes preparagies
antigénicas foram testadas em sistema autdlogo, alogénico e
em pacientes com ouwtros tipos de tumores, ou doenga benigna
da mama. O extrato solivel demostrou reatividade tumor-espe-

cifica, ao passo gque a fragBo cromatogrifica, apessr de
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reagir mais intensamente em pacientes com carcinoma mamar io,
também reagiu em pacientes com outros tipos de chncer.

Em continuidade a esse trabalho, HOLLINSHEAD
et alii (i974) separaram og componentes reativos presentes
na fragiio cromatogridfica, atraves de eletroforese em gel de
paliacrilamida, gue permitiu a detecglo de um antigeno asso-
ciado =ao tumor. Destas forms o auvtores puderam  demonstrar
que & purificacio € necessdria, no sentido de eliminar os
antigenos inespecificos, responsaveis pelas reagohes Coruza-
das.

HOLTON et alii (1979) descreveram um antigeno
associado a carcinbma mamar io humano, isolado a partir de
membranas plasmaticas de télulas obtidas da linkagem celular
de tumor mamdrio, SW-527. O0s autores obtiveram em primeirg
lugar, IglG, considerada especifica, anti-tumor mamirio, pro-
veniente do soro de paciente com cancer de mama. Apds preci-
pitagdo do soro com sulfato de amdnio, seguiu-se purificacio
por cromatografias de troca idnica, proteina—a & afinidade,
esta dltima constituida de células tumorais intactas, liga-
das covalentemente & Sepharose & MB. Para o isolamento do
antigeno, as membranas plasmiaticas das células tumorais fo-
ram solubilizadas com Triton X-4090 a ©,5%. As glicoproteinas
resultantes foram entio fracionadas atraﬁés de cromatogratia
de afinidade, cuja matriz era composta pelos anticorpos Igh
anti-tumor mamdario. No material eluido foram identificadas
duas proteinas, com pesns moleculares estimados respectiva-

nente em 69 & 19 kd.
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i partir de membranas de gldbulos de gordura
do leite humano, que correspondem &s membranas plasmaticas
das células gpiteliais mamdrias, HEYDERMAN st alii (8979
obtiveram anti-soro heterdlogo, gque apds absor¢lo com teci-
dos nao-relacionados, +o0i empregado em estudo imunocitoqgui-
mico (Cimunoperoxidase), de tecido mamdrio humano normal e
maligno. Os autores detectaram um antigenc de membrana nas
celulas de tecidos malignos & normais, 9ue embora n3oc  tenha
mostrado restrig¢io ao tecido mamdrio, mostrou especificidade
para o epitélio secretor. 0 componente foi caracterizado co-
mo antigeno de diferenciagio tecidual € 2 sua localizagfo
celular, foi relacionada ao potencial de metastizacio do te-
cido tumoral.

Ao submeterem um carcinoma medular mamdrio, =
tratamento com KC1 3M, YU et alii (1980) obtiveram extrato
tumoral, que apas cromatagr%?ia em Sephadex G-200, resultou
em fragldo de alto peso molecular, utilizada como imundgenc.
Fmpregando o soro policlonal produzido contra =a fracﬁn anti-
génica, em técnica de imunoperoxidase indireta, os autores
detectaram um antigeno citoplasmiatico, associado ao céncer
mamario, nos tecidos tumorais de trinta pacientes examina~
das. Reagdhes mais ?racas foram também observadas, em fibroa-
denomas, wmelanomas € carcinoma de célon,-ﬁoaaivelmente pelo
fato do soro hiperimune ter sido produzido contrz fracio an-—
tigénica que ainda continha muitos componentes nfo exclusi-

vos de tecido mamario tumoral.



A partir da homogeneizacio de fragmeéntos de
adenocarcinoma mamario, em fampSo hipertdnico Tris—KC1 3M ou
Tris-Triton X-100 a ©,41%, seguida da combinagi8o de varios
fracionamentos cromatogrdficos e eletroforese preparativa em
gel de poliacrilamida, KAMIYAMA et alii (i980) isolaram um
ant igeno associado ao tumor, denominado BTA (“breast tumor
antigen™). A andlise eletroforética revelou tratar-se de
glicoproteina de migracfo lenta, com peso molecular estimado
em 67 kd, com afinidade pelo corante “Coomassie blue” e rea~
¢Ro PAS positiva. As amostras de tecldo mamdario normal, pul-
monar, hepatico ¢ esplénico, que foram tratadas de maneira
similar ao tecido tumoral mamdrio, n3o demonstraram a pre-
senga de tal componente, sugerindo a sua rvrestri¢io ao tumor.

Em trabalho posterior (KAMIYAMA et alii,
19823, valendo-se de células em cultura de linhagem SW-527,
0 mesmp grupe isolouw dois antigenos di5t¥gtﬂ5, tambem asso-
ciados ao tumor mamario. Os componentes isplados apresenta-—
ram pesos moleculares de 142 e 6% kd, sendo respectivamente
denuominados, BT7Ta4 L = QTA 2. Muito embora em termos estrutu-—
rais somente o antigeno BTA 2 tenha se mostrado similar ao
antigeno previamente isolado de teciéa tumoral (KAMIYaMa et
alii, 198¢), ambos demonstraram compartilhar propriedades
imunolagicas com 0 MESMO.

CERIANI et alii (1982) observaram a presengs
de antigenos epiteliais mamirios no soro de mulheres sadias
€ mulheres portadoras de carcinoma mamario disseminadc. Es-—

tes antigenos s8o0 considerados antigenos de diferenciagio,



i3

com localizagfo na membrana de cdlulas epiteliais de  mams
normal, neopldsica, fibroadenomatosa, displésica ou  obtida
de ginecomastia. Todavia, altos titulos dos antigenons sa sio
detectados, no %cro de pacientes com cancer mamario. Dests
forma os autores propuseram o uso destes componentes  como
marcadores especificos, de alta prevaléncia para o cancer
mamério. Com o objstivo de caracteriza~los, efetuaram os se-—

auintes passos! primeiramente produsiram soro hiperimineg po-

liclonal anti—-epitélio mamirio humano, que posteriormente
foi ligado covalentemnente a microesferss; o complexo mij~
croesfaras-soro hiperimune foi incubadeo com soro de pacien—

tes portadoras de carcinoma mamdrio, seguindo-se “iodiniza-
¢Ho" in situ. Finalmente, através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, foram detectados tr8s antigenos 1iberados
das microesferas, apresentando pesas moleculares de 156, 7o
e 45 kd.

Apesar de sumdria, a citagio de diferentes
abordagens na tentativa de %e descobrivr um marcador especi-
fico de tumor mamdrioc humano, revela a grande variedade de
metodologias smpregadas. Assim, pars UM Unico tumor, VAF ias
abordsgens sBeo propostas e os resultados nem Sempre B0 puas—
siveis de correlacfo, mesmo porque este tipo de preocupagido
parece estar ausente da grande maioria das publicacfes.

Guando entSo, a atengSo € voltada para os  an-
tigenos detectados pelos anticafpms monoclonais, © problema
parece gse amplificar, pois a cada dia, novos trabalhaos des—

crevem novos antigenos. Segundo EGAN e KENSON (i982), este
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fato é justificado pela grande variedode de abordagens uti-
lizadas na produgdo de anticorpos monoclonais reativos com
tecido mamdrio normal ou maligno.

Os anticorpos monoclonais, por sua especifici-
dade mais restrita, t&m sido largamente utilizados no estudo
de antigenos tumorais nos Jl1timos anos. Seu uso tem se reve-
lado importante, por demonstrar a grande hebterogeneidade an-—
tigénica entre células de um mesmo tumor ou entre diferentes
tumores, quanto a0 epitopo particular que € reconkecido
(CERIANI et alii, 41984, EDWARDS & BROOKS, 1984; EGAN &
HENSON, 1982; HAND et alii, 1(983; KUFE et =alii, 1983; NATALI
et alii, 1983 NORTH et =alii, 1984, PAPSIDERD et =alii, 1984;
PETERSON et alii, 1983; SCHLOM et alii, 1984; THOR =t alii,
1¥86). Todavia, alauns autores informam gue estes anticorpos
reconhecem epitopos similares em diferentes molédculas de
proteinzs (ASBHORN & KROHN, 198%; HELLE & KROHN, 1986&;
LINSLEY et alii, 1986462, presentes inclusive em diferentes
tecidos tumorais ou normais (HELLE & KROHN, 1?86}. Desta
forma, HELLE & KROHN (1986) sugerem gue o isolamento de pro-
teinas que contém tais epitopos, = partir de tecidos mmlig-
nos, para produglo subsequente de noves anticorpos monoclo-
nais, poderia favorecer =z produgfo de anticorpos com maior
gspecificidade para os resgpectivos tumorés.

Por outro lado, o significado funcional dos
muitos componentes detectados nHo € claro até o momento. A&
preccupagio vigente € voltada para a tentativa de se detec~

tar =m células tumorais mamsrias, um marcador imunoldgico



que possa ser til em termos de diagndstico e/ou  imunotera-
pia. Assim, a grande maioria das publicagdes tem registrado
diferengas qualitativas /o0 quantitativas entre cédlulas ma-
lignas e n¥o-malignas, sem contudo discutir em profundidade
essas diTerengas ou pesquisar sua base bioldgica, sua fungio
€ & relagio com o processo de transformacSo malianm. Em  ou-
tras palavras, o valor da deteceio de diferencas entre célu-
las tumorais e normais por $i s& é questiondvel, se nio  for
explorada  a sua relacio com a determinagio da condigfSo ma-~
ligna.

Negsse sentido, BRAMUWELL & HARRIS (i978,2) des~
tacam a contribuicio gerada pela técnica de fusf8oc celular,
na verificagdo da relagfo entre um determinado marcador ce-
lular e o estado maligno. Quando células tumorais 3o fundi-
das com células dipldides normais, os hibridos inicialmente
formados s8c, em geral, incapazes de crescer progressivanen-
te em hospedeiros imunossuprimidos e geneticamente compati~
veis. Entretanto, no cultivo continuo de célulgs hibridas
in vitro, ocorre segregaciio de slementos genédticos, normal-
mente na forma de perdas cromossfmicas e, eventualmente, cé~
lulas malignas reaparecem na populagio. O desapareciments €
reaparecimento da condig8o0 maligna, comp consequéncia da se-
gregacao genética, Ffornece um método péra € pesquisar a
existéncia ou nfo, de eatrita‘asssciacﬁm entre um determina-
do marcador celular € o estado maligno. Seja gual Tor o mar-
cador, devera estar presente nas células parentais malignas,

deverad desaparecer com & supressio da malignidade (pela fu-
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sao da célula maligna com a nio-maligna) ¢ devera reaparecer
em todos os tumores, derivados da searegseao gerada subse-
guentements, pela populagio de células hibridas.

Atraveés da utilizag8o de linhagens celulares
humanas e murinas, tumorais € normais, em teste de fusio ce-
lTular e seygregacido genétics, os autores acima mencionados,
analisaram as glicoproteinas de membrana dos varios tipos
celulares resultantes. Na fase inicial do trabalho, células
malignas, células dipldides, e células hibridas nSo~malignas
com suas  variantes malignas, foram submetidas &  extragio
proteica, sendo as suas glicoproteinas de membrana analisa~
das através de eletroforese em gel de poliacrilamida, com o
corante "Coomassie blue”. MNumerosas diferengas foram encon-
tradas, porém estas nio foram descritas, visto gue os marca-
dores corados por "Coomassie blue’, detectzdos nms células
malignas, nio desaparecerém em hibridos nos quais a maligni-
dade foi suprimida, para reaparecerem em ssgregantes wmalig-
nos derivados destes hibridos; ou vice-versa, _confirmando
desta maneiré, que nem todas as diferengas encontram-se  as-
sociadas a determinagio da condi¢Ho maligna. Os autores di-
rigiram ent3c sua atenglo para os aglcares das glicoprotei-
nas e, atraveés de experimentos que envolviam afinidade por
lectinas, detectaram um marcador de membfana, uma glicopro-
teina de 108 kd, presente em grande variedade de células tu-~

morais e sobrevivente ao teste de ssgregacio gendtica.



Pelas caracteristicas bioguimicas da glicapro-
teina de 100 Kd, ot auntores consideraram a possibilidade de
tratar—se do receptor para insulina € talvez também para ou-
tros polipeptfﬁeaﬁ, envolvidos na regulagio do crescimento
celular. Sendo assim, uma aberracio estrutural nesta molécu-
la particular, poderia acarretar perds de controle do cres-
cimento normal. Todos os tumores examinados nesse trabalho
demonstraram  possuir o mesmo tipo de anormalidade estrubu-
ral, afetando a mesma glicoproteineg de membrana.

Em publicagio posterior BRAMWELL & HARRIS
(i978,b) informaram gue a glicoproteina em questfo aprezen-
tava—-se CORMoD d{mara fia membrana celular & possuiz um sitio
de ligagfo para glicouse. Nests fase foi concluido gque em uma
grande variedade de tumores, inclusive em tumores humanos,
algo =agia sobre =a glicoproteina, resultande em ume estruturs
polissacaridica anormal. Os autores relacionaram esta con-
clusio, ac ¥fato bem conhecido de muitas células wmalignas
frente a polipeptideos hormonais, demonstrarem anomalias no
trangporte da glucose & na sua resposta de crescimento.

ASHALL et alii (1982) descreveéram um nove mar-
cador para células cancerosas humanas, presente em uma gran-—
de variedade de tumores, inclusive em carcinoma mamdrio
{(McGEE et alii, 1982), e ausente de tecidos normais, com ex-
cegio do epitélic das trompas de Faldpio e do epitélio de
transi¢so do trato urindrio. D referido marcador foi detec—
tado por anticorpo monoclonal produzido em camundongo, i~

nizado com proteinas de membrana de células provenientes da
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linhagen tunoral H.Ep.2, relativa a tumor de laringe humana,
sendo que a preparacao antigénica foi obtida apds purifica-
¢&o das proteinas solubilizadas, através de cromatografia de
afinidade, cuja matriz era constiturida de Sepharose ligada &
lectina UGA. O anticorpo monoclonnl, denominado Cai, discri-
minouw hibridos malignos, daqueles em que o estado malignho
foi suprimido, permitinde desta forma, relacionar & presenca
do antigeno com a capacidade das células crescerem progres-
sivamente in vivo, ou seja, com a determinagio do estado ma-
ligno. Através de experimentos de inunoprecipitaclo, verifi-
cou—-se que o antigeno podia ser precipitado pelo anticorpn
Cai, =a partir de extratos de celulas malignas, mas nSo de
extratos de células normais. 0 antigeno imunoprecipitado,
apds redugfo com ditiotreitol, foi submetide & eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenga de SDS, que permitiyg
sua revelagio em duas bandas, com pesos moleculares estima-
dos em 37¢ & 350 kd. Estes componentes mostraram proprieda-
des de glicoproteinas com alto conteddo de carboidrato, nfo
coraveis pelo "LCoomassie blue”. O experimento de ligagEo por
afinidade, utilizando WGA- ?251, revelou gue amb0s 08 Compo-
nentes ligaram—se & lectina. Até o ponto em gue foi possivel
constatar na literatura, o determinante ant igénico detecta-
do, n3o pareceu corresponder a qualquer‘dns ant fgenos de su-
perficie celular anteriormente descritos e, desta forma, os
autores propuseram nomea-lo “antigeno Ca”.

Em trabalho posterior, BRAMWELL et alii (1i983)

informaram que o antigeno Ca ¢ uma glicoproteina do tipo mu-



i

cing, sendo sua porgho carboidrato formada principalmente de
dcido sidalico, N-acetil-galactosamina £ galactose, sendo sua
interagio com a lectina WBA, realizada via dcido sidlico.
Diante das observagdes inunohistoldgicas anteriores, que re—
velaram a presenga desta glicoproteina nos epitélios normais
do trato urinario € das trompas de Faldpio (McGEE et =a1ii,
19€2), os autores decidiram investigar sua fun¢io no epité-
lio uringrio. As analizes realizadas revelaram gue sua sin-
tese era induzida e que exercia papel protetor Jjunto &s cé-
lulas especialiradas do epitélio normal, contra cohcentra-
coes  excessivas de fons hidrogénio. Considerando ainda que
as glicoproteinas isoladas do tecido normal & de células ma-
lignas H. Ep 2 guardavam relagio entre si, & que os proble-
mas ambientais enfrentados pelas cédlulas tumorais, nio sHO
diferentes daqueles enfrentados pelos epitélios sgpecializa~-
dos, aventaram a possibilidade de o antigeno Ca exercer fun-
¢80 similar Jjunto &s células malignas. Na concepglo dos au-
tores, = visfHo do papel bioldaico do antigeno Ca. e do meca-
nismo de sua sintese, poderia implicar na possibilidade do
mesns ser induzido nos tumores primarios. Baseados nests
possibilidade &€ em sua propria observacio de que o antigsno
Ca pode ser detectado em lesdes pré-malignirzantes ou carci-
noma in situ, consideraram plausivel = atribui¢glo de um sig~

nificado progndstico para a presenga deste antigeno.




3. OBJETIVO

0 presente trabalho teve como obietivo a  ana-
lise comparativa dos produtos resultantes de dois diferentes
métodos de fracionamento proteico, aplicados a fragmentos de
carcinoma mamdrio, provenientes de massa tumorzal dnica. Os
pardametros de andlise utilizados foram: 1) andlise eletrotfo-
rética em gel de poliacrilamida, na presenga de SDS; 2) and-
lise imznoquimica, através de imunodifusio dupla e imunoe -
letroforese frente a soro hiperinune de coelho, produzido
contra uma das preparagies antigénicas resultantes;: 3) teste

; oy 125
qualitativo de ligag8o & lectina WGA~ I.



4. MATERIAIS E MeTODOS

4.4. Purificacio de Proteinas Associadas ao Tecido Mamdario

NHormal & ag Carcinoma Mamario

~ 0Os dois fragmentos provenientes da massa tumo-
ral da pacienté D.B.M., submetida a mastectomia radical por
serr portadora de carcinoma ductal infiltrativo, grau histo-~
ldgico III & grau nuclear I, foram manipulados independen=-
temente, segundo metodologias distintas, no sentido de for-
necerem preparagoes enriquecidas em proteinas associadas o
tumor mamario. Um dos fragmentos (frzgmento i) foi essen-—
cialménte manipulado segundo metodologia descrita por
KAMIYAMA et alii(i9?80). 0 outro fragmento (fragmento 2) {foi
submet ido a metodologia descrita por ASHALL et alii (4982,

modificada.
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" FPara obtencio de preparagdes homogéneas, ambos
os  Fragmentos  Fforam totalmente seccionados em micrdtomo-
criostato (DAMON/IEC Division), em cortes de 16 um de espes-
sura (LEWINSOHN, 1984). Ds cortes relativos ao fragmento 1§
foram homnogeneizados em tanpio Tris-HC1 @,05M - KC1 3M, pH
8,9 (3 ml/g de tecido) através de agitaclo mechnica a 4° C,
durante 16 horas. & preparagio homogénea fol centrifugada =
195,060 w g (Ultracentr i fuga Beckman LS-7%B) durante EIhoras
sendo que o precipitado (P-@¢) foi descartado € o sobrenadan-
te (5-9) necessitou centrifugaglo adicional a 105.000 3 g
por 3¢ minutos para eliminar a turbider £ viscosidade rema-
nescentes. 0 seaundo precipitado (P-1) também foi descartado
g 0 novo sobrenadante (8~4), correspondente ac extrato tumo-
ral, apds concentragBo em sistema Millipore e didlise contra
o tampao Trig— HC1 @,05M-NaCl 2M, pH 8,¢, foi aplicado a uma
coluna de Bio-Gel A-50 (462 » 2,5 cm), equilibrada e submeti-
da & elui¢glo com o mesmo tamplo. A& fraglo predominantements
proteica resultante (F2/7), apds concentraglo .em sistema
Millipore e didlise contra o tamp8o Tris-HC1 @,05M-NaCl
%,04H, pH B,2 +oi submetida & cromatografia de troca idnica
szm coluna de DEAE-celulopse (47,5 = 1,5 cm), vealizada sob
alimentacio de um gradiente continuo, com molaridade cres-
cente de NaCl (@,¢4-¢,4M)contido em tampio Tris-HC1 ©,05 M,
pH 8,06. Desta cromatografia resultaram as fragdes FI/T;
FII/T: FIIL/T e FIV/T (figura I). Uma amostra de tecido ma-
mario naormal, proveniente de cirurgia pldstica para fins es-

téticos, foi manipulada de maneira andloga ao fragmento 1,
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resultande na obtencglo das fragies FI/ZN & FILI/N (figura II).
Todas as fracies resultantes, zpds didlise contra PBS, fo-
ram concentradas em sistema Millipore.

0s cortes relativos ao fragmento 2 foram homo~
genegizados atraves de agitagfo manual em tampio Tris-HEC1
¢.81iM, pH 8,@, contendo Triton X-10¢ a 1% (2 ml/g de tecido)
e incubados a 4°C durante uma hora. Em seguida, a preparacio
foi centrifugada a 3.900 » g por 10 minutos, sendo que o so-
brenadante (5-2), correspondente ao extrato tumoral, foi se-
parado & o precipitado (P-2) descartado. Apds adigio de DOC
ao extrato na concentraglo final de 1%, este fpi separado em
tré&s aliquotas. Cada aliquota foi incubada individualmente
em uma coluna com 3 ml de WGA-Sepharose &MB (Sigma), durante
i hora = temperaturs ambiente, com agitagic ocasional. Ao
final de cada periodo de incubagBo, & coluna foi lavada com
tampSo Tris-HCY1 @,@1iM, pH B,0, para remogio do material que
nio se ligou & matriz. A eluigio do material proteico espe-
cificamente ligado a lectina WGA, foi efetuada .com tamplo
Tris—HC1 @,0iM, pH B.9¢, contendo NacGlc @,7M (figura I). A
?Eacﬁa resultante, denominada F-NaG, foi dialisada contra
PBS e concentrada em membrana de dialise, contra sacarose.
Uma =aliguota desta frag8e foi tratada com etanol absolute =
-20° C, sendo que o precipitado obtido foi lavado duas vezes
e reconstituido com FBS, correspondendo & fragio F-HAG/E.

Ds produtos resultantes a cada etapa dos dife-
rentes processos de {fracionamento, apds didlise contra PBS,

foram zaliquotados £ estocados = m8@°€. Uma aliquota de cada
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CARCINONA MAMAKID
FRAGHENTD § FRAGMENTD 2
? |
cortes/micrétono + Tris-KC1 38, pH & tortes/eicrotoms + Tris-Triton X406, pH 5
+ ¥+
agitagRo/4°C/18h incubagao/£L/5h
HONDGENETZADD HOMNDGENEIZADD
185,006 x g/128 win 3.008 x 9/id min
{
=1 i i
5-8 ] §-2 p-Z
{descartado} (descartado)
165.08¢ x g/36 min + fiC
i
81 p-1
{descartado}
dizlise/Tris-Hall 2, pH 8 WG4 - SEPHARDSE 4 MB
BID-BEL A-56
FRACAD PROTEICA {F2/7)
dialise/Tris-Hall &,04H, pH €
DEAE - celulaose
FI/G FILAG FIILAT: FIUAY F - KAG

Fisura I - Representac3o esquematica dos diferentes wétodos de purificagio de proteinas assoc iadas 30 carcinoma Bakar o,
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TECIDD MAMARID NORMAL

cortes/nicrétomo + Tris-KC1 34, pH §

+

agitacAa/t°0/ 16k

l

HOKOGENEIZADO

185,080 X 5/124 min

5~ B4
! {descartado)

dialise/Tris-Mall 26, pHi B

BID-GEL A-56

FRACAD FROTEICA (F2/N)

i

didlise/Tris-NaCl @,04¥, pH £

|

DEAE - celulose

FI/R: FIIN

Figura 11 - Representagio esquesatica do processe de purificagio de proteinas associadas ao tecido wamario noreal.



um  dos produtos foi submetida a doszgem de proteinas pelo
método de LOWRY et alii (1954), modificado por GARVEY et

alii (19773,

4.2. Andlise Eletroforética em Bel de Poliacrilamida na pre-

senga de 5DS

fizs fragies resultantes dos diferentes proces-
s08 de fracionamento foram submetidas 3 andlise eletrofore-
tica em gel de poliacrilamida, na presenca de DS, segundo
metodologia descrita por TAKACS (19793,

As anal ises foram realizadas em gel de separa-
30 a 7,9%. As amostras foram diluidas em tamplo apropriado
e aplicadas no volume de S0 ul, nas seguintes concentragies
proteicas: FIA/T: FIIIAZT: FI/ZN: FIIAZNWN; F-NAGAE = 1,6 mg/ml;
FII/T: FIV/T = 1,35 mag/ml; F-NAG = €,4 mg/ ml. Como marcado-
res de peso molecular, atilizou-se BSA (&7 kdd e Ial (15¢
kd). As corridas eletroforéticas foram efetuadas sob wvolta-
gem constante: 60 V até que as amostras atingissem o gel de
separagdo, passando-se entfo para 100 V. O tempo médio das
corridas foi de 2 horas e 3@ minutos. A coloracio de protei-
nas foi realizada com "Coomassie blue” a 9,2%%, segundo o
método de SEGREST & JACKSON (1972). Para a rea¢io de PAS

utilizou-se a metodologia de ZACHARIUS =t alii {(i94%9), =zendo
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que o reativo de SchiffF Toi preparado segundo Mo GUCKIN & Mc

KENZIE (1958).

4.3, andlise por Imunodifusio e Andlise Imunoeletroforética

4.2.4. Produglo de Soro Hiperimune anti-fraglo F-NAG

0 soro hiperimune anti-fragio F-NAG (a-F-NAG)
foi obtido de um coelho albino. & preparagio antigénica,
fracio F-NaG, foi injetada com adjuvante completo de Freund
(v/v), por via subeutfnea, no dorso do animal, na concentra-
gao proteica final de @,4 mg/ml. Apds trinta dias o animal
recebey a segunda dose £, em intervalos aproximados de vinte
dias, duas doses adicionais. As doses de reforg¢o foram ino-
culadas por via intradérmica. A sangria total do animal foi
realizada apds trés meses de primeira dose. Apds  separagio
do soro, este foi aliquotado & armazenado a -88° C. O titu-
1o dos anticorpos anti—-fraglo F-NAG Ffoi determinado através

de imunodi{fusSo dupla.



4.3.2. Absor¢des do Soro Hiperimune a—F-NAG

0 saro a~F-NaG foi abaervi&o com proteinas de
tecido mamdrio normal ou com linfdicitos da paciente, de cujo
tumor resultou a fragBo F-HAG.

A absor¢io com proteinas de tecido mamario
normal Toi realizada através de cromatografia de afinidade,
com base na metodologia descrita por GARVEY et wlii (1977},
adaptada para proteinas de tecido mamdrio normal. Para  ob-
tenglo de proteinas na forma solidvel, uma amostra de tecido
mamdrio normal foi seccionada em micrdtomo-criostato £ os
cortes (16 pum de espessural, homogeneizados mecanicamente e
incubados com solugBo de bicarbonato de sddio O,4LM, em NaCl
2,34, por 1 hora, m 4°C. & seguilr = prepara¢io homogénea foi
centrifugada a 1.300 x g durante 16 minutos, e o sobrenadan-
te obtido, foi misturado & Sepharose hidratada (Sepharose 4B
ativada com Brometo de Cianogénic - Sigma), sob agitaglio
lenta, durante duas horas 2 temperaturzs ambiente. Findo o
processo  de conjugacdo, a matriz foi transferida para uma
seringa descartavel ¢ incubada com o soro anti-fraglo F-NAG
por i1 hora e 30 minutos, a temperatura ambiente, com agjta“
¢80 occasional. Em séguida & coluna foi lavada com PBE para
remocfo das proteinas nHo ligadas & matriz, correspondentes
ao soro absarvido (a~F-NAG abs.I).Apds concentracfo ao volu-

me original, o saro foi aliguotado £ estocado a — 86° €.



Para absorgio do soro a-F-NAG com linfdcitos
do sangue periférico da paciente D.B.M., estes foram obtidos
com base na metodolegia descrita por BOYUM (4976). Apds o
processo de separa¢io,os linfdcitos foram centrifugados € o
sedimento ressuspendido em 1 ml de soro a-F-HAG, na concen—

tragio final de 4,4 w 107

celulas/ml de soro. & suspensio foi
incubada por i hora & temperaturzs ambiente e 4 hora 2 4° [,

com agitagio a cada 15 minutos. Apds centrifugacBo a 500 » g

por 1@ minutos, obteve-se o soro absorvido (a-F-MNAG abs.Ild.

4.3.3. Imunodifus8o ¢ Imunosletroforess

As reaghes de imunodifusio foram realizadas
segundo o método de OUCHTERLONY (19493, =adaptado por GARVEY
et =alii (197273, utilizando~se como suporte agarose a 1%,
preparada em solugfo salina €,19 M. &Apds preparagio das 15~
minas, estas foram perfuradas de forma a apresentar um  pOCO
central, circundado por quatro ou seis pogos ® 6,5 cm  de
dist@ncia. No pogo central aplicou-se o soro hiperimine =a
~z2r testado e nos pogos periféricos, as diferentes fragoes
=. 5% analise.

As anzlises imunoeletroforédticas foram sfetuz-—

das com base na metodologia adaptada por GARVEY et alil

{41977}, utilizando-se como suporte, agarose n 1%, preparada



em tampio barbital ¢,025M, pH B,4. Nos pogos, aplicpu-se as
fragies em estudo € nas canaletas, os soros hiperimunes. As
corvridas sletroforéticas Toram realizadas com tampBc  barbi-
tal ©,025 M, pH B,6 ¢ sob voltagem constante (150 V).

Em ambos 0g tipos de mnalise, apds O PpProcesso
de imunodifusio, lavagem ¢ secagem das laminas, estas foram
coradas com soluglo de Negro de Amido & @,2% em metanol:
acido acetico: @gua destilada (25:5:20) durante 3¢ minutos e
descoradas através de incubacfes sucessivas com 2 solugio

descorante! metanol 'dcido acético:dgun destilada (25:5:20).

4.4, Ensaio Qualitativo de Ligag8o & Lectina WweA. 1201

4.4.1. Purificac8o da Lectina "Wheat Germ Agglutinin® (WGA)

& lectina HWBA, extraida de germe de trigo bru-
to, foi puri%icaﬁa de acordo com o wmetodo descrito por
NAGATA et alii (1974). Sua atividade aglutinante foi testada
durante € apds o processo de purificacio, através de técnica
de aglutinagio di#eta, descrita por BURGER & GOLDBERG (1947
e adaptada quanto =mo sistema de células-~teste utilizado que,
no presente trabalho, foi representado par hemdcias humanas

AT ou hemidcias de carneiro.



Algumas aligquotas da lectina purificada {foram

1251’

marcadas com relo método de Cloramina T, no Instituto

Adolfo Lutz de SEo Paulo.

4.4.2. Ensaio Qualitativo

A investigagio da presenga de componentes com

251 nas diferentes  fra—

afinidade de ligagHo & lectina WGA-T
¢tes obtidas no presente trabalho, foi realizada através de
ensaios qualitativos. Estes foram realizados em triplicatas
de tubos de poliestireno, sendo gue as fragdes aznalisadas
encontravam—se com as seguintes concentraches proteicas:
FI/T; FIILI/T: FIAN: FIIZN = 1,6 mgsml: FII/T: FIU/T =
1,59 mg/ml; F-NAG = 6,4 ma/ml.

As fragdes sob andlise (5@ ul) & una  aligquota
de PBS (3@ ul) foram depositadas respectivamente nos tubos-
teste e no tubo controle, os aquais toram incubados a 4° C
por uma hora. A seguir, os tubos receberam 25 pul da solugio
de BSA a 2% e foram incubados a 4° £, durante 18 horas. Fin-
do o periodo de incubag8o0 e apds trés lavagens com PBS con-
tendo BSA a @,2%, todos os tubos receberam 50 ul de
WA~ 1251 diluida em PBS-BSA a 0,2% . Apds incubagSo a 4° ©
durante 2 horas, todos os tubos Fforam lavados com PES-BSA a
2,2%, procedendo-se em seguida a leitura em contador gama

{Gapmacord-Ames).
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. RESULTADOS

S.i. Puritficacio de Proteinas Associadas ao Tecido Mamdrio

Normal e ao Carcinoma Mamario

0t fragmentos provenientes da massa tumoral da
paciente D.B.M. foram submetidos a dois processos de fracio-
namento distintos: o primeiro, baseado na metodologia pro-
posta por KAMIYAMA et alii (198@¢), e o segundo, na metodolo-
gia de ASHALL et alii (4i982).

Az cromatografias realizadas para o  fragmento
tumoral 1 e tecido maméfia normal, submetidos aoc primeiro
processo de fracionamento, encontram-se representadas nas
figuras de IV a VII. 0Os extratos mamarios tumoral e normal,
quando submetidos & cromatografia de exclusfo por peso mole-
cular {(Bio-Gel A-5@), revelaram a presenga de duas {fragdes
principais: a primeira, Fi, sugestiva de conter principal-
mente material nuclear, do tipo DNA, e a segunda, F2, pro-

teinas {(figuras IV & V). as fracles foram denominadas segun-—



do seu extrato de origen Fi/7T e F2/T resultantes do extra-
to mamario tumoral e Fi/N & F2/N resultantes do extrato ma-
mArio normal. A centri¥ugéc§o adicional a 105.000 x g do ex-
trato bruto de tumor, reduziu de forma significativa a sua
viscosidade, melhorando a éapacidade analitica de resolugHo
da  cromatografia em Bio-Gel A-59 que, por sua ver, demons-—
trou-se bastante eficaz na exclusio de componentes sugesbi-
vamente nucleares, responsaveis pela viscosidade remansscen-—
te no extrate tumoral. Esta dedugio foi estabelecida com ba-
se nas leituras espectrofotomeétricas realizadas a 262 nm an-—
tes g apéﬁ a centrifugacio adicional a que foi submet ido o
extrato mamdrio tumoral, com nitida diminuiglo da D.0O. na=a

segunda leitura.
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Figura IV -~

AMOSTRAS

Cromatogratis em Bio-Ge) A-58 do exbrato tusoral, relativo.ao fragsente I da raciente D.0.M. Voluse da asos-
tra aplicada: 4,4 sl (154 g de proteinas). Dimensdes da columa’ 82 x 2,5 cu. Tampio de eluichp. Tris~HCl
8,854, contende Nel1 2H, pH 8,4, Yelocidade de fluxc: & al/h. dmostras coletadas: 2 wl/tubo. Tempo redqueri-

do: B2 horas. Rewni3o das asostras: Fi: do 44¢ ap 90t tubp; F20 do 176f ao 298¢ tubo.
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Figura V - Cromatografiz es Bio-Gel #-58 do extrato sasaric norsal. Voluse da ssosira aplicads: 2,5 &) {477 Bg dg pro-
teinas). DimencBes da coluna: 66 x 2,5 ca. Tampio de eluigdo: Tris-HDD @,85K, contendo Nall 2H, ek B,¢. Velo-
cidade de fluxo: & ul/h. Amostras coletadas’ 2 wl/tubo. Tespo requerido: 66 horas. Reunido das asestras: Fi

do 4%= a0 34: tubos F2: do 438 ap 76 tubo.



fis figuras VI e VII representam respectivamen-
te, os perfis cromatograficos das Tracoes predominantemente
proteicas tumoral & normal, F2/7 ¢ F2/N guando submetidas R
cromatografia de troca iadnica em DEAE-celulose, com elui¢io
atraveés de gradiente linear com molaridade crescente de NaCl
(@,¢4 & @&,4 M), podendo se observar um perfil mais heterogé-
neo, pars a anostra resualtante de tecido mamario tumoral,
gque na zona do gradiente deuw origem a duas outras fragies
(FI1 e FIV), além daguela (FIII) aparentemente corresponden-
te & fraglo FII da preparagio relativa ao tecide wmamdrio
normal.

NHa realidade, considerando-se que a fragio 11
resultante do produto de tecido mamario normal, aiuiu na
Taixa estimada de NaCl, entre 0,1i & ©,20M & que as fragies
FII & FIIIl resultantes do tecido tumora} gluiram respectiva-
mente entre 0,411 e @,16M £ @,446 e @,29M, poder-se-ia consi~
derar que a fragHo relativa ao tecido normal corresponderia
& somatdria das fragies II e III, resultantes do tecido btu-
moral.

iz fraghes resultantes foram também denomina—-
das segundo o tecido de origem: FI/T: FIIAT: FILIIL/T & FIVAT,
as obtidas & partir do tecido tumoral e, FI/N e FII/N do te-

cido mawario normal.
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Figura VI - Crosatografia es DEAE-celulose, da fracio predominantemente proteica resultante do extrato tusoral (F2/T).
Yoluee dz aeostra aplicada: 2,5 el (188,7 we de proteinas). Biaénsﬁes da coluna: 17,5 % 4,5 8. Tampdo ini-
cial de eluicdo Tris-HCl 9,056, contendo NaCl 6,84Y, eH B8,6. Aplicacdo do gradiente linear (8,94 a 6,4M ¢
Halli: 38t tubo. Tampiu terminal de eluigo: Tris-HC1 @,05H, contendo WaCl 8,4K, oM §,2. Velocidade de flu-
0. 1@ ml/k. Amostras coletadas: 2 wl/tubo. Tespo requerido’ 38 horas. Reunilo das asostras: FI: do & ac

15 tubo; FII: do 54c ap 4% tubo; FII1: do 78 ao 88c tubo; FIV: do Bit ao ii@: fubc.



35
2,0
El1
115 e
.142 -
FI
E n
& 0.8 -
o
<L
&
o 0,6 -
GJL& - "'"'ﬁzq‘ ?
- 0,3 1
0.2 - 0,2 X
" ""'ﬂ;}. :
_ ~_ N =
1 ¥ i ¥
20 40 60 180
’ AMOSTRAS

Figura VII - Cromatografia ee DEAE-celulese, da fraclo predominantemente proteica resultante do exirato de fecide mase-
rio norsal (F2/H). Volume da asostra aplicads: 3.4 vl é?S,srwg de proteinasy. Dimenstes da coluna® 17,5 x
1,5 cu. Tamplo inicial de sluigdo: Tris-HC1 6,85M, contendc Hall 8,84K, pH §.8. &slicaglo de gradiente li-
near (0,84 a &,4H de Malll)! 44: {ubo. Tampdo ferminal de eluigdo: Tris-HCY 8,05K, contendo Mall €, 4H, #H
8,8. Velocidade de fluxo: i€ &l/h. Amostras coletadas: 2 sl/tubo. Tespo requerido: 42 horas. Reunido das

apostras. FID do 18f ao 36t tubp; FII: do 74z ao 99 tube.
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A recuperagio proteica obtida atraveés dos di
terentes processons de fracionamento, encontra-se registrada
na tabela I. & cromatografia de troca ionica permitiu a re-
cuperagiio de 54,9% (soma dos IR relativos as fracdes FI,
FII, FIII & FIV) do extrato inicial de tumor, snquanto gue
apenas  413,4% foi recuperado da coluna de afinidade, wutili-

sando WHA.

Tabela 1 - Dosagem de proteinas realizada a cada etapa dos diferentes processos de fracionamente,
através do Bétodo de LOWRY et alii (1950), wodificada.

i { TECIDD MAMARID HORMAL i FRAGHENTO TUMDRAL

{ | | i
| MASSA INICIAL (9) | 8,15 i .47 i .15 }
| ] | i {
i | YOTAL DE PROTEINASI IR | TOTAL DE PROTE{MASI IR 1TOTAL DE PROTEZNASI IR |
i | {ng} ¥4 I (w9} AN {mg} i
{ | i i i1 i i
{ Extrato ! i72,¢ - i78,9 i -1 386,46 i~ i
§ FII/Bio-6el | 117,46 | 48,3 1 24,8 169,21 - i -1
| FI/DEAE-celulose | 2.2 P 5,31 23,7 153,41 - | - |
{ FI1/DEAE~celulose | 85,6 136,41 i4,% i 8,21 - I - 1
§ FIII/DEAE-celulosel - o~ .4 124,81 s- I~
I FIV/DEAE-celulose | - o~ 2i,7 112,31 - P
| E/NGE i - o= | -1 51,8 1 13,4
| { | ! IR | 1 |
FI - Fragio I

FII - Fragic II

FIII - Fragae III

FIV - Fragdo IV

FASE -~ Fraclo eluida coa H~acetil-D-glicosamina

IR = Indice de Recuperagio = massa_de proteinz eluida y §8§

sassa de proteina inicial



5.2. Andlise Eletroforética em Gel de Poliacrilamida na pre -

senca de 8DS

foanalise gletroforética em gel de poliacrila~-
mida, na presenga de SDS, permitiu a detecgin de varias  di—
ferengas entre tecide mamario tumoral e normal (Figuras VIIT
e IX}, diferen¢as gssas, representadas principalmente pelos
componentes de migragio mais lenta, presentes na fragio FII
do tumor (FIL/T!, resultante da cromatografia de troca iodni-
Cote Ecsses componentes aparentam peso molecular superior  a
15 kd, conforme foi verificado em andlise egletroforética,
na gual IglG & BSA, correram paralelamente &s fracfes tumo-—
rais, resultantes da cromatografia de troca idnica & da cro-
matografia de afinidade (figura X). Conforme o esperado, =
cromatografia de afinidade mostrou-se mais seletiva do que =
de troca igdnica. Pela coloragfo usual foi possivel observar
que alguns dos componentes presentes na fragio FII/T encon-
traram correspondéncia na fraglo F-NAG (Figuras VIII, IX @

X) .
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Figura VIIT - Andl ise eletroforética em gel de poliacrilamida, na presenca de SDS, reaiuizada para s fragoes: FIAN
(1,6 wg/al), FII/N (1,6 mg/sl), FI/T (1,6 so/al}, FIL/T (1,55 ma/ml), FIIL/T (4,6 mo/ul}, FIV/T (1,55 mo/
al) e F-NAG (9,4 mg/al}. Concentracio do gel de separagio: 7,5%. Volume das amostras: 56 yl. Tamp3o de
corrida: Tris(e,0256) - Blicina (,192H), pH 8,4. Voltages empregada: {08 V. Tempo de corrida: 2 horas €
15 minutos. Coloragdo: "Coomassie blue’ a @,25i.

Obs.: 0 esquesa foi obtido a partir de observagdo da placa.
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Figura I{ - #nalise eletroforética ew gel de poliacrilamida, na presenca de 505, realizada para as mesmas fragoes e nas

sessas condicdes descritas na figura VIII, exceto pelo tempo de corrida que foi de 2 h € 40 min.
¥ &4 amostra F-MAG/E corresponde 3 fragd3o F-NAG tratada com etanol, na concentracio proteica final de
i,6 ma/ml,

Obs.: 0 esquess foi obtido 2 partir de observagio da  placa.



150 kd

67 kd

Figura X - Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida, na presenca de S0S, realizada para as #rages:FI/T (1,6 &g/
l)i FII/T (4,55 mo/ml); FINI/T (4,6 mo/m1); FIV/T (4,55 wo/al) e F-NAG (8,4 mo/ml). Paralelamente as ra-

ar, Ig B (450 kd) & BS54 (67 kd). Esta andlise foi realizada nas

f0es, correrae os marcadores de peso molecu

mesaas condigoes descritas na figura VIII, exceto pelo tempo de corrida que foi de 2 h e 30 min.



0s gé¢is de poliacrilamida, aleém de terem sido
corados  por " Coomassie blue”, foram submetidos & reag8oc de
PAS, sendo gue nenhuma das fragoes analisadas, demonstrou =

presenca de componente com reagio PAS positiva.

5.3. Analise por Imunodifusio e Analise Imunoeletroforética

5.3.4. Andlise por Imunodifusio

A andalise prévia por imunodifusio, método de
OUCHTERLONY {(41924%), demonstrou que o soro hiperimune produ-
zido em coelho contrapa fragao F-NAG, soro a-F-NAG, reagiu
com todas as fragdes sob andlise. & utilizagHo simult@nea
deste soro, antes e apds absor¢lo com proteinas de tecido
mamario normal, permitiu a detecglo de componente(s) aparen-
temente associado(s) de forma restrita ac tumor, nas fragdes
F-Na&aG, FI/T, FII/T e FIV/T. Tendo-se em vista, que na anali-
se eletroforética em gel de poliacrilamida, observou-se a
correspondéncia de alguns coaponentes entfe as fragoes FIL/T
e F-NAG (figuras VIII, IX e X), foi de interesse investigar,
na analise por imunodifusfo, o tipo de relagBo existente en-

tre os componentes reconhecidos pelo soro anti—-F-NAG, nestas

mesmas fraghes. Apds absor¢f8o do soro, observou-se o desapa-—
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recimento do arco precipitante de identidade total, resul-
tante do reconhecimento, pelo soro anti-F-NAG, de componen-—
tel(s) compartilhado(s) pelo tecido mamario normnal. Todavia
nfo foi possivel estabelecer relagfo de identidade entre
o(s) componente(s) associado(s) ao tumor, reconhecido(s) nas
fraghes F-NAG e FII/T. Desta forma, com o objetivo de se ex-
plorar os resultados obtidos na imunodi fusio, recorred-se &

imunoeletroforese.

5.3.2. Andlise Imunoeletroforética

te diferentes fragfes analisadas frente ao so-
ro a-F-NAG, demonstraram componentes com diferentes m0b31}~
dades eletroforéticas (figuras XI e XII). A Jjulgar pelo pa-
drSo imunoeletroforético exibido pelas diferentes fragres,
pode-se atribuir relagio de correspondéncia entre as fragoes
FI/T & FI/N (figura XI, A € B), assim como entre as fragoes
FITI/T & FII/ZN (figura XI,/E e F). Enquanto a {fragido FIV/T
parece compartilhar componentes presentes na fragdo FIIL/T
(figura XI, G e E), pode-se verificar que a maioria dos com-
ponentes reconhecidos na fragio FII/T (figura XI, CJ, n&o
encontra correspondéncia em nenhuma das fragfes provenientes

de tecido mamario normal (figura XI, B e Fl.
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Figura ¥I - Andlise imunoelctroforética realizada em agarose a 1%, Tampdo de corrida: TampRo Barbital 6,0254, oH 8,6,
Coloragdo: Nearo de Amido a €,27. Canaleta Superior: a-F-NAG - soro de coelho anti-fracio F-MAG. Pogos de

aplicagdo: fragoes FI/T, FII/T, FIII/T, FIV/T , FI/N e FIIAN.



48

Através da utilizagfo de soro a~F-NAG absorvi-~
do com proteinas de tecido mamario normal (figuras XII, XIII
e XIV), foi possivel demonstrar que o componente associado
ao tumor, presente na fragio F-NAG diferiu dol componente
aparentemente comum, encontrado nas fragdes FI/T, FILI/T e
FIV/T, tanto a nivel de mobilidade eletroforética, como em
termag de concentragio relativa, visivelmente mais elevada
na fracio F-NAG. Ainda em relagio a esta fraglo o mesmo  so-
ro, porém absorvido com linfdcitos da paciente D.B.M., mos-
trou padrao de precipitacio idéntico ao exibido anteriormen-

te, guando da utiliza;ﬁa do soro nfo-absorvido ( figura XU).
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Figura XIT - Andlise imunoeletroforeética real izada nas seswas condicOes descrifas na figura XI. Pogo de aplicagie: F-

NAG. Canalefas: a-F-NAG - soro de coelho anti-frag3o F-HAG; a-F-NAG abs. I - soro a-F-MAG, absorvido co

proteinas de tecido samdrio normal.
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Figura XI1I

- #nalise

soro de coelho anti-fracdc F-MAG: a-F-NAG abs. I - soro =-F-NAG, absorvido com proteinas de tecide

isunoeletroforética realizada nas mesmas condigoes descritas na figura X1.Canaletas: a-F-NAG:

mawdrio normal. Pogos de aplicagdo: FI/T, FII/T, FIIL/T, FIV/T, FI/K e FIIA.

Obs.: Esquema obtido a partir de observaglp das laminas. -




Figura XIV - Andlise imunoeletroforetica realizada nas weseas condigdes descritas na figura XI. Camaletas: a-F-MAG -

sorg de coelho anti-fragio F-NAG ; a-F-NAG abs. I- soro a-F-NAG, absorvido com proteinas de tecido sasdric

noreal. Pogos de aplicagio: F-NAB & FII/T. :
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Figura XV - #ndlise imunoeletroforética realizada nas mesm=zs condigbes descritas na figura ¥I.Canaletas: a-F-NAG abs.] -
soro a-F-NAG, absorvide coe proteinas de teci €fc mamdric norsal; a-F-MAG abs.II-soro a-F-MAG, absorvido com

linfécitos da paciente B.B.K. Pogo de aplicacEes: F-HAG.
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5.4. Ensaio Qualitativo de LigagB0 3 Lectina WGA- 125 1,

A& tabela II apresenta os resultados do ensaio
realizado. Conforme se esperava a fragfo F~NAG demonstrou &
presenga  de sitios de ligagfio para a lectina WGA - 1257,
servindo desta forma como um controle positivo junto as de-
mais fragdes analisadas, que n3o demonstraram conter compo-
nentes com afinidade de ligagio & lectina WGA.

Em wvista da andlise eletroforética em gel de
pcliacri1amfda e da andlise imunoeletroforética terem reve-
lado que alguns dos eluatos cromatograticos de troca idnica,
provenientes do tecido tumoral, compartilhavam alguns compo-
nentes com a fraglo F-NAG, esperava-se alguma ligagio a
WGa - 125 1. Entretanto, tal fendfmeno nfo ocorreu, muito
provavelmente devido a baixa concentragio dos componentes

potencialmente capazes de realizd-la.



s . oy . 125
Tabela H - Andlise do polencial de ligagdo 2 lechina WBA- 1.

{REAGENTES § BSA + WGA-12T ¥ |
I { I
IF-HAG  (cpmi* § 9.243 (+ 145) |
i i i
13711 {cpm) | 9 |
| i I
IFI/T  (cpm) 1 ¢ |
| t I
IFITI/T {cpm) ¢ {
I i I
FIWT  {cpa} | 8 |
I I I
IFIN (o) | 0 i
! | I
IFIIA (cpm) | ¢ I
I | |
P85 {cpa) | 00 157) |

1 ]

F-NAB-fragao resultante da cromatografia de afinidade

FLA; FII/T: FIILATG FIV/T: FEAG FIIAN - fragbes resultantes da
cromatografia de troca idnica em DEAE- celulose
% Ensaio realizado em triplicata; es reseltados registrados ea

cpe corresponder & média de cada triplicata

¥ 4 lectina ¥6A foi diluida 1:10 es PBS contendo ¢,2% de BSA
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6. DISCUSSAD E CONCLUSAD

0} produto do extrato tumoral resultante da
cromatografia em Bio-Ggl A-59, FE/T, confirmando observagoes
anteriores, guando da realizagBo de zandlises prévias &  pre-
sente investigaglo, exibe um padrio cromatogrifico com ca—
racteristicas bem definidas, gquando submetido 2 cromatogra-
fia de troca idnica em DEAE-celulose, com €luiclo de tres
fragdes passiveis de disting8o, na zona de gradiente conti-
nup  (figura VI, 0O produém resiultante do extrato de tecido
mamaric normal apresentou um perfil de dispersfo mais homo-
géneo, permitindo a distingio de apenas uma fracio na  zona
correspondente (figura VII).

Conforme se verifica na analise eletrofordtica
em gel de poliacrilamida, muitas s3o as diferengas quantita-
tivas e gualitativas encontradas entre as fraghes tumorzis &
normais, resultantes da cromastografia de troca idnica. Este
processo  cromatografico permitiuo uma distribuiglo diferen—
ciada de bandas nas quatro {fragies tumorais, com eluiglo de

conponentes possivelmente associados ao tumor, principalmen—



te na fragio FIIZT, aue exibe o maior numero de bandas nfo
detectadas nas fragres resultantes de tecido mamarioc normal
(figura VIII). Estes componentes encaﬁtram~ae distribuidos
predominantenente na zona de migracio lenta, possuindo pesos
moleculares acima de 156 kd (Figura Xi.

Confrontando~se os resuyltados da cromatogratia
de  troca iGnice rexlizada no presente trabalho, com os re-
aultados abtidnﬁ por KAMIYAMA =t alili (19801, wverifica-ue
ouE 08 MESNOS N3o sAo comparaveis. As condigies de trabzlho
estabelacidas pelos autores acima foram reproduzidas, exceto
pela omissio da precipitacio do produto resultante da colun=z
de Bio-fGel &-5@, F2/7, com sulfato deg amdnio. Todavia, =a 2
sencia de tal prccedimentﬂrﬁﬁa poderia ser responsavel pela
grande diferenga observada entre o perfil cromatografico de—
monstrado na literatura, representado pels eluicio de picos
de amplitudes crescentes na zona do gradiente, 8 o obtido
neste trabalho.

Além disso, scgundo os mesmos autores, o anti-
geno BTA, alicoproteina de migragsSo lenta, que se cora pelo
"Toomassie biue' e apresenta reacso PAS positiva estave pre-
sente na  fraglo IV da cromatografia de troca ionica, QuLE
eluiu na faixa de concentragfe de NaCl entre 9,20 € ©,35M.
Embora neste trabalho a frag8o FIVWT tenha sido eluida em
uma faixa de concentragio de Nall aproximada {(figura VI),es-
ta nio demonstrou a presenga de um componente exclusive, su-

gest ivo de corresponder ao antigeno BTA.



Conforme Jja mencionado, =s diferencas aparen—
temente mais significativas, em relagio mo padrio eletrofo-
rético, observadas entre tecido tumoral e normal  encontram-
s& concentradas na fragko FII/ZT, que eluin na faixa estimada
de concentragfio de NaCl, entre 0,11 e 6,16M, fato sste nfo
mencionado na literatura consultada.

Nas cromatografias de troca ifnica (Figuras VI
e VII), levando—-se em conta a zona cromatogré#fca de elui~
¢80, = Jjulgar pela concentragio estimada de Nall no aradien-
te, poder-se-ia interpretar que a fragio FIIAN, gue eluiu na
faixa de concentracio entre 0,11 e @,20M, possivelmente cor-
responderia a somatdria das fragdes FIIZT e FIILAT, que
eluiram, respectivamente, nas faixas est imadas entre 6,44 é
©,16M & 0,16 & ¢,20M. Todavia, através da analise eletrofp-
rética em gel de poliacrilamida, verificou—-se gque a fracio
FIL/N, muito embora compartilhe alguns componentes com =as
fragdes FII/T e FIV/T, estabelece maior grau de analogia com
a ¥fraglo FIII/T.

O pertil eletroforético menos heterogéneo exi—
bido pela fragio resultante da cromzatografiaz de afinidade,
fragio F-NAG, parece nfo deixar dividas de gque essa metodo-
logia mostrou-se muito mais seletiva do gue a anterior, ape-
sar de sua analise ser mais limitada, em decorréncia de sua
concentragio proteica encontrar—se abaixo das concentragoes
proteicas exibiﬁas pelas demais fragies em estudo. Entretan-—
to, esta mesma fragio, precipitada com etanol € concentrada

dentro de limites comparativos, em termos qualitativos, Tl
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velouw padrio eletrofordtico idéntico ao da fragho F-NAG to~
tal (figura IX), mostrando gque o tratamento com etanol ndo
alterou gqumlitativamente o seu padrio eletroferético. Este
fato ndo foi surpreendente, uma ver que gquando da precipita-~
g%a cam etanol, a dosmgem de proteinas do sobrenadante reve-
lou—ge praticamente nula.

Ao se comparar a fragio F-NAG com =zs fragoes
resultantes da cromatografia de troce idnica, obsesrva-se gue
esta também concentra componentes com pescs moleculares aci-
ma de 190 kd. Emborz £la seja uma fragho constituida de  va-
Fims bandas, € consideravelmente menos hetercgfnea que  as
demais fragoes. A fragSo F-N&B apresenta gquatro bandas e
comum com & fraglo FILAT, séndo que duas delas est3o ausen-
tes das fragoes resultantes de tecido mamdrio normal &  as
outras dumg, apenas discretamente representadas na fracao
FII/N. fAlém disso, as duas bandas de altos pesos moleculares
reveladas na fragko F-NAG e compartilhadas pela fracio
FILAT, encontram-se em concentracHo muito mais baiva nesta
dltima {figura VIII.

ate este ponto pode-ss concluir gue o fracio-
namento através de cromatogratiz de afinidade, que s¢ baseia
em principios muito di ferentes daqueleg gm que SE apoiam  as
cromatografias de sxclusio por peso molecular e troca ionica
€ capaz de separar componentes aparentemente compartilhados
peia fragio FIIAT, resultante deste dltimo processo.

Do ponto de vista metodoldgico, & cromatogra-

Fia de afinidade em coluna de WEA, sue selegciona componentes



do extrato pela ligagHo a residuos glicidicos, permite defi-~
nir analogias guanto & distribuicio de bandas, na anglise
eletroforética em gel de poliacrilamida, frente ao espectro
de componentes exibidos pelas fracfes resultantes da Croma-—
tografia de troca idBnics.

Assim  sendo, =& cromatografia de atinidade,
miito embora tenha fornecido um IR menor do que B cromato-
grafia de troca iGnica (tabela I), parece ser mais indicadsa,
Lomoc Processo mais seletive de SEPRAracao, resultando em um
MENGr  nuimero de bandas eluidas, com exclusio simultdnea de
numerosos componentes comuns ao tecido mamdrio normal.

A combinagio de métodos cromatograficos & ele-
troforese em gel de poliacrilamida foi muito eficar na de-
teccio de diferencas entre tecido mamdrio tumoral & normal,
assim como, entre fraghes provenientes do mesmo tecide tumo-
Fal, porém resultantes de diferentes métodos de fracionamen—
to.

Az metodologias desta ordem, zinda que mitito
dteis como técnicas analiticas, quando existe o interesse em
& Cconhecer & composicdo profeica de um determinado tipe de
tumor, raraments tém sido smpregadas com esta finalidade. No
caso  particular dos tumores mamnsirios humanos, tantoc  auanto
s& sabe, nio existem estudos destsa natureza. Todavia, &  im-
portancis desse tipo de andlise continua inquaatignévei
(NARAYAN et alii, 1i98&3.

Se de um lado este tipo de andlise nic permite

observacio conclusiva quanto & identificagho final do anti-
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geno  associado ao tumor, pode, entretanteo, contribuir ﬁava
discriminar o repertdrio proteico de um determinado tipo de
tumor, que poderia ter sew padric estabelecido, apds avalis-—
gho de um certo ndmero de amostras.

A analise por imuanodifusio das diferentes fra-
¢es, frente mo soro produzido contra a fracio F~MNaG, mos-
trou relagio de identidade total entre alguns componentes
presentes em todas as fragdes, sendo que a utilizac3c deste
SOro, apos absorgfo com proteinas de tecido mamario normal,
permitiu a revelagio de componentes sugest ivos de RHEGOC I ACED
a0 bumor mandrio, nas fragies FI/T, FILAT, FIV/T & F-NAG.

Atraves da andlise imunoeletroforédtica (Figu-
ras X1 a XIVY, verificou-se que os anticorpos anti-F-~NAG
reconhecem componentes com diferentes mobilidades eletrofo-
réticas, nas diferentes fragdes. fs ¥fraclies FI/T e FI/N com—
partilham um componentes com mobilidade pzx , enquanto a fra-
20 FII/T apresenta um outro componente com mobilidade mipi
que € reconhecido parcialmente nas fragfes F-NAG (figura
XIVY, FII/ZN, FIII/T e FIU/T, sendo que, nestas iltimas tres
fragiies, o arco de precipitasio € muito ténus (figuras XI e
XIII). Ainda gque debilmente, um outro componente & detectado
nas fraghes FIIIAT € FIV/T, na zona em qde habitualmente se
demonstra albumina = oL, (Figura XI).

0 soro anti~F~NAG absorvido com proteinas de
tecido mamario normal reconhece um dnico componente com  mo-

bilidade mLGa fragao resultante da tromatogratia de afi-

nidade, fragdo F-NAG, & um componente Comum ©OR mobilidade
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P. » muito discretamente representado nas fragies FI/T,
FII/T ¢ FIV/T (figuras XII e XIII ). |

A analise imunceletroforética Foi dtil como um
critério adicional de analise, por permitir a evidéncia de
que 08 componentes detectados com o soro anti-F-NaG, absor-
vido com proteinas de tecidm mamdrio normal, dentro dos 1i-
mites da técnica utilizada, podem ser considerados como as-—
sociados a0 fumor mamario.

Nio foi demonstrada ligacio & lectina wGﬁwlzsl
em nenhuma das fragdes cromatograficas da coluna de troca
ionica (tabela II). Apesar da concentracio proteica da  fra-
¢ao F-NAG encontrar-se abaixo das concentragies das demais
fragoes sob andlise, niEo houve impedimentso para a andlise
comparativa, em virtude da fragBo F-NAG ter sido eluida de
coluna de afinidade, cuja matriz sra WA, servindo, desta
forma, como um controle positivo de ligagso & lectina marca-
da.

& analise eletrofordtica em gel de poliacrila—
mida demonstrou a presenga de componentes compartilhados pe-
las fragdoes resultantes doe dois diferentes processos de
fracionamento. Pela andalise antigénica destes componentes,
demonstrou-se que o soro anti~F-NAG absorvido com proteinas
de tecido mamirio normal, tendo reagido mais intensamente,
comp era de se esperar, com a fraglo F~NAG, reconheceu, en—
tretanto, determinantes antigénicos com wmobilidades eletro-
foréticas distintas, sugestivos de associagio ao tumor, nas

fragies resultantes de ambos os processos de fracionamento.



Todévia, o terceiro critério analitico, repre-
sentado pela ligmsclo seletiva & lectina WGA-1251 nio mostrou
correspondéncia entre 0%  comnponentes presentes na fragio
F-HNaG & aqueles presentes nas demais fraghes. Uma justifica-
tiva aceitavel para este ¥ato, seria a possibilidade dos
componentes compartilhados entre a fracHo F-NAG & as  demais
fragies tumorais resultantes da coluna de troca idnica, en-—
contrarem—se muito diluidos em meio ao grande repertdrio
proteico destas dltimas fragfes, nio sendo detectiveis atra-—
vés deste ensaio qualitativo.

Sem didvida alguma, a metodologia que utiliz
cromatogratfia de afinidade atraves da lectina WGA, foi supe-
rior & combinagBo dos métodos convencionais, por permitir =
recuperagido de uma fracio muito menos heterogénea. Desta
forma, = partir de seus constituintés foram produzidos anti-
corpos policlonais, que apds absorgloc com proteinas de teci-
do mamario normal, reconheceram um componente possivelmente
associado ao ¢arcinoma mamdrio, nesta mesma fragio. A detec—
¢Ho de tal componente em uma fracio desta naturerza, ou seja,
com  afinidade pelas lectina WEA, confirma & eficdcia dests
metodologia para a selegio de componentes com residuos gli-
cidicos, presentes na célula tumoral & poussivelmente asso-
ciados ao tumor.

Nos idltimos anos varios autores tém confirmado
que a transformaciio neoplidsica encontra-se associada com al-
teragies no tamanho & na estrutura das cadeias laterais dos

oligossacarides das olicoproteinas de superficie da célula
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tumoral (COLLARD et =wlii, 41985; DENNIS et alii, 41987;
HAKOMORI, 1984, HUMPHRIES et alii, 1i98&; ROSS, 1984, SMETS &
VAN BEEK, 49847, sendo gue a mudanga no tamanho dos oligos-—
sacarides tem sido atr ibuida a um aumento no conteddc de re-
siduns de dcido sidlico (COLLARD et alii, 1985; DENNIS,
1986, DENNIS et alii, 1984, DENNIS & LAFERTE, 1986, DENNIS
et alii, 1987; LLOYD et =alii, 1979).

| Em seu trabalho de revisBo sobre antigenos
glicidicos associados @ tumores, HAKOMORI (1984) observa que
as mudangas nNa cmmﬁmﬁicﬁm e gstrutura dos carboidratos de
membrana dus células neopldsicas sfo mais quantitativas do
que qualitativas, sendo que o conjunto dos residuos glicidi-
cos situados em um dom;nio gspecifico do polipeptideo, pode
ser reconhecido através de wmétodos imunoldgicos, sendo desta
forma identificado, COMo un ant fgeno associado ao tumor.

Dentro deste contexto, a presenga de um con-
teildo mais elevado de dcido sidlico nas células tumorais
(COLLARD et alii, i985; DENNIS, {984; DENNIS et alii, 1984;
DEMNIS & LAFEQTE, 1986 DEHNNIS et alii, 1987; LLOYD &t alii,
1979) poderia ser interpretada como representativa de estru-
tura antigénica associada ao tumor.

Desta forma, considerando-se que a lectina WGA
possul capacidade de intersgir com células de diferentes tu-
mores (BURGER & GOLDBERG, 1967 CHANDRASEKARAN, 1979 GOLDS-~
TEIN & HAYES, 197B) via glicoproteinas de super?fciercelular
€ que sux interagao € complexa, envolvendo residuos de Nac-

‘Glc e também residuos de dcido sidlico (BHAVANANDAN et alii,
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19775 BHAVANANDAN & K&TLIC, 1979 BURGER & GOLDBERG, 1967
DENNIS, {9846; IRIMURA & NICOLSON 1984, KRONIS & CARVER,
1982 WRIGHT, 1989 2 & b)), muitos dos componentes constituin-
tes da  célula tumoral, que demonstram afinidade por esta
lectina, poderiam carréspmnﬁ&r a estruturas antigénicas com
wlto conteddo de dcido sidlico.

Por outro lado, evidéncias experimentzis tém
demonstrado a existéncia de associaciio entre o . contelddo  au-
mentado de dcido sidlico na superficie das células tumorais
e 0 processo de formagio de metistase, pelo fato de  linha-
gens tumorais celulares, com capacidade de colonizar outros
Srofios, apresentarem elevacHo da quantidade destes residuos
nas suas glicoproteinas de supgrficie (IRIMURA & NICDLSBN,
1284, LLOYD et alii, 1979).

Determinadgs linhagens celulares de tumores
murinos, expressando cardater altamente metastidatico, podem
ser discriminadas de suas variantes nao-metastiaticas, atra-
vés de seleclo pela afinidade 3 lectina WGA. A% linhagens
cultivadas in vitro, sfio subnetidas a concentragies tomxicas
da lectina WGA., sendo aque asz células cém o fendtipo WGA-sen=-
sivel sdHo altamente metastdticas, ao passo que as suas  va-—
riantes WGA-resistentes, apresentam perda do potencial me -~
‘tastdtico, sendo que, ao readguirirem a sensibilidade & lec-
tina, -readquirem também seu potencial metastatice (COLLARD
et alii, 41985, DENNIS et alii, 1i984; DENNIS & KERBEL,
198i; DENNIS & LAFERTE, 19864; HUMPHRIES et alii, 1984). @

analise da estrutura das glicoproteinas de superficie, pre—



.o
[ 3

sentes nas diferentes linhagens celulares, demonsbtron gue =@
perda do potencial metastdtico pelas linhagens WGA-resisten-
tes ocorre como cmnséquéncéa de alteragBo na por¢io glicidi-
ca dus glicoproteinas, representada ou pela diminuigSo de
residuos de acido sialico (DENNIS, 19846iDENNIS et alii,
19545 DENNIS & LAFERTE, 1986, KRONIS & CARVER, 1982y, Inl3}
por mudangas qualitat ivas subtie no posicionamento destes re-
sidups, na superficie celular (FOGEL et alii, 1983y, mpe-
dindo uma configuragdo mais adequada para interagio com =@
lectina. Da mesma forma, em gualguer das duas situsghdes, niEo
haveria mais possibilidade de interagio dessas molédculas com
outras moléculas envolvidas nos mecanismnos de  espalhamento,
migragiio & formagio de metdstase.

Considerando—se as informagdes acima ¢ tendo-
se em vista que sinloglicopeptideos do tipo aucina, com afi-
nidade pela WGA parecem ser produzidos por muitas linhagens
celulares malignas (BHAVANANDAN et alii, 1977) e, inclusive
ce€lulas de carcinoma mamiério humano (ABE & KUFE, 1987; BHA~
VANANDAN et alii, 1977; BRAMWELL et alii, 1983; BOLMER & Da-~
VIDSON, 1981; CHANDRASEKARAN & DAVIDSON, 1979) poder—-se-ia
supor a possibilidade da frag8o F-NAG conter um componente
com ‘sialilacio” aumentmda, positivamente associade ao pro-
cesso de formacado de metdstase e, consequentemente, com o©
cardter maligno. A hipdtese acima & cogitada, em virtude do
componente aparentemente associado ao tumor, contido na fra-

¢cRo F~NAG, provavelmente possuir afinidade pela lectina WGA.



&Hé&

Todavia, a confirmagio desta hipdtese depende
de resultados futuros, envolvendo andlises mais detnlhadas
do  componente detectado, uma ver gque, em vista das limita-
ghes do presente trabalho, ndo se pode assegurar ainda a SUa
associagldo restrita a0 carcinoma MAamaArio, exigindo—%e a pes—
qQuisn  de  SUR presencs &m oum numero mais  significativo de
amostiras de tecidos mamarios tunorais e normais.

& cont inuidade do presente trabalho Eige
obtrigatorianente o isolamento de tal componente. Tendo-se em
vista que sun detecg@o Ffoi realizada através do soro anti-F-
NAG absorvido com proteinas de tecido mamdrio normal, =z dis-—
ponibilidade deste soro favorece o processo de isolamento,
que poderia ser realizade através de cromatografia de afini-
dade, cuja matriz seria representada pelos anticorpos rema-—
nestentes no soro absorvido, aaopladés 2 Sepharose.

tma vez isolado, o componente poderia ser uti-
lizado para imunizagio de animais para produgBo de anticor~—
pos policlonais ou monoclonais. Posteriormente éateﬁ ant i~
corpos  poderiamn ser empregados para a analise das amostras
de tecidos mamarios tumorasis & normais.

Varios autores tém utilizado determinadas lec-
tinas, ¢ inclusive a lectina WGA, para fins dimngnosticos,
através de técnicas histoquimicas, com base nas Suas pro-
prigdades altamente especificas de reconhecerem certas es-—
truturas glicidicas presentes nas células tumorais
(FRANKLIN, i1983; LEATHEM & BRDOKS, i987; LOUIS et alii.,

1981 LOUIS et alii., 1983; WALKER, 1984).



Diante desta constatagSo e considerando-se o
importante papel da lectina WGA no sentido de selecionar 1i-
nhagens celulares metastdticas de suans variantes nio-metss-
taticas, o ensaio de ligagHc & WGA~ 1257 venlizado em supor-
te sdlido, representado pela aderéncia de material profteico
& tubos de poliestirenn, poderia introduzir novas perepecti-
vas para a investigagio de glicoproteinas associadas ao  tu-
mor, surgindo, eventumlmente, como metodologia alternativa
para fins diagndsticos.

0 presente trabalho, no contexto de seus abie-
tivos, permitin que se analisassem os produtos proteicos re-
sultantes de dois diferentes metodos de fracionamento, sob
diferentes fundamentos metodoldgicos.

& segunda contribui¢cBo, e talvez a mais impor-
tante, foi a detec¢lo dos componentes aparentemente associa-
dos ao tumor nas fragdes resultantes dos dois métodos, de-
vendo—-se destacar aquele presente na‘¥ra¢§a F~N&aG, pela de-
monstragio de maior reatividade, mzior ﬁoncentracga proteica

e provavel afinidade pela lectina WGEA.
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7« RESUMD

& partir de uma amostra de tecido mamario tu-
moral obteve-se dois fragmentos, denominados respect ivamentes
fragmento 1 € fragmento 2, os quais foram submetidos inde-
pendentemente & dois diferentes processos de fracionamento
proteico, com o obietiveo de se comparar seus produtos resul-
tantes. D primeiro processo de fracionmmento, que foi apli-
cado ao Ffragmento i, Cbnétituiu~se de cromatogratia de ex-
clusdo (Bio~Gel A-59), seguida de cromatografia de troca id-
nica (DEAE - celulose) e resultou nz eluigBo de quatro fra-—
coes, denaminaaag respectivamente: FIAT: FIIAT: FILI/AT &
FIV/T. Uma amostrza de tecido mamario normal também Ffoi  sub-
metida a este processo, tendo como resultantes as  {fragoes:
FI/ZN & FTI/N. O fraomento 2 foi submnetido ac segundo proces—
s0 de fracionamento, representada pelo emprego de  coromato-
grafia de afinidade (WGEA - Sepharose 6 MB), que permitiu =
obtencio da fragio unica, denominada F - NaAG. Para efeito de
analise comparativa, as diferentes fragies proteicas foram

submet idas: 1) & andlise eletrofordtica em gel de poliacri~
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lamida, na presenca de SDS; 2 & analise imunoguimica, atra-
vés de imunodifusio dupla e imunoeletroforese; 3) a andlise
do potencial de ligagHo & lectina WGA-1251. & andlise ele-
t;ofmrética demonstrou a presenga de varios componentes na
fragio FII/T, n3c detectados nas fragies resultantes de  tew
cido mamario normal, FI/N e FII/N. Alguns desses componentes
encontraran correspondéncia na fragio F-NAG, resultante  da
cromatografia de afinidade. Através da  analise por inunodi-
fus3o foi possivel detectar a presenga de componentes posgi~-
velmnente associados =ao tumor mamario, nas fraghes FIAT,
FIX/T, FIV/T e F-HAG. & andlize inunoeletroforédtica destas
fragoes permitiu ssclarecer que o companente presente na
fragio F-NAG, com mobilidade 2 era distinto do componente
aparentemente comum presente nas demais fragoes, cujzs mobi-
lidade era(s 2. A andlise do potencial de ligagHo a WoA-12571
revelow que somente a fragio F-NAG continhza componentes

acessiveis & ligag83o com & lectina.
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