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RESUMO

Objetivo: Determinar a presenca de glicosaminoglicanos na matriz
extracelular do tecido conjuntivo colorretal neoplasico e ndo neoplasico,
tendo em vista seu papel central no desenvolvimento e na progressao
dos tumores. Métodos: Amostras de tecidos colorretais neoplésicos
e nao neoplasicos foram obtidas de 64 pacientes operados com
carcinoma colorretal sem metastases a distancia. As expressoes
de heparan sulfato, sulfato de condroitina e sulfato de dermatan e
seus fragmentos foram analisadas por espectrometria de massa por
ionizagao por electrospray, com técnica de extragdo e quantificacéo
de glicosaminoglicanos apds protedlise e eletroforese. Para anélise
estatistica, utilizaram-se média, desvio padrdo e teste t de Student.
Resultados: Em gel de agarose, os glicosaminoglicanos extraidos
de tecido colorretal mostraram trés bandas eletroforéticas. A
espectrometria de massa por ionizacdo por electrospray mostrou
fragmentos de dissacarideos caracteristicos de glicosaminoglicanos e
indicou sua caracteristica estrutural. Alguns picos na espectrometria
de massa por ionizagéo por electrospray nao foram caracterizados
como fragmentos de aclicares, sugerindo a presenga de fragmentos de
proteinas estruturais dos proteoglicanos, formadas durante a purificagao
dos glicosaminoglicanos. A quantidade média de condroitina e dermatan
aumentou no tecido neoplastico em relagéo ao tecido normal (p=0,01).
Por outro lado, a quantidade média de heparan foi menor no tecido
neoplésico em relagao ao tecido normal (p=0,03). Conclusao:
0 método empregado permitiu determinar o perfil estrutural dos
glicosaminoglicanos nas amostras. Tecidos neoplésicos apresentaram
maiores quantidades de sulfato de condroitina e sulfato de dermatan em

comparag@o com 0s n@o neoplasicos, enquanto o sulfato de heparan
foi encontrado em menores quantidades nos tecidos neoplésicos.

Descritores: Glicosaminoglicanas; Proteoglicanas; Condroitina; Dermatan
sulfato; Heparitina sulfato; Matriz extracelular; Neoplasias colorretais;
Espectrometria de massas por ionizagao por electrospray

ABSTRACT

Objective: To determine the presence of glycosaminoglycans in
the extracellular matrix of connective tissue from neoplastic and
non-neoplastic colorectal tissues, since it has a central role in
tumor development and progression. Methods: Tissue samples from
neoplastic and non-neoplastic colorectal tissues were obtained
from 64 operated patients who had colorectal carcinoma with no
distant metastases. Expressions of heparan sulphate, chondroitin
sulphate, dermatan sulphate and their fragments were analyzed by
electrospray ionization mass spectrometry, with the technique for
extraction and quantification of glycosaminoglycans after proteolysis
and electrophoresis. The statistical analysis included mean, standard
deviation, and Student’s t test. Results: The glycosaminoglycans
extracted from colorectal tissue showed three electrophoretic bands
in agarose gel. Electrospray ionization mass spectrometry showed
characteristic disaccharide fragments from glycosaminoglycans,
indicating their structural characterization in the tissues analyzed.
Some peaks in the electrospray ionization mass spectrometry were
not characterized as fragments of sugars, indicating the presence
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of fragments of the protein structure of proteoglycans generated
during the glycosaminoglycan purification. The average amount of
chondroitin and dermatan increased in the neoplastic tissue compared
to normal tissue (p=0.01). On the other hand, the average amount
of heparan decreased in the neoplastic tissue compared to normal
tissue (p= 0.03). Conclusion: The method allowed the determination
of the glycosaminoglycans structural profile in colorectal tissue from
neoplastic and non-neoplastic colorectal tissue. Neoplastic tissues
showed greater amounts of chondroitin sulphate and dermatan
sulphate compared to non-neoplastic tissues, while heparan sulphate
was decreased in neoplastic tissues.

Keywords: Glycosaminoglycans; Proteoglycans; Chondroitin; Dermatan
sulfate; Heparitin sulfate; Extracellular matrix; Colorectal neoplasms;
Spectrometry, mass, electrospray ionization

INTRODUGAO

A homeostase da matriz extracelular depende da in-
tegridade e do arranjo de coldgenos, glicoproteinas,
proteoglicanos (PG) e glicosaminoglicanos sulfatados
(S-GAG).™» Os S-GAG se ligam a proteinas especifi-
cas e alteram seus papéis essenciais em desenvolvimen-
to, organogénese, crescimento celular, adesao celular,
inflamagao, modulacao da angiogénese, apoptose, con-
trole do ciclo celular e sinalizacdo dos fatores de cresci-
mento.*” Ademais, os S-GAG desempenham um papel
vital em cada passo da progressdo tumoral, permitindo
que células cancerosas proliferem, escapem da resposta
imunoldgica, invadam tecidos vizinhos e formem me-
tastases em locais distantes do sitio primario.®3? O sul-
fato de condroitina (SC) e sulfato de dermatan (SD),
ambos galactosaminoglicanos, e o sulfato de heparan
(SH), um glicosaminoglicano, sdo os S-GAG envolvidos
nesses eventos bioldgicos.1¢12)

Virias técnicas foram revisadas para a identificacao
seletiva de glicanos na extremidade redutora, com um
grupo que poderia aumentar a sensibilidade de detec-
¢ao e facilitar as separacdes cromatograficas.®!*!¥ No
entanto, a andlise de S-GAG e PG derivados das peque-
nas quantidades de tecidos ou células, e o desenvolvi-
mento de métodos que caracterizem esses carboidratos
tém progredido de forma mais lenta.(

Espectrometria de massa é uma técnica analitica
usada para identificar compostos desconhecidos, quan-
tificar materiais conhecidos e elucidar as propriedades
quimicas e estruturais de moléculas, com base na gera-
¢ao de fons detectados posteriormente.®!> Essa aborda-
gem permite avaliar como as mudancas na estrutura de
S-GAG podem regular a fisiologia e a patologia.®!® Os
procedimentos de espectrometria de massa e eletrofore-
se em gel podem também ser usados para estabelecer o
comprimento da cadeia de um oligossacarideo e a pre-

senga de grupos funcionais especificos.**!9 O preparo
de amostras para essas técnicas sensiveis requer frequen-
temente tratamentos enzimaticos para produzir sequén-
cias de oligossacarideos para analises posteriores.-1-20)

Ha duas técnicas para a ionizacao de grandes molé-
culas bioldgicas: primeiro, a ionizagao/dessorcao a laser
assistida por matriz, uma técnica de espectrometria de
massa baseada na dessorcao e ionizagao a laser de pro-
teinas, com a ajuda de uma matriz, que analisa a massa
por meio do tempo de voo (ToF - time of flight) de ions
do tubo; e segundo, a ionizacao baseada em espectro-
metria de massa por pulsos elétricos, em meio liquido
(espectrometria de massa com ionizacao por electrospray
- ESI-EM). (122D

OBJETIVO

Descrever um método experimental de analise de gli-
cosaminoglicanos sulfatados em espécimes de tecidos
neoplasicos e nao neoplasicos de pacientes com carci-
noma colorretal, usando analise baseada no método de
espectrometria de massa por ionizacao por electrospray.
Embora existam vdrias técnicas para o estudo da inte-
ragao de glicosaminoglicanos sulfatados com proteinas,
a ampla aplicabilidade desse método oferece uma pers-
pectiva da maneira em que alteragdes na superficie da
célula e na composicao e sequéncia de glicosaminogli-
canos sulfatados extracelulares influenciam na capa-
cidade das células e tecidos de mudar dinamicamente
suas respostas a moléculas de sinalizacao em tecidos de
cancer colorretal.

METODOS

Foram obtidas amostras de tecidos de 64 pacientes
adultos com carcinoma colorretal sem doenca metasta-
tica, operados consecutivamente durante o periodo de
2005 a 2006, no departamento de cirurgia da nossa ins-
tituicao. Trinta e sete (57,8%) pacientes eram mulheres.
A média de idade foi 68,5%=7,3 anos (variacdo de 44 a
81 anos). Todos os pacientes eram brancos. O carcino-
ma estava localizado no reto em 32 (50,0%) pacientes e
no c6lon nos outros 32 (50,0%) — 17 (26,6%) no célon
direito e 15 (23,4%) no colon esquerdo.

Para os ensaios de espectrometria de massa, usamos
duas amostras de tecido do intestino grosso de cada
paciente: uma amostra de tecido obtida de uma area
macroscopica, representativa do carcinoma colorretal,
e outra da mucosa nao neoplasica, a 10cm em diregao
ao cranio, em relacao a neoplasia.

Os tecidos de bidpsias dos pacientes foram tritu-
rados e homogeneizados com o dobro do volume de
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acetona, por 24 horas, e a acetona foi trocada quatro
vezes. Esses preparados homogeneizados foram manti-
dos em temperatura ambiente por 48 horas. O material
foi, entdo, centrifugado a 1.300Xg, por 20 minutos; o
sobrenadante, descartado; e secado o precipitado com
vacuo. O tecido em po seco assim obtido foi pesado e
submetido a protedlise na presenca de maxatase (Biocon,
Rio de Janeiro, (RJ), Brasil) 2mg/100mg de tecido seco,
em um soluciao tampao de 0,05M Tris HCI, pH 8,0, con-
tendo 0,15M NaCl, na proporg¢ao de 10mL da solucao
enzimdtica por 1g de tecido seco. Foi acrescentado
acido tricloroacético TCA (10% concentracao final) a
mistura, sendo mantido a 4°C, por 15 minutos. Apds a
incubagao por aproximadamente 48 horas, a 60°C, os
acidos nucleicos e proteinas remanescentes na solugao
foram precipitados em um banho de gelo pela adicao
de TCA (10% concentragao final). Ap6s 10 minutos,
a solucao foi centrifugada (1.300Xg por 15 minutos)
para remover o precipitado. Dois volumes de metanol
para precipitacao de S-GAG foram adicionados vaga-
rosamente ao sobrenadante, misturando sem interrup-
¢ao. O sobrenadante contendo S-GAG foi obtido apds
centrifugacao (10 minutos, 3.500Xg, 4°C). Os S-GAG
foram precipitados pela adicao de dois volumes de me-
tanol (24 horas, -20°C). O precipitado foi coletado por
centrifugacao (20 minutos, 3.500Xg, 4°C), secado e dis-
solvido em 4gua destilada (50mL de dgua por grama de
p6 de acetona). Uma aliquota dessa solucdo foi separa-
da, secada a vacuo e novamente suspensa em solugao de
DNase para inativar os acidos nucleicos.

Identificacao e quantificacao dos glicosaminoglicanos
sulfatados

As aliquotas de S-GAG (50 a 100uL) foram incubadas
com condroitinases B, AC e heparitinases I, II e III,
isoladas de Flavobacterium heparinum,™® em 0,05M de
tampao de etileno diamina-acetato (EDA), pH 8,0, com
volume final de 30uL. Apds 16 horas de incubacdo a
3rC, o volume foi dividido em duas partes: uma aliquota
(5uL) foi submetida a eletroforese em agarose gel, e a
outra foi usada para identificagdo dos compostos e seus
fragmentos por espectrometria de massa.

Os S-GAG celulares e da matriz extracelular foram
copurificados apds o procedimento descrito. Os S-GAG
foram identificados e quantificados por eletroforese
em agarose gel em tampao de 1,3-diamino propano-
-acetato (PDA) 0,05M, pH 9,0. Apés eletroforese, os
S-GAG foram precipitados em agarose gel usando 0,1%
de brometo de acetil trimetil amonia (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, Estados Unidos), por 2 horas, em
temperatura ambiente. O gel foi secado e corado com
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azul de toluidina (0,1% em 4acido acético: etanol: agua;
0,1:5:4,9, v/v). A quantificagao de S-GAG foi feita por
densitometria a 530nm. Os coeficientes de extincao dos
S-GAG foram calculados usando padroes de 4-sulfato
de condroitina (de cartilagem de baelia), SD (de pele
de porco) e SH (de pancreas bovino) (Seikagaku Kogyo
Co., Toquio, Japao). O erro do método de eletroforese
em gel de agarose foi da ordem de 5%. A identificagiao
dos S-GAG foi baseada na migracdo dos compostos em
comparac¢ao a dos padroes. A identidade dos diferen-
tes S-GAG foi confirmada pela degradacdo com liases
especificas: condroitinases B, AC (Seikagaku Kogyo
Co., Tokyo, Japao) e heparatinases obtidas conforme
descricdo anterior.'”

A especificidade de substrato de condroitinases B,
AC foram sulfatos de condroitina A e C, condroitina e
acido hialurdnico. A condroitinase AC age nas regioes
de SC, enquanto a condroitinase B age nas regides de
SD, que contém ligacoes 13(1-4) entre N-acetilgalacto-
samina e acido QL-idurdnico.!®

As heparitinases I e II degradam SH, e dissacari-
deos insaturados formados como produtos de degra-
dacdo sao um composto nao sulfatado (ADiHS-OS) e
uma pequena quantidade de dcido urdnico-glucosamina-
-N-sulfato (ADiHS-NS). A heparitinase I age sobre as
ligagoes entre acidos N-acetilados ou N-sulfatados de
glucosamina-acido glucurdénico do SH. Os grupos sul-
fato na posicao 6 da porcao de glucosamina das cadeias
de SH parecem ser impeditivos para a acao de hepa-
ritinase I. A heparitinase Il age sobre SH produzindo
dissacarideos dissulfatados, N-sulfatados e N-acetila-
dos-6-sulfatados, além de pequenas quantidades de dis-
sacarideos N-acetilados. A heparitinase 11 age preferen-
cialmente sobre as ligacoes entre acidos N-6-sulfatados
de glucosamina-acido glucurdnico. Ja a heparitinase I11
degrada SH, e os dissacarideos insaturados formados
como produtos degradados sdo o composto nao sulfata-
do (ADiHS-OS) e 4cido uronico-glucosamina-N-sulfato
(ADiIHS-NS). A degradacao total de SH somente € con-
seguida pela acao combinada destas heparitinases.!”

Os dissacarideos produzidos foram purificados e
digeridos com condroitinase B, AC ou uma mistura de
heparitinases I, II e III, conforme ja publicagio.®

Espectrometria de massa por ionizacao por electrospray
Os estudos de ESI-EM foram conduzidos no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (Campinas, Sdo Paulo, (SP),
Brasil) usando o instrumento Micromass Q-TOF
(Micromass Inc., Milford, Massachusetts, Estados Unidos)
para analises de ESI-EM a fim de detectar a presenga
de S-GAG nas amostras de tecido colorretal. A compo-
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sicao do solvente do electrospray foi acetonitrila-acido fos-
férico — a mesma usada para os oligossacarideos S-GAG.

Os S-GAG obtidos dos tecidos foram degradados
ou ndo com liases especificas, diluidas em acetonitrila/
acido fosforico (1:1), centrifugados a 1.400Xg, injeta-
dos no aparelho de ESI-EM com razdo massa-carga de
4kDa e submetidos a nebulizacao. O dispositivo foi pro-
gramado para agir de forma negativa, ou seja, selecio-
nava apenas ions negativos com energia no cone de 80V
e submetidos a um fluxo de Sul/minuto.

A composicao do solvente do electrospray foi a mes-
ma usada para os oligossacarideos S-GAG, ou seja, ace-
tonitrila-acido fosforico, e a taxa de fluxo corresponden-
te foi de Sul/minuto.

Os S-GAG ou seus produtos de degradacio foram
analisados por eletroforese em agarose gel em 0,05M
de solugao tampao de PDA, pH 9,0. Apos eletroforese
(5V/cm, por 1 hora), a lamina foi mergulhada em uma
solucao de cetrimida 0,1% para precipitacao de S-GAG,
por um periodo minimo de 2 horas.

As amostras foram aplicadas a ldminas de agarose
gel e submetidas a eletroforese (5V/cm por 1 hora) na
caixa resfriada até 5°C. Como esses compostos possuem
carga anionica, a origem do gel correspondia ao polo
negativo.

O gel foi secado sob um fluxo de ar quente e luz
artificial e, apds aproximadamente 90 minutos, os com-
postos foram tingidos com uma solugao de azul de to-
luidina, sendo excesso removido com uma soluciao de
acido acético 1% e etanol 50%.

O sistema de eletroforese em agarose gel permite a
identificacdo dos S-GAG, separando-os segundo a in-
teragdo com o cap. O tampao de PDA 0,05M, pH 9,0,
distingue os compostos segundo a interacdo diferencial
com a diamina, discriminando, em ordem decrescente
de motilidade eletroforética: SC, SD e SH.!'” A quanti-
ficacao dos S-GAG foi feita por densitometria usando
um comprimento de ondas de 560nm.

Este estudo foi conduzido de acordo com os regu-
lamentos dos Comités de Etica em Pesquisa Humana
numero 090/04 nas nossas instituicoes € com os princi-
pios éticos da Declaracdo de Helsinque de 1975, con-
forme revisao de 2000.

Andlise estatistica

Os valores obtidos no estudo de cada variavel foram
organizados e expressos na forma de média e desvio
padrao. Frequéncias absoluta e relativa foram usadas
para as categorias. As associacOes estatisticas foram de-
terminadas usando o teste ¢ de Student. O nivel de sig-
nificancia estatistica foi determinado em 5% (p<0,05),

e os dados foram analisados usando software Statistical
Package for Social Sciences - SPSS™, (Chicago, Illinois,
Estados Unidos), versao 15.0.

RESULTADOS

Os S-GAG obtidos de tecidos de carcinoma colorretal
e tecidos nao neoplasicos foram identificados e quanti-
ficados por eletroforese em agarose gel, apOs extracao
e precipitacao por protedlise. Assim, este ensaio evitou
quaisquer perdas materiais que normalmente ocorrem
durante o processo.

No gel de agarose, os S-GAG extraidos do tecido
colorretal mostraram trés bandas eletroforéticas. Duas
delas corresponderam a migracao de SH e SD, e a ter-
ceira banda foi mais lenta quando comparada ao pa-
drao SC de migracao, tornando dificil a quantificagao
separada dos compostos SC e SD. Consequentemente,
os dois galactosaminoglicanos (SC + SD) foram quan-
tificados juntos de uma banda tnica (Figura 1). No en-
tanto, para garantir a presenca de SD e SC nas amostras
de tecido colorretal, os S-GAG extraidos da degradagao
por protedlise enzimatica com maxatase foram subme-
tidos a incubagdo com enzimas especificas (liases), e 0s
produtos de degradagio obtidos foram analisados por
ESI-EM.
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SC: sulfato de condroitina; SD: sulfato de dermatan; SH: sulfato de heparan. Padrao, tecido colorretal ndo neoplésico (N),
tecido colorretal com carcinoma (B, C).

Figura 1. Eletroforese de glicosaminoglicano sulfatado de tecidos colorretais
(5ug cada)

O ESI-EM foi obtido com relacao a degradacao de
tecidos de amostras colorretais com condroitinase AC e
confirmou a presenga de dissacarideos SC e seus possi-
veis fragmentos (Figura 2). As liases produziram sulfato
A 4,5-insaturado HexAP1-3 GalNAc. O ion em m/z 378
correspondeu a perda de SO3 de m/z 458. Outros ions
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foram rotulados, e a presenca deles indicou que as con-  dissacarideos SD e possiveis fragmentos (Figura 3). A
dicoes de dessolvatacido do electrospray foram energé-  degradacdo de amostras de tecido colorretal com a en-
ticas demais e resultaram na dissociacao dos dissacari-  zima heparitinase I, II e III mostrou a presenca de SH,
deos SC/SD. Da mesma forma, a degradacdo de tecido  possiveis fragmentos de oligossacarideos caracteristicos
colorretal com condroitinase B mostrou a presenca de  dos dissacarideos e SH (Figura 4). As heparitinases de
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SC: sulfato de condroitina.
Figura 2. Espectroscopia de massa para identificar oligossacarideos de sulfato de condroitina. Os oligossacarideos e dissacarideos de sulfato de condroitina foram obtidos
apos digestao com condroitinase AC. Os produtos foram comparados com o padréo de produtos de condroitina-4-sulfatada e condroitina-6-sulfatada
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SD: sulfato de dermatan.
Figura 3. Espectroscopia de massa para identificar oligossacarideos de sulfato de dermatan. Os oligossacarideos e dissacarideos de sulfato de dermatan foram obtidos
apos digestao com condroitinase B. Os produtos foram comparados com o padrao de produtos de sulfato de dermatan
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SH: sulfato de heparan
Figura 4. Espectroscopia de massa para identificar oligossacarideos de sulfato de heparan. Oligossacarideos e dissacarideos de sulfato de heparan apds digestao com
heparitinase | e Il. Os produtos foram comparados com o padréo de produtos de sulfato de heparan
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Flavobacterium heparinum degradaram a regiao de li-
gacao contendo acido L-idurdnico, D-glucosamina-N-
-sulfatado e 6-sulfatado.

O ESI-EM mostrou um perfil caracteristico de dis-
sacarideo obtido de SC, SD e SH, indicando a presenca
de S-GAG nos tecidos colorretais analisados. Porém al-
guns picos no ESI-EM néo foram caracterizados como
fragmentos de acgucar, indicando a presenca de frag-
mentos de proteina obtidos da protedlise de PG.

As porcentagens de S-GAG, na forma de galactosa-
minoglicanos (SC e SD) e SH em espécimes de tecido
colorretal neoplasicos e nao neoplasicos, obtidos por

eletroforese em agarose gel e degradagcao com liases
especificas (condroitinases B, AC e heparatinases), nos
diferentes locais de carcinoma colorretal, sio mostra-
das na tabela 1 e figura 5.

Os resultados mostraram que a quantidade média
de SC e SD aumentou no tecido neoplasico do c6lon di-
reito, célon esquerdo e reto, em comparacao ao tecido
normal nesses segmentos do intestino grosso (p=0,01).
Por outro lado, a quantidade média de SH diminuiu no
tecido neoplédsico no colon direito, colon esquerdo e
reto, quando comparados ao tecido normal nesses seg-
mentos do intestino grosso (p=0,03).

Tabela 1. Perfil de glicosaminoglicano* sulfatado em espécimes de tecidos neoplasicos e nao neoplasicos de carcinoma colorretal

Colon direito Calon esquerdo Reto
Glicosaminoglicanos** Neoplastico Néo neoplasico Neoplastico Néo neoplasico Neoplastico Nao neoplasico
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Galactosaminoglicanos 70 59 62 57 68 56
Sulfato de heparan 30 41 38 43 32 44
Total 100 100 100 100 100 100

* Os valores de glicosaminoglicanos sulfatados em espécimes de tecidos neoplasicos e nao neoplésicos de pacientes com carcinoma colorretal sdo expressos na forma de porcentagem do total de glicosaminoglicanos sulfatados (%); **a quantificacao
foi feita por eletroforese em agarose gel, conforme descrito na secdo métodos, e os valores representam triplicatas obtidas de dois diferentes ensaios.

Célon esquerdo Reto

Coélon direito

A BNao neoplasico (%)  BNeoplasico (%)

Célon direito Colon esquerdo Reto

B @Nao neoplasico (%) BNeoplasico (%)

Figura 5. Perfil de glicosaminoglicanos sulfatados em espécimes de tecidos neopldsicos e nao neopldsicos de carcinoma colorretal. (A) Galactosaminoglicanos (sulfato
de condroitina e sulfato de dermatan) aumentados em tecidos neoplasicos quando comparados a tecidos nao neoplasicos (p=0,01). (B) Sulfato de heparan diminuido

em tecidos neoplésicos quando comparados a tecidos nao neoplésicos

DISCUSSAO

As interacOes entre glicanos e proteinas sdo cruciais
para muitos processos bioldgicos regulatdrios.*>* O
desenvolvimento de metodologias analiticas, que pos-
sibilitam a caracterizacdo estrutural de oligossacarideos
S-GAG, levou a um melhor entendimento sobre a es-
pecificidade dessas interagdes biomoleculares e fungoes
bioldgicas.(->19

Os S-GAG sao moléculas dificeis de analisar por es-
pectrometria de massa, devido a sua alta diversidade e a
complexidade na composicao de sacarideos, polidisper-
sidade e heterogeneidade de sequéncia.(!1%2%

Diversos procedimentos foram criados para rotular
os glicanos seletivamente na extremidade redutora, com
um grupo que realcaria a sensibilidade de deteccdo e
facilitaria separacoes cromatograficas.®*>29 Esses mé-
todos fornecem novas oportunidades para o desenvol-
vimento de abordagens dos glicosaminoglicanos para
estudar a estrutura e a funcdo da familia de SH, SC e
SD de glicanos.31%14 Assim, a caracterizagao estrutu-
ral de oligossacarideos de PG e outras glicoproteinas é
bem maior com espectrometria de massa e eletroforese
em gel.12!% As amostras preparadas para essas técnicas
sensiveis requerem frequentemente tratamentos enzi-
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maticos para produzir sequéncias de oligossacarideos
para a proxima analise.**!? No geral, a modularidade
dessas técnicas facilita e flexibiliza o uso, junto de ferra-
mentas de espectrometria de massa e eletroforese para
pesquisas com glicosaminoglicanos. %2

Este estudo descreve uma técnica para elucidar a
informacao estrutural inerente nas espécies de S-GAG.
Primeiro, discorre sobre o uso de enzimas de despoli-
merizacao que causam clivagem de polissacarideos em
pontos especificos. Depois, a técnica de eletroforese em
agarose gel foi empregada para caracterizar as espécies
de S-GAG presentes em uma amostra de polissacari-
deo clivada por meio de enzimas. Os procedimentos de
espectrometria de massa foram também usados para
estabelecer o comprimento da cadeia de um oligossaca-
rideo e a presenca de grupos especificos de oligossaca-
rideos e dissacarideos funcionais.

Até onde sabemos, este foi o primeiro estudo a
descrever a aplicacao de ESI-EM na identificacao de
S-GAG da matriz extracelular de tecidos colorretais
nao neoplasicos e neoplasicos. Apos digestdo com con-
droitinase AC e condroitinase B, o pool de dissacari-
deos pode ser separado diretamente por cromatografia
liquida em uma coluna de grafite porosa e identificado
on-line por espectrometria de massa por electrospray,
em condi¢coes de ionizacao negativas. As intensidades
relativas dos fons dos fragmentos obtidos pelo método
baseado em espectrometria de massa permitem a dis-
tincdo da posigao do sulfato. A calibragdo com dissa-
carideos padrao permite a quantificagao dos diferentes
isOmeros.

Durante o crescimento do tumor, as células trans-
formadas remodelam o espaco extracelular para haver
condicoes de crescimento dindmico.®® Os PG e S-GAG
sao componentes ubiquos de carga negativa em todas as
matrizes e, durante o processo de crescimento tumoral,
constituem uma verdadeira interface para a troca dina-
mica entre células transformadas e tecido normal.*>89)

De fato, PG e S-GAG tém propriedades contradito-
rias na progressao tumoral durante a reacao estromal.(>»)
Os PG estromais tém propriedades antiproliferativas,
enquanto os S-GAG liberados apds a degradacdo de
PG e os oligossacarideos de sua propria degradacao
promovem migragao celular.>!? Os resultados deste
estudo mostraram que tecidos neoplésicos apresentam
maiores quantidades de SC/SD em comparacao com 0s
tecidos nao neoplasicos, enquanto SH estava diminui-
do em tecidos neoplésicos. Esse achado de quantidade
reduzida de SH corrobora os dados da literatura e de-
monstra SH como importante para o reconhecimento
entre células e a inibicdo do ciclo celular.®?” Por outro
lado, niveis aumentados de SC e SD em tecidos neo-
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plasicos podem ser explicados pela proliferagao celular
aumentada, pois o bloqueio da sintese de condroitina
resulta em defeitos citocinéticos na embiogénese ini-
cial.®>® A reversdo da citocinese ¢ frequentemente
observada em embrides com deplecdo de condroitina,
e a divisao celular por fim cessa, levando a morte em-
briondaria precoce, o que comprova que SC € necessario
para a citocinese e a divisao celular embrionarias.*>21:2%
A progressao do tumor pode alterar os S-GAG e PG,
especialmente na dependéncia do padrao inicial de ex-
pressao da célula fonte, levando a perda ou a alteracao
do padrao de expressao.?? Isso ocorre porque a maior
parte dos PG apresenta molécula hibrida e, portanto, o
centro da proteina pode ser glicado com SC ou SH, um
evento que muda as fungdes da molécula.*> Ademais,
fragmentos do centro da proteina, emergentes da degra-
dagao do PG, também podem ter atividade biologica.®*”

A ampla aplicabilidade desta poderosa plataforma
oferece uma perspectiva da maneira como alteracoes
de composigao e sequéncia na superficie célula, matriz
extracelular e S-GAG influenciam na capacidade de as
células e os tecidos de mudarem dinamicamente suas
respostas a moléculas de sinalizacao no carcinoma color-
retal.®#19 Assim, esta abordagem fornece uma janela de
visao para a forma como alteracoes no nivel de composi-
cao estrutural de dissacarideos de cada glicosaminoglica-
no poderiam afetar o fenotipo celular na doenca maligna
ou tecidos nao neoplasicos, ja que a composicao da ca-
deia de glicosaminoglicanos define ligacoes especificas e
promove fungao bioldgica definida. 151630

A técnica de ESI-EM permitiu o estudo de frag-
mentos estruturais gerados pela ionizacdo da amostra,
e a eletroforese em agarose gel foi capaz de identificar e
quantificar os S-GAG (SC, SD e SH) em tecidos color-
retais com carcinoma e nao neoplasicos.?¥ Este método
oferece novas oportunidades para o desenvolvimento
de abordagens de glicosaminoglicanos no estudo da es-
trutura e fungao de SC, SD e SH em tecidos colorretais
com carcinoma e nao neoplasicos.*&)

CONCLUSAO

O perfil estrutural dos glicosaminoglicanos no tecido
colorretal pode ser determinado por espectrometria de
massa por ionizacdo por electrospray ap6s protedlise e
eletroforese. A quantidade aumentada de condroitina
e dermatan sugere que ambos desempenhem um papel
na disseminacio neoplésica, enquanto a quantidade re-
duzida de heparan indica seu papel como inibidor da
proliferacao neoplasica.

Considerando o papel vital dos glicosaminoglicanos
sulfatados na proliferacdo de tumores e metastases, o
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conhecimento de seu comportamento bioldgico pode
ajudar a desenvolver um alvo terapéutico para diferen-
tes tipos de cancer colorretal e retardar a progressao
tumoral pela modulacdo das vias biossintéticas e cata-
bélicas das cadeias de glicosaminoglicanos sulfatados
por meio de novas abordagens bioldgicas quimicas.

REFERENCIAS

1.

Antonopoulos A, Favetta P, Jacquinet JC, Lafosse M. Tandem mass
spectrometry for the characterization of sulphated-phosphorylated analogues
of the carbohydrate-protein linkage region of proteoglycans. J Mass Spectrom.
2005;40(12):1628-36.

Barroso B, Didraga M, Bischoff R. Analysis of proteoglycans derived sulphated
disaccharides by liquid chromatography/mass spectrometry. J Chromatogr A.
2005;1080(1):43-8.

Bielik AM, Zaia J. Extraction of chondroitin/dermatan sulfate glycosaminoglycans
from connective tissue for mass spectrometric analysis. Methods Mol Biol.
2010;600:215-25.

Hatabe S, Kimura H, Arao T, Kato H, Hayashi H, Nagai T, et al. Overexpression
of heparan sulfate 6-0-sulfotransferase-2 in colorectal cancer. Mol Clin Oncol.
2013;1(5):845-50.

Raman K, Kuberan B. Chemical Tumor Biology of Heparan Sulfate Proteoglycans.
Curr Chem Biol. 2010;4(1):20-31.

Nikitovic D, Chatzinikolaou G, Tsiaoussis J, Tsatsakis A, Karamanos NK, Tzanakakis
GN. Insights into targeting colon cancer cell fate at the level of proteoglycans /
glycosaminoglycans. Curr Med Chem. 2012;19(25):4247-58.

Yang XY, Li YX, Li M, Zhang L, Feng LX, Zhang N. Hyaluronic acid-coated
nanostructured lipid carriers for targeting paclitaxel to cancer. Cancer Lett.
2013;334(2):338-45.

Jeronimo SA, Sales A0, Fernandes MZ, Melo FP Sampaio LO, Dietrich CP, et
al. Glycosaminoglycan structure and content differ according to the origins of
human tumors. Braz J Med Biol Res. 1994;27(9):2253-8.

Wegrowski Y, Maquart FX. Involvement of stromal proteoglycans in tumour
progression. Crit Rev Oncol Hematol. 2004;49(3):259-68. Review.

. Estrella RP. Whitelock JM, Roubin RH, Packer NH, Karlsson NG. Small-scale

enzymatic digestion of glycoproteins and proteoglycans for analysis of
oligosaccharides by LC-EM and FACE gel electrophoresis. Methods Mol Biol.
2009;534:171-92. Review.

. HuP Fang L, Chess EK. Source-induced fragmentation of heparin, heparan, and

galactosaminoglycans and application. Anal Chem. 2009;81(6):2332-43.

. Oguma T, Tomatsu S, Montano AM, Okazaki O. Analytical method for

the determination of disaccharides derived from keratan, heparan, and
dermatan sulfates in human serum and plasma by high-performance liquid
chromatography/turbo ionspray ionization tandem mass spectrometry. Anal
Biochem. 2007;368(1):79-86.

. Cain SA, McGovern A, Small E, Ward LJ, Baldock C, Shuttleworth A, et al.

Defining elastic fiber interactions by molecular fishing: an affinity purification
and mass spectrometry approach. Mol Cell Proteomics. 2009;8(12):2715-32.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Skidmare M, Atrih A, Yates E, Turnbull JE. Labeling heparan sulphate saccharides
with chromophare, fluorescence and mass tags for HPLC and MS separations.
Methods Mol Biol. 2009;534:157-69. Review.

Jankova L, Chan C, Fung CL, Song X, Kwun SY, Cowley MJ, et al. Proteomic
comparison of colorectal tumours and non-neoplastic mucosa from paired
patient samples using iTRAQ mass spectrometry. Mol Biosyst. 2011;7(11):
2997-3005.

Dindar M, Miiller T, Zhang Q, Pan J, Steinmann B, Vodopiutz J, et al. Loss
of dermatan-4-sulfotransferase 1 function results in adducted thumb-clubfoot
syndrome. Am J Hum Genet. 2009;85(6):873-82.

. Babu P Kuberan B. Fluorescent-tagged heparan sulfate precursor

oligosaccharides to probe the enzymatic action of heparitinase I. Anal Biochem.
2010;396(1):124-32.

Michelacci YM, Dietrich CP. Chondroitinase C from Flavobacterium heparinum.
J Biol Chem. 1976;251(4)1154-8.

Nader HB, Porcionatto MA, Tersariol IL, Pinhal MA, Oliveira FW, Moraes CT,
et al. Purification and substrate specificity of heparitinase | and heparitinase
Il from Flavobacterium heparinum. Analyses of the heparin and heparan
sulfate degradation products by 13C NMR spectroscopy. J Biol Chem. 1990;
265(28):16807-13.

Hitchcock AM, Yates KE, Costello CE, Zaia J. Comparative glycomics of
connective tissue glycosaminoglycans. Proteomics. 2008;8(7):1384-97.

Koshiyama A, Ichibangase T, Imai K. Comprehensive fluorogenic derivatization-
liquid chromatography/tandem mass spectrometry proteomic analysis of
colorectal cancer cell to identify biomarker candidate. Biomed Chromatogr. 2013;
27(4):440-50.

Lyon M, Gallagher JT. Purification and partial characterization of the major
cell-associated heparan sulphate proteoglycan of rat liver. Biochem J. 1991;
273(Pt 2):415-22.

Timar J, Lapis K, Dudas J, Sebestyén A, Kopper L, Kovalszky I. Proteoglycans
and tumor progression: Janus-faced molecules with contradictory functions in
cancer. Semin Cancer Biol. 2002;12(3):173-86. Review.

Zamfir AD, Flangea C, Sisu E, Serb AF, Dinca N, Bruckner P, et al. Analysis of
novel over- and under-sulfated glycosaminoglycan sequences by enzyme
cleavage and multiple stage MS. Proteomics. 2009;9(13):3435-44.

Peerless Y, Simon E, Sabo E, Ben-Izhak O, Hershkovitz D. Normal colon tissue
and colon carcinoma show no difference in heparanase promoter methylation.
Exp Mol Pathol. 2013;94(2):309-13.

Wang C, Lin S, Nie Y, Jia X, Wang J, Xiao J, et al. Mechanism of antitumor
effect of a novel bFGF binding peptide on human colon cancer cells. Cancer Sci.
2010;101(5):1212-8.

Porcionatto MA, Pinto CR, Dietrich CP. Nader HB. Heparan sulfate proteoglycan
and control of cell proliferation: enhanced synthesis induced by phorbol ester
(PMA) during G(1)-phase. Braz J Med Biol Res. 1994;27(9):2185-90.

Maes E, Valkenborg D, Mertens |, Broeckx V, Baggerman G, Sagaert X, et al.
Prateomic analysis of formalin-fixed paraffin-embedded colorectal cancer tissue
using tandem mass tag protein labeling. Mol Biosyst. 2013;9(11):2686-95.
Martinez-Aguilar J, Chik J, Nicholson J, Semaan C, McKay MJ, Molloy MP.
Quantitative mass spectrometry for colorectal cancer proteomics. Prateomics
Clin Appl. 2013;7(1-2):42-54. Review.

Kavensky J. Sulfated oligosaccharides: new targets for drug development? Curr
Med Chem. 2009;16(18):2338-44. Review.

einstein. 2015;13(4):510-7



