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RESUMO

O adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) representa 90% das neoplasias malignas do
pancreas. Cerca de 80% dos pacientes apresentam a doenca avancada ou metastatica e 0s
tumores possuem mecanismos de multirresisténcia aos quimioterapicos utilizados atualmente.
Os desafios no tratamento do PDAC reforcam a necessidade da prospecgdo de novas
moléculas com potencial antitumoral. A galactomanana extraida das sementes de Delonix
regia (GM-DR) tem efeito citotoxico sobre células humanas de PDAC. Mas, ainda ndo foi
esclarecido como GM-DR interage com essas células e se ha repercussbes sobre o perfil
inflamatorio e status redox das células cancerigenas. Neste trabalho, investigamos o efeito de
GM-DR sobre a expressdo de mediadores pré-inflamatorios e estresse oxidativo em 2
linhagens de células PDAC in vitro. Ap0s o tratamento de células BXPC-3 e PANC-1 com
GM-DR (700 pg/ml) por 24h, foi avaliada a expressdo de mediadores pro-inflamatorios por
Western Blot (IL1B, IL6, TNF-a, NF-kB p65, COX-2). Também avaliamos marcadores
indiretos de estresse oxidativo pelo consumo de GSH e expressdo da enzima iNOS. GM-DR
induziu aumento significativo de TNF-a, IL-1pB, IL-6 apenas em células BxPC-3. GM-DR
aumentou NF-xB p65 em PANC-1; embora BxPC-3 apresente niveis basais mais elevados de
p65, foi expresso igualmente antes e depois do tratamento experimental. Diferente dos outros
mediadores, GM-DR diminuiu a expressao de COX-2 em BxPC-3. GM-DR também
aumentou o consumo de GSH em BxPC-3, mas ndo alterou a expressdo de iNOS. Avaliamos
o receptor TLR4 como alvo potencial de interacdo com as células de PDAC. Embora haja
expressao constitutiva do receptor em ambas as linhagens, GM-DR aumentou a intensidade de
imunofluorescéncia e expressdo do TLR4 apenas em BxPC-3. Utilizamos recursos de docking
molecular para avaliar a afinidade de formacdo de complexo receptor-ligante entre GM-DR e
TLR4. Descobrimos que GM-DR tem uma forte afinidade de ligacdo no sitio ativo do
receptor TLR4, podendo ligar-se firmemente na mesma cavidade do LPS. Embora néo
tenhamos elucidado totalmente os mecanismos pelos quais GM-DR produz efeitos biolégicos
intracelulares sobre células de PDAC, os resultados aqui descritos, sugerem gque a GM-DR

parece ativar a resposta inflamatéria classica de polissacarideos via TLR4 em células BXPC-3.

Palavras-chave: Delonix regia; cancer; pancreas; polissacarideo; receptor 4 toll-like.



ABSTRACT

GALACTOMANAN FROM Delonix regia INCREASES THE EXPRESSION OF
CYTOKINES AND OXIDATIVE STRESS IN HUMAN ADENOCARCINOMA CELLS
PANCREATIC DUCTAL IN VITRO.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) represents 90% of malignant neoplasms of the
pancreas. Around 80% of patients have advanced or metastatic disease and the tumors have
mechanisms of multiresistance to currently used chemotherapy drugs. The challenges in
treating PDAC reinforce the need to search for new molecules with antitumor potential.
Galactomannan extracted from Delonix regia seeds (GM-DR) has a cytotoxic effect on human
PDAC cells. However, it has not yet been clarified how GM-DR interacts with these cells and
whether there are repercussions on the inflammatory profile and redox status of cancer cells.
In this work, we investigated the effect of GM-DR on the expression of pro-inflammatory
mediators and oxidative stress in 2 PDAC cell lines in vitro. After treating BxPC-3 and
PANC-1 cells with GM-DR (700 pg/ml) for 24h, the expression of pro-inflammatory
mediators was evaluated by Western Blot (IL1p, IL6, TNF-a, NF-kB p65, COX-2). We also
evaluated indirect markers of oxidative stress through GSH consumption and expression of
the INOS enzyme. GM-DR induced a significant increase in TNF-a, IL-1p8, IL-6 only in
BxPC-3 cells. GM-DR increased NF-kB p65 in PANC-1; although BxPC-3 shows higher
basal levels of p65, it was expressed equally before and after experimental treatment.
Different from other mediators, GM-DR decreased COX-2 expression in BxPC-3. GM-DR
also increased GSH consumption in BxPC-3, but did not alter iNOS expression. We evaluated
the TLR4 receptor as a potential target for interaction with PDAC cells. Although there is
constitutive expression of the receptor in both lines, GM-DR increased the
immunofluorescence intensity and TLR4 expression only in BxPC-3. We used molecular
docking resources to evaluate the affinity of receptor-ligand complex formation between GM-
DR and TLR4. We found that GM-DR has a strong binding affinity at the active site of the
TLR4 receptor, and can firmly bind to the same pocket as LPS. Although we have not fully
elucidated the mechanisms by which GM-DR produces intracellular biological effects on
PDAC cells, the results described here suggest that GM-DR appears to activate the classical

polysaccharide inflammatory response via TLR4 in BxPC-3 cells.

Keywords: Delonix regia; cancer; pancreas; polysaccharide; toll-like receptor 4.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer de pancreas

Nos ultimos 25 anos, a carga global das neoplasias malignas do pancreas mais do que
dobrou e a doenca esta hoje entre as principais causas de morte por cancer no mundo (klein,
2021). Segundo dados do Observatorio Global do Cancer (GLOBOCAN), que monitora a
incidéncia e mortalidade por cancer em todos o0s continentes, no ano de 2022 foram
registrados 510.992 casos da doenca, sendo mais incidente na Asia, Europa e América do
Norte, como mostra a Figura 1 (GLOBOCAN, 2022).

Figura 1 —Taxa bruta de Incidéncia por 100.000 habitantes, ambos

0s sexos, de 0 a 74 anos, em 2022

Fonte: Global Cancer Observatory, 2022.

Embora ndo seja mencionado como um dos tumores mais prevalentes na populacéo, a
incidéncia de neoplasias malianas do pancreas deve dobrar até o ano de 2050 (Figura 2).
Esses dados sdo alarmantes do ponto de vista epidemioldgico visto que essa é uma doenca
gue estd associada a alta taxa de mortalidade. As neoplasias malignas do péancreas, com
467.409 Obitos, foram responsaveis por 4,8% de todas as mortes causadas por cancer no

mundo, excluindo cancer de pele ndo melanoma. (GLOBOCAN, 2022).
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Figura 2 — Estimativa de incidéncia de cancer de pancreas no mundo,
em ambos os sexos, de 0 a 85 anos, até 2050
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Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory, 2022.

Sabendo que o risco de desenvolver cancer de pancreas aumenta com a idade e
raramente acomete individuos com menos de 40 anos, acredita-se que o envelhecimento
populacional tenha contribuido para uma maior incidéncia (klein, 2021). Ademais, também
justifica a perspectiva de aumento de novos casos desse tipo de cancer o aumento da
exposicdo aos fatores risco modificaveis como: tabagismo, consumo excessivo de alcool,
baixo consumo de fibras, frutas, vegetais e carnes magras. (Sung et al., 2021; Wild;
Weiderpass; Stewart, 2020); E a prevaléncia de doengas cronicas como obesidade, diabetes

tipo 2 e pancreatite crénica (klein, 2021).

O cenario no Brasil, reflete o panorama mundial, com incidéncia crescente, estima-se
10.980 novos casos para cada ano do triénio de 2023 a 2025, sendo 5.290 em homens e 5.690
em mulheres. E a mortalidade associada a doenca, em 2020, foi responsavel por 11.893 6bitos,
sendo 5.882 dbitos entre homens e 6.011 entre mulheres (INCA, 2020).

O céncer de pancreas pode acometer as por¢des endocrinas ou exdcrinas do 6rgéo,
porém, cerca de 95% dos tumores afetam componentes exocrinos (Chen et. al.,2021). O
subtipo histoldgico mais frequente é o objeto de estudo deste trabalho: O adenocarcinoma
ductal pancreatico (PDAC), que representa mais de 90% de todas as neoplasias malignas do

pancreas (Grant; Hua; Singh, 2016).
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Os casos de PDACs costumam ser diagnosticados em fases mais tardias da doenga,
com metéstases proximais e a distancia, diminuindo as chances de sucesso no tratamento; O
que contribui para a letalidade inerente ao PDAC. No momento do diagndstico, apenas 10-
15% dos pacientes com PDAC tém tumores considerados aptos a ressec¢do curativa
(Kolbeinsson et al., 2023). As razdes para o diagnéstico da doenca avancada s&o
multifatoriais, mas destaca-se o fato dos sintomas serem inespecificos e a proximidade do
pancreas com vasos sanguineos que facilita a evasao de células cancerigenas (McGuigan et al.,
2018).

Apesar dos avancos na medicina e farmacologia do cancer, além do diagndstico tardio,
as terapias utilizadas em pacientes com tumores PDAC ainda apresentam eficacia reduzida.
Por isso, a doenca esta associada a alta taxa de letalidade e a sobrevida global estimada para
pacientes que apresentam neoplasias pancreaticas € inferior a 5 anos (Kolbeinsson et al.,
2023). A incidéncia crescente e 0s baixos nimeros de sobrevivéncia ressaltam a necessidade
do desenvolvimento de métodos de rastreio da doenga, desenvolvimento de novos agentes

farmacoldgicos e seus sistemas de distribuicdo (McGuigan et al., 2018).

1.2 O adenocarcinoma ductal pancreéatico (PDAC)

O PDAC acomete o0 pancreas exocrino, que compreende a maior porcdo do 6rgao e
engloba as células acinares e uma rede complexa de ductos pancreaticos (Hart; Conwell,
2017). Henry e col. (2019) descreveram a porcdo exocrina e o sistema de ductos pancreaticos:
O ducto pancreatico principal, ou “ducto de Wirsung”, conecta a cauda a regido do ducto
biliar comum, perpassando todo o érgdo; nos acinos, estdo as células acinares, produtoras de
enzimas, dispostas em torno do limen central e envoltas por tecido conjuntivo e capilares.
Também sdo descritos ductos intercalados aos acinos, ductos intralobulares e interlobulares.
Sendo os ductos intercalados e o ducto principal revestidos por epitélio colunar e células

produtoras de muco (Henry et al., 2019).

A origem dos tumores é marcada pela ativacdo de pré-oncogenes ou pela inativacao de
genes supressores de tumor e as células cancerigenas apresentam alteracGes fisioldgicas que
impulsionam o crescimento das neoplasias: autossuficiéncia de sinais de crescimento, perda
de sinais inibitérios de crescimento, resisténcia a morte celular apoptética, potencial de
replicacéo ilimitado, aniogénese e capacidade de invadir e metastizar (Hanahan e Weinberg,
2000).
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Histologicamente, € uma caracteristica marcante dos tumores PDACs 0 estroma
desmoplasico, com fibrose proeminente, como mostra a Figura 3. Segundo Ansari e col.
(2016), estima-se que o estroma representa 80% do volume tumoral; e € composto por células
estreladas pancreaticas, infiltrando de células imunes e uma densa matrix extracelular. As
interacOes entre as células cancerigenas pancreaticas e as células do microambiente tumoral
impulsionam o crescimento tumoral, imunossupressdo e quimioresisténcia (Ansari et al.,
2016).

Figura 3 — Imagem de macroscopia e histologia de um tumor de
adenocarcinoma ductal pancreatico (A) macroscopia (B) histologia

Fonte: Ansari e colaboradores, 2016.

O PDAC surge a partir de lesGes pré-cancerosas ndo invasivas, descritas na literatura
como: Neoplasias intraepiteliais pancreaticas (PanIN) e neoplasias mucinosas papilares
intraductais (IPMNs). Durante a carcinogénese as celulas saudaveis sofrem alteracdes
genéticas caracteristicas de neoplasias malignas (Figura 4) sendo as muta¢des do oncogene
KRAS e dos genes supressores de tumor CDKN2A, TP53 e SMAD4 os mais frequentemente
associadas ao PDAC (Wood et al., 2022).
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Figura 4 — Progressdo da carcinogénese em adenocarcinoma ductal
pancreatico
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Fonte: Adaptado de Orth e colaboradores, 2019.

Embora exista um perfil genético recorrente, a literatura ressalta a heterogeneidade
genética das celulas tumorais de PDAC. Goecks e col. (2015) usando dados de
sequenciamento de exoma e transcriptoma para comparar diferentes linhagens de células
PDAC ((MIA PaCa2, HPAC e PANC-1), identificaram entre 6.200 e 7.000 variagdes no
exoma de cada tipo celular. A tabela 1 mostra um painel de mutacbes caracteristicas de

diferentes linhagens de células humanas de PDAC descritas por Bamford e col. (2004).

Tabela 1 — Painel de mutac@es caracteristicas de diferentes linhagens
celulares de adenocarcinoma ductal pancreéatico

LINHAGEM HISTOLOGIA ORIGEM MUTACAO NO GENE

Panc 1005 Adenocarcinoma Tumeor primério

TP53

BxPC-3 Adenocarcinoma Tumeor primério CDEN2A
MAP2K4
SMAD4
TP33
Capan-2 Adenocarcinoma Tumeor primério KRAS

CFPAC-1 Adenocarcinoma Ductal Metastase, figado KRAS
SMAD4
TP33
HPAF I1 Adenocarcinoma Metastase, ascite KRAS
CDEN2A
TP33

SW 1990 Adenocarcinoma Metéstase, bago KRAS
CDKEN2A

Fonte: Adaptado de Bamford e colaboradores, 2004.
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Wood e col. (2022), afirmaram que essas diferencas moleculares podem interferir no
comportamento celular, como nas respostas ao tratamento e potencial de metastase. Por isso,
ao usar linhagens celulares como modelo de pesquisa oncologica, € importante entender as

diferencas genotipicas e fenotipicas que cada célula apresenta.

Reforcando a importancia de se conhecer o perfil de cada célula para melhorar a
compreensdo das particularidades de cada linhagem na sua biologia molecular que
impulsionam a proliferacdo celular e modula a resisténcia a quimioterapia, Arumugam e col.
(2009) quando investigaram o padrdo de quimiosensibilidade de diferentes linhagens de
PDAC, observaram que células BxPC-3 foram sensiveis ao tratamento com Gencitabina, 5-
FU e cisplatina; Enquanto, Panc-1 e MiaPaCa-2 foram resistentes aos trés quimioterapicos.

Além do diagndstico tardio, segundo Collisson e col. (2019), essa heterogeneidade das
células de PDAC é um fator relevante para a pratica terapéutica, pois a variabilidade genética
e fenotipica dos tumores, implica em diferentes resultados clinicos e respostas biol6gicas

frente ao tratamento farmacoldgico.

Outras particularidades dos adenocarcinomas ductais do pancreas serdo descritas na
secdo seguinte, tragando um paralelo com os desafios enfrentados na terapia desses tumores.

1.3 Farmacoterapia atual e os desafios no tratamento de PDAC

A resseccdo cirdrgica dos tumores é o Unico tratamento curativo para o PDAC, mas
infelizmente, cerca de 80% dos pacientes no momento do diagndstico apresentam doenca
avancada ou metastatica, portanto ndo sdo habitos a cirurgia curativa e fazem uso apenas da
quimioterapia (Jiang; Sohal, 2023). Isso enfatiza a importancia das outras estratégias

terapéuticas para 0 combate e regressao dos tumores.

Atualmente, a farmacoterapia padrdo de primeira linha utiliza o FOLFIRINOX
(combinacdo de 5-fluorouracil, irinotecano e oxaliplatina) ou gencitabina associada ao nab-
paclitaxel (paclitaxel ligado a albumina) (Wood et al., 2022). Portanto, para o tratamento de
cancer pancreatico sdo mais utilizados agentes alquilantes a base de platina (ex.: cisplatina),
antimetabolitos como antagonistas de pirimidinas (ex.:5-fluorouracil, gencitabina) e

inibidores de fuso mitético, como taxanos (ex.:paclitaxel) (Bukowski; Kciuk; Kontek, 2020).
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O uso do FOLFIRINOX ou gemcitabina mais nab-paclitaxel embora apresentem
melhores resultados em comparacdo a administracdo de um Unico farmaco, por vezes é
necessario a interrupcéo do tratamento de maneira precoce e forcada pela piora do status do
paciente relativo aos efeitos da toxicidade (Du; Gu; Li, 2020). Abordagens mais agressivas,
regimes multidrogas como o FOLFIRINOX, que esta associado a toxicidade de grau 3 ou 4,
frequentemente exigem modificacbes como a reducdo da dose e outras estratégias para
minimizar os efeitos adversos (Jiang; Sohal, 2023). Além da toxicidade significativa, outro
desafio enfrentado no tratamento da doenca, foi descrito por Orth e col. (2019), que € a
resisténcia quimioterapica & maioria dos farmacos utilizados; um padrdo comum de células

cancerigenas desse tipo de tumor (Chen et al., 2021).

1.3.1 Resisténcia de células PDAC a agentes antineoplasicos

O aumento da sobrevida alcancado pelos farmacos utilizados atualmente ainda é
modesto e a eficacia limitada, visto que quase todos os pacientes apresentam algum grau de
resisténcia aos quimioterapicos. Por exemplo, muitos tumores PDAC tém fenotipos
resistentes a gemcitabina, e apenas 4% dos pacientes sobrevivem quando tratados com

monoterapia de gemcitabina por dois anos (Principe et al., 2021).

A multirresisténcia de células cancerigenas de PDACs aos quimioterapicos envolve
fatores relacionados ao microambiente tumoral e alteracdes metabdlicas intracelulares. No
caso da gemcitabina, colaboram para sua ineficacia fatores como a perda de uma proteina de
transporte chamada hENT1 (transportador de nucleosideo equilibrado humano 1), pelo
aumento de enzimas que metabolizam o farmaco e também pela desregulacdo de vias de
sinalizacdo que favorecem a sobrevivéncia celular como: AKT, ERK/MAPK, HIF1, SOX2,
NF«kB e WNT (Principe et al., 2021).

As caracteristicas do estroma dos tumores PDAC com uma matrix extracelular densa,
fibrotica e hipovascular dificultam aentrega dos farmacos. Esses fatores também estdo
relacionados com a hipoOxia, tipica de tumores soélidos; porém, no trabalho de Du e
colaboradores (2020) o cancer pancreatico é citado como o mais hipéxico. Essa hipdxia no
ambiente tumoral, além de recrutar células imunossupressoras, pode aumentar a resisténcia a
citotoxicidade dos farmacos pela agdo do fator induzivel por hipdxia-1 (HIF-1) que
ativa respostas adaptativas garantindo a sobrevivéncia das células cancerigenas (Du; Gu; Li,
2020).
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Na resposta adaptativa a hipoxia, Bid e Bax, conhecidas como proteinas proé-
apoptdticas sdo reguladas negativamente. Paralelamente, ainda pode haver ativacdo de vias
como a da fosfoinositideo-3 quinase/proteina quinase B (PI13K/Akt) e do fator nuclear kappa-
cadeia leve-potenciador de células B ativadas (NFkB), favorecendo a resisténcia a acdo dos

quimioterapicos (Du; Gu; Li, 2020).

A resisténcia apoptotica € um ponto crucial na resisténcia ao tratamento do PDAC.
Sabe-se que a resposta terapéutica da maioria dos agentes quimioterapicos envolve
principalmente a inducdo de morte celular apoptética, embora também possa envolver outros
tipos de morte regulada como necroptose, ferroptose, piroptose e alcalinoptose. A sinalizagéo
molecular de morte celular em células cancerigenas € um mecanismo complexo e células

PDAC sdo intrinsecamente resistentes ou adquirem resisténcia apoptotica (Chen et. al.,2021).

Vérias particularidades das células cancerigenas de PDAC, como o perfil de mutacGes
genéticas descritas na literatura, justificam a resisténcia a apoptose. Por exemplo: linhagens
com mutaces nos genes SMAD4 e TP53 podem regular negativamente a sinalizacdo pro-
apoptotica (Modi et al., 2016).

Metade dos tumores de PDAC apresentam muta¢des do gene da proteina TP53. Em
células saudaveis, essa proteina pode induzir a transcricdo de genes pro-apoptoticos como
BAX e BBC3 (Chen; et. al.,2021). Portanto, linhagens celulares com TP53 mutante podem
ser mais resistentes a antineoplasicos, como visto no trabalho de Fiorini e col. (2015) onde
celulas PANC-1 mutante TP53 foi mais quimiorresistente & gemcitabina (Chen et. al.,2021,;
Fiorini et. al., 2015).

O oncogene KRAS, também exerce papel regulador anti-apoptose. A maioria das
células PDACs carregam KRAS mutado. No trabalho de Kang e col. (2018) foi descrito que o
silenciamento de KRAS aumentou o efeito antitumoral do tratamento com Gencitabina,

induzindo apoptose (Kang et. al., 2018).

Segundo Li e col. (2004) a ativacao constitutiva da via NFkB em linhagens de células
PDAC, favorece a resisténcia ao efeito de agentes indutores de apoptose, de modo que na
inibicdo dessa via pela a¢do da curcumina, h4 aumento da quimiosensibilidade. (Li et al.,
2004).

Chang e col. (2002) destacaram ainda o c-FLIPL, como um homdlogo de pro-caspase
8, porém sem a agdo da protease, superexpresso nas neopladsias malignas pancreaticas, que

interfere na ativagdo da apoptose por competir com pro-capase 8 (Chang et al., 2022).
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Particularmente falando da via extracelular, apesar da presenga dos receptores de
morte celular, e de vias intactas a jusante, na literatura é descrita a ineficiéncia na ativagdo
extrinseca de apoptose. Um dos responsaveis por esse efeito € a FAP-1 (fosfatase-1 associada
ao Fas), altamente expressa em células tumorais do pancreas. FAP-1 atrapalha a formacéo do
complexo proteico de sinalizagdo indutor de morte, pois diminui a interacdo FasL com seu
receptor FAS, regulando negativamente a ativagéo via receptor de membrana (Ungefroren et
al., 2001).

De modo semelhante, a expresséo do receptor de membrana DcR3 (Receptor Decoy 3)
na membrana de células tumorais de PDAC atrapalhando a interacdo de FasL com receptor
FAS, consequentemente inibindo a apoptose. Isso porque DcR3 é estruturalmente semelhante

aos receptores de morte, mas nao possuem o dominio de “morte” (Modi et al., 2016).

Além dos exemplos ja mencionados, a sinalizacdo redox e a inflamag&o, descritos na
secao seguinte, afetam a sensibilidade das células cancerigenas a estimulos de morte celular

induzidos pelo tratamento.

1.3.2 Inflamagéo e estresse oxidativo na terapia do cancer

No estudo histolégico dos tumores, de acordo com o perfil de linfécitos infiltrantes,
um tumor pode ser classificado como tumores quentes ou tumores frios. S&o considerados
imunologicamente "quentes” quando ha presenca significativa de células T CD8, células T
citotoxicas e imunogenicidade preexistente. Ja nos tumores "frios", sdo encontradas poucas
células T e imunogenicidade deficiente. Os adenocarcinomas ductais pancreaticos sao
considerados tumores frios (Du; Gu; Li, 2020).

Por isso, alguns trabalhos experimentais tentaram torna-los imunologicamente ativos
para ativar a resposta inflamatdria no microambiente tumoral (TME) e atrair células imunes,
como células T citotoxicas (Ullman et al., 2022). Em relacdo a producéo de citocinas, Orth e
col. (2019) afirmam que as citocinas predominantes nos tumores séo interleucinas IL-6, IL-8,
IL-10 e IL-35, fator estimulador de coldnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e

algumas quimiocinas.

Uma citocina comumente estudada em células tumorais é o fator de necrose tumoral

(TNF-a) que a esté envolvido ao mesmo tempo na apoptose e proliferacdo celular. Segundo
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Balkwill (2002) niveis elevados de TNF-a estdo associados a efeitos antitumorais, enquanto
niveis basais podem favorecer a carcinogénese. Quando produzido em niveis fisiologicos por
macrofagos ou células estromais do microambiente tumoral, 0 TNF-o promove o crescimento
tumoral (Anderson; Nakada; Dewitte, 2004). Fajardo e col. (1992), relataram que altas
concentracdes de TNF-a tem acdo antiangiogénica, enquanto baixas concentragcdes promovem
angiogénese. Também esta relacionado com essa citocina a produgdo de outros mediadores
pré-inflamatorios, como IL-1 e IL-6 (Balkwill, 2002; Anderson; Nakada; Dewitte, 2004;
Farjado et al. 1992; Zidi et al., 2010).

Para entender o efeito citotoxico de TNF-a, € preciso saber que em humanos, existem
dois receptores para TNF-a: TNFR-lexpresso em todas as células e TNFR-2 expresso em
células imunoldgicas. O dominio de morte citoplasmatica esta presente apenas em TNFR-1.
Apds a ativacdo desse receptor, dominio de morte associado ao TNFR (TRADD) recruta trés
proteinas adaptadoras: RIPK1, TRAF-2 e FADD (dominio de morte associado ao FAS).; essa
cascata leva a ativacdo da prd-caspase 8 com desfecho de morte celular (Zidi et al., 2010).

O TNF-a quando modulado em resposta a terapia oncoldgica, pode aumentar o
estresse oxidativo e sensibilizar os tumores a apoptose. Especula-se que células endoteliais
dos vasos dos tumores tém maior expressdo do receptor TNFR-1 em comparagdo a células
saudaveis, permitindo uma acdo do TNF-a mais direcionada a regido tumoral. (\an Horssen;

Ten Hagen; Eggermont, 2006).

O fator nuclear Kappa B, NFKB, regula respostas imunes e inflamatérias. “A familia
NFKB compreende cinco membros: proteinas p50, p52, p65 (Rel-A), c-Rel e Rel-B”
(Giridharan; Srinivasan, 2018). Em especial, NFKB p65, codificado pelo gene RELA,
também conhecido como RelA (homdlogo A do oncogene viral da reticuloendoteliose aviaria
v-rel) tem sido avaliado em muitas pesquisas para o desenvolvimento de novos medicamentos
contra o cancer, visto que a sinalizagdo de p65 regula positivamente a transativacdo de genes
alvo envolvidos na proliferacdo celular, producdo de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1,

IL-6) enzimas (COX-2, iNOS), quimiocinas e mediadores de apoptose (Liu et al., 2017).

A enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), também ¢ considerada um alvo potencial de
guimioterapicos. 1sso porque, foi visto que a expressdao de COX-2 é aumentada em varios
tipos de canceres humanos. No caso dos tumores pancreaticos, COX-2 foi encontrada
significativamente elevada no tecido tumoral em relacdo ao pancreas saudavel, relataram que

COX-2 é expressa diferencialmente em linhagens de células PDAC e que a linhagem BxPC-3
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apresentou os niveis basais mais elevados da enzima dentre 8 linhagens testadas (Yip-
Schneider et al., 2000).

Na literatura, ha evidéncias de que essa regulacao positiva de COX-2 inibe a apoptose,
aumenta o potencial metastatico e angiogénese (Yip-Schneider et al., 2000). De fato, niveis
elevados de COX-2 foram relacionados com pior prognéstico em varias coortes de pacientes

com cancer (Fridman, et al., 2012).

Sabe-se que a acdo de alguns quimioterapicos pode ativar 0s chamados
“inflamassomas” em células cancerigenas e células mieloides. Esses inflamassomas sdo
complexos proteicos que ativam cascatas inflamatdrias, maturacdo de IL-1 e ativagdo da
caspase 1 importantes para o resultado de morte celular (piroptose ou apoptose) (Zhang et al.,
2023).

Portanto, a resposta inflamatéria tem um impacto relevante na terapia do cancer e por
isso a relacdo entre inflamacdo e cancer, da patogénese a terapéutica, é estudada desde o
século XIX.

Além da inflamacéo, outro aspecto de grande importancia da terapia contra o cancer é
0 estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento desproporcional de espécies reativas
oxidantes. A producdo de espécies reativas do oxigénio (EROS) como radical superoxido
(02C), peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (HO); e espécies reativas de
nitrogénio (ERNS) como o éxido nitrico (NO), produzido pela oxido nitrico sintase (NOS), €
consequéncia do metabolismo celular. Embora altos niveis de EROS/ERNS tenham efeito
citotoxico, células cancerigenas possuem grande capacidade adaptativa, podendo manter a
homeostase redox mesmo em condi¢Oes de elevada carga oxidativa. As células cancerigenas
produzem mais agentes oxidantes, porém toleram concentragdes mais altas quando

comparadas a células normais (Hayes; Dinkova-Kostova; Tew, 2020).

Para evitar a morte celular por apoptose induzida por danos oxidativos dos
EROS/ERNS e manter seu equilibrio redox, as células de adenocarcinoma ductal pancreatico
e outros tipos de céncer, aumentam suas defesas antioxidantes, como pela biossintese de
glutationa reduzida (GSH) (Modi et al., 2016).

No contexto das defesas antioxidantes enzimaticas, a glutationa reduzida (GSH) é uma
das principais moléculas ndo cataliticas que eliminam EROS/ERNS, pois participa da reagdo
de reducéo dos niveis de H202 pela glutationa peroxidase. Condic¢des de estresse oxidativo,

resultam portanto, em o consumo de GSH. Curiosamente, células cancerigenas
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frequentemente apresentam niveis aumentados de GSH (Hayes; Dinkova-Kostova; Tew,
2020).

Muitos tumores expressam altos niveis da enzima iNOS, que é a isoforma que mais
gera ON. O éxido nitrico € um ERNS sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) a
partir da converséo de L-arginina em L-citrulina. Existem trés isoformas conhecidas de NOS:
nNOS neuronal, eNOS endotelial e INOS induzivel (Vannini; Kashfi; Nath, 2015). No cancer,
0 ON desempenha um duplo papel a depender dos niveis desse agente oxidante. ON pode
reagir com radicais de oxigénio e formar peroxinitrito que culmina na nitrosilacdo de
proteinas sinalizadoras. Essa sinalizagdo nitrosativa em células tumorais pode favorecer a
proliferacdo, metéstase e resisténcia ao tratamento (Glynn et al., 2010). A morte celular
apoptotica e necroética podem ocorrer pela acdo do peroxinitrito da via peroxidacao lipidica,

oxidacdo de cisteina e também por nitrosilacdo de proteinas (LI et al., 1991).

A resposta transcricional antioxidante acontece em niveis limiares distintos de
EROSERNS, de maneira dependente da coexisténcia de outros fatores como hipodxia,
inflamacéo ou danos ao DNA. O principal regulador dessa transcricdo antioxidante € o fator
nuclear derivado de eritroide 2 (NRF-2). Mas, é interessante que NRF-2 pode ser
antagonizado em condicGes em que ha superexpressdo de NFKB p65, tornando assim as

células mais suscetiveis ao estresse oxidativo (Hayes; Dinkova-Kostova; Tew, 2020).

Sabe-se que o estresse oxidativo € inerente a terapia contra o cancer. A literatura relata
que em células tumorais, altos niveis de estresse oxidativo sdo toxicos, enquanto niveis baixos
podem estar associados a proliferacdo celular, de modo que a resposta adaptativa ou de morte
celular dependente do status redox. A radioterapia, assim como algumas classes de farmacos
utilizados na quimioterapia (ex.: Antraciclinas, compostos de platina, alquilantes,

epipodofilotoxinas e camptotecinas) podem gerar altos niveis de EROS (Ozben, 2007).

Diante disso, € evidente que na investigacdo de novas moléculas e estratégias
terapéuticas deve-se considerar a avaliacdo de aspectos infamatorios e oxidantes que

impactam sobre o microambiente tumoral e o comportamento das células cancerigenas.
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1.4 O gue sdo galactomananas?

Galactomananas sdo polimeros de hemicelulose, constituintes da parede de células
vegetais na forma de polissacarideos de armazenamento. S8o extraidas principalmente do
endosperma de sementes de leguminosas. A estrutura basica de uma galactomanana é formada
por uma cadeia linear de manose com moléculas de galactose em ramifica¢des, como mostra a
Figura 5 (Sharma et. al.,2021).

Ainda segundo Sharma e col. (2021), solugdes e dispersdes de galactomananas sdo
mucilaginosas, e também podem ser chamadas mucilagens de sementes ou gomas. Na
industria farmacéutica, gomas naturais ja sdo utilizadas na producéo de filmes, nanoparticulas,
sistemas de matrizes monoliticas, formulacfes liquidas e em gel, sistemas de administracéo

oral a base de hidrogéis, sistemas multiparticulados e comprimidos.

As galactomananas tém atraido atencdo da comunidade cientifica como uma molécula
em potencial, pois além de suas propriedades funcionais, ndo sdo consideradas toxicas, sdo

extraidos de fontes renovaveis e passiveis de modificagdes bioquimicas.

Figura 5- Estrutura basica de galactomananas
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Fonte: Adaptado de Sharma e col.,2021.
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1.4.1 Galactomanana de Delonix regia (GM-DR)

Delonix regia (Bojer ex Hook), conhecida popularmente no Brasil como Flamboyant,
é uma arvore da familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae. Nativa da Ilha de Madagascar,
foi introduzida no Brasil no século XIX, onde se adaptou as condi¢6es edafocliméticas do pais
(Silva, 2009).

Delonix regia é rica em compostos bioativos e sua composicdo varia de acordo com
cada parte da planta. Os fitoconstituintes das sementes sdo: Acidos graxos: &cido linoleico,
acido 7-[2-octaeiclopropcn-1-il] heptanoico (acido malvalico), acido 8-[2-octaciclopropen-1-il]
octandico (acido esterculico),acido miristico, acido palmitico, acido estearico , &cido oleico;
Aminoacidos: trans-3-hidroxi-L-prolina, acido y-metilenoglutamico, y-metilenoglutamina;
hidrocarbonetos; Esterois: Estigmasterol, Sitosterol, Fitol, Ergost-4-en-3-ona e Ergost-5-en-3-
ol; Carboidratos: galactomanana, proteina bruta e Taninos (Propelargonidina e procianidina)
(Modi et al., 2016).

Figura 6— Delonix regia (Bojer ex Hook)

Fonte: Elaborada pela autora.

Vérias partes da planta ja foram estudas em pesquisas experimentais, compostos
isolados das flores e sementes, as folhas e o extrato aquoso do caule. Sdo atribuidas a ela
propriedades farmacol6gicas importantes como acdo antioxidante, gastroprotetora,
cicatrizante, antiinflamatoria, analgésica, dentre outras (Modi et al., 2016).

A capacidade antioxidante de Delonix regia, de diminuir radicais livres como OH e
ON, geralmente é atribuida aos seus compostos fendlicos (\Veiga et al., 2007). Como no
estudo de Salem e col (2013) onde o extrato do caule mostrou antioxidante significativa
atividade significativa, equivalente ao acido ascorbico. Shewale e col. (2012) também
relacionaram aos fendis o efeito anti-inflamatério de compostos extraidos de Delonix regia
em modelo de edema de pata in vivo, onde sua acdo anti-inflamatéria foi significativa, em
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comparagdo com indometacina.

O efeito citotdxico das flores de Delonix regia j& havia sido descrito por Pusapati e col.
(2013) usando ensaio de MTT para avaliar a viabilidade em células de cancer de mama, colo
do Utero e colon; e posteriormente Marques (2021) testou a citotoxidade da galactomanana
extraida das sementes de Delonix regia, mostrando que a galactomana das sementes também
diminuiu a viabilidade de células de adenocarcinoma pancreatico humano, na linhagem
BxPC-3.

A galactomanana de Delonix regia (GM-DR) é extraida do endosperma das sementes,
com caracteristicas estruturais tipicas de galactomananas: elevada massa molar de pico (6,6 x
10°g/mol); ligagbes O-H, C-O de alcool e C-O-C glicosidicas; uma razio galactose e manose
na proporcdo 2,4:1; auséncia de proteinas; com moderado teor de umidade (13,78%) e

reduzido teor de minerais (0,56%) (Nascimento et al., 2021).

No trabalho de Marques (2021), o tratamento com GM-DR 700 pg/ml e 800 pg/ml por
24h, foi capaz de induzir morte celular significativa na linhagem BxPC-3, mas ndo em PANC-
1 e MiaPaCa. E pela investigacdo das moléculas envolvidas nas vias da ferropoptose,
necroptose e apoptose, foi visto que a morte celular em BxPC-3 era dependente de RIPK1e
ativacdo de caspases 3 e 8, sugerindo que o efeito citotoxico de GM-DR dar-se pela via
apoptotica. Aléem da acdo citotdxica nas linhagens cancerigenas, o trabalho relatou efeitos
protetores sobre células acinares in vitro e tecido pancreatico em dois modelos de pancreatite
aguda experimental in vivo. De modo que ao mesmo tempo que GM-DR tem acdo citotdxica

em células cancerigenas, parece proteger células acinares.

Polissacarieos podem interagir com receptores de membrana e modular respostas
celulares (Manero-Rupérez et al., 2020). Acredita-se que polissacarideos podem ser
reconhecidos por receptores tipo-toll (TLRs) em macrofagos, células dendriticas (DCs) e
mondcitos, por exemplo, para em seguida ativarem a liberacdo de agentes pré-inflamatorios
como citocinas e quimiocinas; constituindo uma resposta imunologica (Yu et al., 2018). Os
monossacarideos Arabinose, Manose e Galactose sdo os mais frequentemente associados a

respostas imunes (Li, et al., 2022).

Nas ultimas décadas, varias atividades bioldgicas foram atribuidas aos polissacarideos
como: Modulagdo de respostas imunes, antitumoral, anti-inflamatoria (Xie et al., 2020). A

Tabela 2 resume alguns exemplos de polissacarideos com efeito anticancerigeno.
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Tabela 2 — Efeitos antitumorais atribuidos a polissacarideos
EFEITOS ANTITUMORAIS ATRIBUIDOS A POLISSACARIDEOS

Mecanismo Polissacarideos

Induz a apoptose de células cancerigenas ou Polissacaropeptideo de Trametes versicolor;

inibe a expressio de oncogenes. polissacarideo de Ganoederma lucidum;
polissacarideo de Lycium barbarum;
Pectina.

Ativa a resposta imune do hospedeiro. Polissacarideo de Lentinula edodes;

polissacarideo de Schizophyllum commune;
fracio D de Grifola frondosa;
polissacaropeptideo de Trametes versicolor;
polissacarideo de Astragalus.

Efeito sinérgico junto & farmacos Polissacarideo de Lentinula edodes;

antineoplasicos. polissacaropeptideo de Trametes versicolor;
polissacarideo Polyporus umbellatus;
polissacarideo de Ganoederma lucidum;
polissacarideos de Astragalus.

Fonte: Adaptado de Yu et al., 2018.

A variabilidade e complexidade dos polissacarideos dificulta a compreensdo exata do
mecanismo de interagdo com receptores. Atualmente a teoria mais aceita de como
polissacarideos modulam o sistema imunoldgico envolve o reconhecimento por receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs). O PRR mais estudado nesse contexto tem sido o TLR4
(Li, et al., 2022).

1.5  Ativacao do receptor toll-like 4 (TLR4) por polissacarideos

Os humanos expressam 13 tipos de TLRs diferentes. Alguns desses receptores estao
localizados na superficie da membrana celular (TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 11), exercendo a funcéo
de reconhecimento de padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPSs), padrdes
moleculares associados a microbios (MAMPs) e padrGes moleculares associados a
morte/danos (DAMPSs) (Kumar; Barrett, 2022).

O TLR4 que pertece a familia de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS)
reconhece PAMPs: lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas, as mananas

fangicas, glicoproteinas virais outros componentes de patégenos (Adams et al., 2017).
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Quando ativados, desencadeiam a producdo de IL-1 e TNF-a por duas vias distintas: a
via dependente do gene de resposta primaria de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) e a via
independente de MyD88, baseada nos efetores TRIF e TRAM. (Adams et al., 2017).

Diversos polissacarideos exercem fungbes bioldgicas (imunes, antitumoral)
dependentes de TLR4. Mais de 300 artigos publicados exploram a interacdo de
polissacarideos (de plantas, fungos, bactérias) com TLR4; como no trabalho de Shoham e col.
(2001) onde relataram que a sinalizacdo intracelular em resposta ao polissacarideo de

Cryptococcus neoformans era mediada por TLR4 (Li et al., 2022).

Zhang e col. (2016) relataram que a resposta pro-inflamatdria de polissacarideos que
se ligam ao TLR4 dar-se principalmente pela producdo de TNF-a, espécies reativas de
oxigénio, oxido nitrico, IL-6, IL-1, NFKB. Segundo Li e col. (2022) a inflamacdo mediada
por TLR4 seria uma resposta equilibrada e ainda poderia favorecer a apoptose de células
tumorais, pela cascata intracelular que envolve a participagédo de TRAF6 ou Myd88. A cascata
molecular envolvida na resposta pro-inflamatéria frente a ativacdo do TLR4 por

polissacarideos  foi ilustrada na  Figura 7 (Zhang et al., 2016).

Figura 7— Cascata intracelular pré-inflamatoéria induzida por polissacarideos
via ativacdo do receptor toll-like 4

Polissacarideo
Sinalizacdo intracelular envolvida na resposta pré-
inflamatodria induzida por polissacarideos via TLR4:
IRAK 1 TLR4 - toll-like receptor 4 humano © Fosforilacio
MyD88 IRAK 4 MyD88 - fator de diferenciacdo m»glmde 88 & At
TRAF6 TRAM - molécula adaptadora relacionada ao TRIF.
TRAM TRIF TRIF - adaptador indutor de Interferon-B contendo dominio TIR
Pi3K - fosfatidilinositol 3-quinases
Q AKT - proteina quinase B
% IKB - proteina reguladora que inibe a atividade dos complexos diméricos NF-kB
Pi3k e e TRAF6 - fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral
AKT P} p38 Erk IRAK - quinase associada ao receptor IL-1
o p38 - proteinas quinases p38 qtivadas por mitégeno.
@ kB JNK ErK - proteina quinase regulada por sinais extracelulares
NFKB NFKB JNK - proteinas quinase ativadas por mitégeno, do inglés “c-Jun N-terminal
degradacéo do p65 i 3
complexo p50 Kinase i X
NFKB- p50 - fator de transcricdo nuclear kappa B, subunidade p50.
NFKB- p65 - fator de transcricdo nuclear kappa B, subunidade p65 (também
@ P chamada RelA)
NFKB0 NFKBQ c-Fos c-Jun c-Fos - proteina da familia Fos que se une a cJun para formar fator de transcricdo
pSO P65 de resposta precoce AP-1

c-Jun - homélogo celular da oncoproteina viral v-jun, se une a cFos para formar
fator de transcricdo de resposta precoce AP-1.

TNF-a, IEN-y, IL-1B, P50, p65

c-Fos, c- Jun
IL-6,IL-8, IL-12,
MCP-1 e outras

Fonte: Adaptado pela autora com base no texto de Li e colaboradores, 2022,



31

O polissacarideo-K ligado a proteina (PSK, Krestin®) extraido de cogumelos Coriolus
versicolor, tradicionalmente usado no tratamento adjuvante para cancer em paises asiaticos, €
um exemplo de molécula natural com unidade polissacaridea que possui efeito
imunomodulador, antitumoral, pois inibe a proliferacdo celular, induz aumento de TNF-a, IL-
6 e induz a apoptose em ceélulas de adenocarcinoma pancreatico in vitro. As respostas
bioldgicas de PSK parecem ser dependentes da ativacdo de TLR2 e TLR4 (Rosendahl et al.,
2012).

1.6 Papel dos receptores TLR4 na inflamacao e ativacao imunoldgica contra o cancer

O potencial de agonistas de TLR4 no tratamento do cancer comecou a ser explorado
em 1891, quando William Coley documentou os efeitos da aplicacdo de uma mistura de
bactérias patogénicas mortas em pacientes com sarcomas inoperaveis (Mccarthy, 2006).
Posteriormente, descobriu-se que a molécula que estava ativando a imunidade do hospedeiro
contra os tumores era o lipopolissacarideo ou lipoglicano (LPS), constituinte da membrana de
bactérias gram-negativas (Chicoine et al., 2007). Sendo o receptor TLR4 responsavel pelo

reconhecimento do LPS e ativacdo da resposta pré-inflamatoria, antitumoral (Poltorak, 1998).

Orlacchio e Mazzone (2021) discutiram o potencial da familia dos receptores Toll-like
(TLRs) como marcadores progndésticos e alvos potenciais no tratamento do cancer, tendo em
vista que TLRs sdo regulados positivamente em diferentes neoplasias e estdo associados ao
progndstico da doenca; Inclusive, a literatura evidencia a superexpressdo desses receptores
nas neoplasias no pancreas que parecem estar ativos durante a inflamacdo pancreatica em

resposta aos padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (Orlacchio; Mazzone, 2021).

H& evidéncias de que TLR2 e TLR4 podem estar envolvidos na regressdo de
neoplasias malignas do pancreas, porque a expressdo desses receptores foi correlacionada
com um melhor prognostico na doenca ndo avancada (Iribarren, et al., 2016). Sabendo que a
acao de agonistas de TLRs tem efeitos imunomoduladores, ativando a resposta imune (inata e
adaptativa), tem sido explorado na pesquisa oncoldgica o papel desses receptores em
estratégias terapéuticas contra o cancer. A literatura sugere que agonistas de TLRs
também podem melhorar a resposta a diferentes modalidades de tratamento sensibilizando

células cancerigenas e ativando a imunogenicidade contra os tumores (Iribarren, et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Infelizmente, apesar dos avancos na medicina e farmacologia do cancer, o PDAC
continua sendo uma doenga letal, com baixa taxa de sobrevida. A eficicia do tratamento tem
resultados muito limitados mesmo fazendo uso da administracdo conjunta de 2 0 mais
antineoplasicos. Os tumores de PDAC apresentam mecanismos de multirresisténcia aos
medicamentos quimioterapicos, alguns por fatores intrinsecos de células cancerigenas e outros
relacionados as caracteristicas do microambiente tumoral dos tumores PDC (Swayden;
lovanna; Soubeyran, 2018). Ademais, 0 uso de abordagens mais agressivas como 0
FOLFIRINOX, esta associado a toxicidade significativa de grau 3 ou 4 (Jiang; Sohal, 2023).

Os desafios atribuidos ao tratamento desse tipo de tumor, reforcam a necessidade da
prospeccdo de novas moléculas com potencial de agdo anticancer, capazes de driblar os
mecanismos de multirresisténcia ou melhorar a eficiéncia dos quimioterapicos ja utilizados
(Bukowski; Kciuk; Kontek, 2020).

Embora alguns trabalhos tenham documentado diversas propriedades terapéuticas
atribuidas a Delonix regia (ex.: antioxidante, anti-inflamatoria, analgésica), o potencial
farmacoldgico da galactomanana isolada das sementes da planta ainda foi pouco explorado.
Ensaios in vitro mostraram o efeito citotdxico da GM-DR sobre células cancerigenas. A
galactomanana diminuiu a viabilidade de células humanas da linhagem BxPC-3 de PDAC,
com evidéncias de que GM-DR possa ativar apoptose em células BxPC-3 (Marques, 2021).
Mas, ainda hd muitas perguntas a serem respondidas sobre a mecanistica desse efeito, como
acontece a interacdo das células com a GM-DR e quais as repercussdes sobre o perfil
inflamatorio e status redox das células cancerigenas (Modi et al., 2016; Veiga et al., 2007;
Marques, 2021).

Por isso, acreditamos que os resultados deste trabalho sejam fundamentais para a
pesquisa farmacoldgica da GM-DR e seu potencial terapéutico no contexto dos
adenocarcinomas ductais do pancreas; contribuindo para a prospecgdo de novas moléculas de

origem botéanica com potencial antineoplasico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar o efeito da galactomanana extraida das sementes de Delonix regia (GM-DR) sobre
a expressdao de mediadores pro-inflamatorios e estresse oxidativo em células humanas de

adenocarcinoma ductal pancreatico in vitro.

3.2 Especificos
- Avaliar o perfil de expressdo de mediadores pro-inflamatérios (IL1B, IL6, TNF-a, NFKB
p65, COX-2) em células BXxPC-3 e PANC-1 ap6s o tratamento com GM-DR.

- Investigar o status redox de células PDAC tratadas com GM-DR, por meio de marcadores

indiretos de estresse oxidativo: GSH e expressao de iNOS.

- Investigar o receptor TLR4, como alvo potencial de interagdo de GM-DR com células de
adenocarcinoma ductal pancreético pela afinidade de acoplamento molecular e formagdo do

complexo receptor-ligante;

- Avaliar a expressdo de TLR4 em ceélulas BXxPC-3 e PANC-1 antes e depois de serem

estimuladas com GM-DR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens de células humanas

Utilizamos duas linhagens de células humanas de adenocarcinoma de ducto
pancreatico (PDAC), originalmente advindas do banco de células American Type Culture
Collection (ATCC®): BxPC-3 (c6digo: CRL-1687TM) e PANC-1 (codigo: CRL-1469TM).

Ambas as linhagens de células aderentes e morfologia epitelial. A linhagem BxPC-3 é
advinda do tecido do pancreas de uma mulher de 61 anos, com adenocarcinoma pancreético,
enquanto PANC-1 do ducto pancreatico de um homem branco, de 56 anos, com carcinoma

epitelioide.

Figura 8- Células em cultivo: BXPC-3 e PANC-1

BxPC-3

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Condigdes de cultivo

As células foram cultivadas em frascos estéreis proprios para cultura, mantidos em
estufa com atmosfera controlada de 5% de CO2, a uma temperatura de 37°C. O meio de
cultivo foi especifico para cada linhagem, de acordo com as recomendacdes do fornecedor:
PANC-1 foi cultivada em meio DMEM F-12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA/ cddigo:
D0697) e BXPC-3 em meio RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA/ cédigo: 51536C). Os
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meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, cddigo: 12103C)
e 100 mg/ml de antibidtico-antimicotico (Gibco™, codigo: 15240062) contendo ampicilina e

estreptomicina.

Ao atingirem uma confluéncia de 80%, as células eram desprendidas dos frascos
utilizando Tripsina-EDTA 0,05% (Gibco™, codigo 25300054, Thermo Fisher Scientific, S&o
Paulo, Brasil), depois lavadas e ressuspendidas em meio fresco para serem subcultivadas ou
plaqueadas para no tratamento experimental. De acordo com o tipo de protocolo a ser
executado o plagqueamento foi feito usando placas de 6, 24 ou 96 pocos; contendo 0,5x10°,
7,5x10% ou 1x10® células por poco, respectivamente. Os procedimentos de manutencio,
criopreservacdo das linhagens, descongelamento e subcultura foram realizados conforme
indicacdo da ATCC®.

4.3 Obtencao da galactomanana de Delonix regia (GM-DR)
4.3.1 Registro e aquisi¢ao das sementes

A identificacdo da especie foi realizada pelo Laboratério de Taxonomia de
Angiospermas (Departamento de Biologia/Universidade Federal do Ceard), e a exsicata da
planta estd depositada no Herbario Prisco Bezerra da (UFC) sob codigo: 57951- Delonix regia
(Bojer ex Hook.); e registro do espécime no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob numeracdo AS4EDA41L. As
sementes de Delonix regia utilizadas nesta pesquisa, foram coletadas na zona urbana de

Limoeiro do Norte, no estado do Ceara.

4.3.2 Extracdo da galactomanana livre de residuos proteicos

A extracdo e purificacdo da galactomanana de Delonix regia (GM-DR) foram feitas
pelo Laboratério de Quimica na FAFIDAM/UECE (LAQUI), em Limoeiro do Norte-Ce; A
galactomanana de Delonix regia (GM-DR) isenta de proteina, foi obtida por extracdo aquosa a
frio, seguida por hidrélise alcalina, por procedimentos descritos por Marques (2021). A da
GM-DR extraida, foi estimada em 2,5 x 10° g mol-, semelhante em ordem de grandeza & GM-

DR de Nascimento e col. (2021), obtida pelo mesmo procedimento de extracao.

Pelo registro espectroscopico em FT-IR, observou-se as bandas tipicas de
polissacarideos: Estiramento O-H na regido 3490-3000 cm; deformagGes H-C-H e C-O-H s
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na regido 1450-1350 cm™; a regido 1160-950 cm™, que incluem sinais para vibragdes da
ligacéo glicosidica C-O-C e C-O-H de alcool primério. A raz&o de manose/galactose da GM-
DR utilizada foi de 2,39:1 (Marques, 2021).

4.3.3 Reducéo do peso molecular da galactomanana de Delonix regia

Para otimizar a solubilidade da GM-DR, a galactomana passou pelo processo de
sonicacdo, a fim de reduzir o seu peso molecular. Primeiro foi preparado 60 mL de uma
solugédo de GM-DR a 5% (m/v). Essa solucdo foi colocada em uma cubeta termostatizada a
45°C, inserida uma sonda acoplada ao sonicador VC505 (Sonics & Material Inc.). A
sonicacao ocorreu em pulsos (30s ON/30s OFF), de frequéncia de 20KHz e poténcia de 500W

por 180 minutos.

Ap0s ser submetida ao processo de sonicagdo, GM-DR com Mpk de 2,5 x 10° g mol™,
apresentou reducao de 65,6% de sua massa, sendo obtida a sua versdo reduzida em massa
molar de pico de 8,6 x10* g mol?, a qual foi utilizada no tratamento experimental deste
trabalho.

GM-DR antes e depois da sonicacdo, quando submetidas a espectroscopia
infravermelha transformada em Fourier (FT-IR), exibiram espectro FT-IR similar, com
frequéncia e intensidade de faixas de absorcdo semelhantes, mostrando a conservacdo dos
seus grupos funcionais e sua estrutura polissacaridica caracteristica da molécula (Marques,
2021).

4.3.4 Diluicdo de GM-DR para o tratamento experimental

No preparo do tratamento utilizado no grupo experimental denominado “GM-DR”,
primeiro foi feita uma solucdo a 5% (m/v) de GM-DR, pela dissolu¢édo da galactomanana em
solucdo salina estéril. Para isso, a galactomanana foi pesada, depois adicionada a solucdo

salina e deixada em hidratacdo por 24h em temperatura ambiente.

A partir da solugéo de 5%, foi feita a segunda diluicdo, agora com o meio de cultivo
especifico de cada linhagem, para uma solucdo de concentracdo a 0,1%. Como trabalhamos
com duas linhagens diferentes, as aliquotas eram preparadas separadamente, de modo que
cada celula permanecesse em seu meio de cultivo padrdo durante todo o experimento.

Portanto, a diluicdo do tratamento para células PANC-1 foi feita com DMEM F-12 (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO, USA/ codigo: D0697) e de BXPC-3 em meio RPMI (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA/ codigo: 51536C).

Usando a solugdo de GM-DR 0,1%, foi feito o preparo das aliquotas de tratamento
onde a concentracdo final era 700 pg/ml. Essa concentracdo final, que foi testada neste
trabalho, havia sido definida previamente em experimentos do nosso grupo de pesquisa,
quando foram avaliadas diferentes concentragdes (25, 50, 100, 200, 400, 500, 600, 700 e 800
ug/ml) onde o tratamento na concentracdo de 700 ug/ml de GM-DR produziu a resposta

efetiva de citotoxicidade em células tumorais pancredticas in vitro.

4.4 Expressao de proteinas por Western Blotting

Para avaliar a expressdo de proteinas por Western Blotting (WB), as células BxPC-3 e
PANC-1 foram plaqueadas em placas de 6 pocos: 0,5x10° células/pogo. Apds 24h, o meio de
cultivo foi renovado, quando o grupo experimental denominado “controle”recebeu apenas o
meio de cultura padrdo e o grupo experimental tratado com “GM-DR” recebeu 0 meio de
cultivo contendo 700 pg/ml de GM-DR. Apds o tratamento, as células permaneceram
incubadas por 24h dentro da estufa com 5% de CO2 a 37°C.

Ap06s o periodo de incubagdo, iniciou-se 0 processo de extracdo de proteinas e preparo
das amostras: O meio de cultura foi descartado e as células foram lavadas com tampao salina
fosfato (PBS) a -4 °C. Depois foi adicionado tampdo RIPA para extracdo de proteinas (cddigo:
R0278, Sigma-Aldrich) e com um raspador de células de plastico frio, o fundo do poco foi
sendo raspado para desprender as células aderidas. Em seguida, o volume no interior de cada
poco foi transferido para microtubos e centrifugados durante 20 minutos a 4°C e 16.000 rpm.
Apbs centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo inibidor de

protease (codigo: S8820, SIGMAFAST™) e colocado imediatamente no gelo.

Antes do WB, foi realizada a normalizacdo da concentracdo total de proteinas de cada
amostra, no qual utilizamos o ensaio de proteina DC™ Protein Assay Kit (codigo: 5000112,
Bio-Rad Laboratories). A partir desse ensaio, definimos o volume especifico a ser retirado de

cada amostra, para fornecer 50ug de proteina total.

Para serem submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, foi feito o preparo das
amostras adicionando Laemmli Sample Buffer (cédigo: 1610737, Bio-Rad Laboratories) e 2-
Mercaptoethanol 14,2M (codigo: 1610710, Bio-Rad Laboratories); depois foram fervidas em
banho-maria a 100°C por 5 minutos. Apos eletroforese em gel, as proteinas foram transferidas



38

para Membranas Immun-Blot PDVF de alta ligagdo (150-160 pg /cm?) com porosidade de
0,2UM (codigo: 1620177, Bio-Rad Laboratories).

Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com albumina sérica bovina a 5%
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) por 60 minutos. Em seguida, foram incubadas com
anticorpo primario “overnight” sob agitacdo constante a 4°C. Depois as membranas foram
lavadas com PBS e foi realizada uma nova incubacéo, agora com anticorpo secundario, por 90
minutos. Novamente as membranas foram lavadas e antes da captacdo das imagens,
utilizamos a solucdo Luminol Clarity™ Western ECL Substrate (codigo: 1705061, Bio-Rad

Laboratories).

Para a imunomarcacdo das proteinas foram utilizados os seguintes anticorpos: IL-1
Beta (BS-6319R, Thermo Fisher Scientific Inc.); IL-6 (BS-0782R, Thermo Fisher Scientific
Inc.); TNF alfa (PA1-40281, Thermo Fisher Scientific Inc.); INOS (PA1-036, Thermo Fisher
Scientific Inc.); TLR-4 (48-2300, Thermo Fisher Scientific Inc.); NFkB (PA5-27617, Thermo
Fisher Scientific Inc.); COX-2 (PA1-37505, Thermo Fisher Scientific Inc.); p-actina (A1978,
Sigma-Aldrich®); Anticorpo secundario 1gG (H+L) de camundongo (31430, Thermo Fisher
Scientific Inc.); Anticorpo secundario IgG anti-coelho, ligado a HRP (7074S, Cell Signaling
Technology, Danvers, Massachusetts, EUA)

A presenca das proteinas foi detectada em experimentos independentes, por
guimioluminescéncia, utilizando o Fotodocumentador ChemiDoc™ Mp Bio-Rad; e a
quantificacdo da expressdo de proteina alvo, a partir dos registros do Fotodocumentador, foi
feita por meio do software Image Lab™.

4.5 Avaliagdo da expressao do receptor TLR4 por imunofluorescéncia

A técnica de Imunofluorescéncia (IF) foi utilizada para avaliar a expressao do receptor
TLR4 nas linhagens BxPC-3 e PANC-1, em dois grupos experimentais: “Controle” e “GM-
DR”. As células foram cultivadas sobre laminulas de 13mm no interior de uma de placa de 24
pocos. 24h apos o plagueamento, o meio de cultivo foi renovado, onde o grupo controle
recebeu um novo meio de cultivo padrdo e o grupo tratado com GM-DR recebeu 0 meio de
cultura contendo 700 pg/ml de GM-DR. Depois as células permaneceram incubadas por 24h
dentro da estufa com 5% de CO2 a 37°C.



39

Antes da incubacdo com os anticorpos, as células foram fixadas. Para isso, primeiro
foi descartado o sobrenadante e depois utilizou-se Formaldeido 3% (Sigma-Aldrich®) durante
15 minutos a 37°C. Para permitir a marcagédo do nucleo das células, também foi feita a etapa
de permeabilizacdo da membrana, com Triton X100 a 0,1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) por 15minutos. Os pocos foram lavados com tampéo salina fosfato (PBS) e em seguida
receberam a solugdo de bloqueio com albumina sérica bovina 3% (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, EUA).

O anticorpo primario para imunomarcacdo do TLR4 (codigo: sc-293072, Santa Cruz
Biotechbology, INC.) na diluicdo de 1:100 foi adicionado ap6s o blogueio e as células ficaram
incubadas “overnight” em temperatura de 4°C. J& a incubagdo com anticorpo secundario foi
feita por 60 minutos em ambiente protegido da luz, usando o anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado com Alexa Fluor 568 (codigo: A10037, Invitrogen®, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) na diluicdo de 1:500. Na
sequéncia, as células foram incubadas por 10 minutos com o intercalante de DNA DAPI
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) na diluicdo
de 1 pl em 50 ml de PBS.

Finalizadas as marcacdes, durante a montagem das laminas, adicionamos ProLong™
Diamond Antifade Mountant (codigo: P3696, Thermo Fisher Scientific Inc.) a fim de proteger

as amostras contra fotodegradacéo.

As fotomicrografias foram feitas por meio do leitor multimodal Cytation3™ Biotek®.
E para andlise dos registros de imagens, utilizamos o software Image J (National Institutes of
Health, Washington, DC, EUA).

4.6 Consumo de glutationa reduzida - GSH

Para este ensaio, foi realizado plaqueamento das células BXxPC-3 em uma placa de 96
pocos, com 1x10* células/pogo. Apos 24h, o grupo controle recebeu apenas o meio de cultura
novo e o grupo experimental tratado com GM-DR recebeu o meio de cultivo contendo 700
pug/ml de GM-DR. Durante o tratamento de 24h, as células permaneceram incubadas na estufa

em saturacdo de 5% de CO2 e temperatura de 37°C.

Ap0s esse periodo, descartamos 0 sobrenadante. Foi entdo adicionado 300 pul de PBS

gelado e foi realizada a remocdo das células pela raspagem e lavagem dos pocos. O
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sobrenadante foi armazenado em microtubos. A partir dessas amostras coletadas, 40 pl do
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e foi adicionado 50 pl de &gua destilada
e 10 ul de acido tricloroacético (TCA) e centrifugado por 20 minutos em rotacao de 5000 rpm
a4°C.

Depois da centrifugacdo, em uma placa de 96 pocos, foram colocados 60 pl do
sobrenadante juntamente como a solucao de leitura composta tampédo TRIS com concentracédo
de 0,4 M, pH 8.9 e com 20 pl 5,5-dithiobis-2-nitro-benzoic acido (DTNB) e a placa ficou em
agitacdo por 3 minutos. Posteriormente, a absorbancia foi medida a 412 nandmetros em
espectrofotometro (Thermo Scientific, modelo BioMate 3S). Expressamos a concentracdo de
GSH em pg/mg a partir de uma curva padrao (Sedlak; Lindsay, 1968).

4.7 Docking molecular

As estruturas de acoplamento molecular do composto agonista galactomanana
(Man(b1-4)[Gal(al-6)]b-Man) e do receptor TLR4 (PDB ID: 3FXI), determinadas por
difracdo de raios X, com resolucdo de 3,1 A, foram obtidas do banco de dados de proteinas
RCSB. O TLR4 foi utilizado como estrutura fixa para 0 método de acoplamento e foi
considerado ligado a alguns cofatores, como o fator de diferenciacdo mieloide 2 (MD-2).

As moléculas de dgua também foram removidas da simulacéo de acoplamento usando
o Autodock Tools (ADT). Atomos de hidrogénio foram adicionados & proteina usando a
ferramenta de software de acoplamento automatico, AutoDock 4.2. Na simulagdo de docking
molecular, o sitio de ligacdo foi considerado a regido mais desejavel para o encaixe das
extremidades do ligante (galactomanana) ao receptor.

A estrutura 3-D da galactomanana foi projetada com Marvin Sketch (langamento
2016-1) e a simulagdo de acoplamento automatico foi realizada com ADT para acessar as
orientacdes de ligacdo e conformacdes apropriadas da molécula ligante com diferentes
inibidores. Um método de algoritmo genético Lamarckiano foi implementado no AutoDock
4.2.

Nos calculos, as cobrancas de Gasteiger foram adicionadas por padrdo, as ligagdes
rotativas foram selecionadas pelas ferramentas AutoDock e todas as tor¢des foram autorizadas
a girar. Os mapas de grade foram gerados pelo software AutoGrid no qual a grade tinha

tamanho 30 x 30 x 30 pontos com espago padrdo de 0,375 A entre os pontos da grade e cobria
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toda a &rea de ligacdo favorével. As coordenadas (X, Y, Z) do centro foram (21,3485, -
17,4803, 14,285), respectivamente.

O protocolo de acoplamento rigido consistia em 10 algoritmos genéticos
independentes e outros parametros padrdo usados pelo ADT. Os aspectos de ligacdo da
galactomanana e seus correspondentes indices de afinidade de ligacdo foram considerados
para determinar melhores interagdes moleculares. Os resultados foram visualizados e
analisados utilizando ADT, PyMOL e Maestro v.14 (Schrédinger).

4.8 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o Software GraphPad Prisma 8, pelo qual
os dados foram submetidos ao “Teste T de Student”. Os resultados foram apresentados como
média + E.P.M (erro padrdo da média) e diferengas estatisticas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento com GM-DR sobre a producéo de citocinas pré-inflamatorias

em células de adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) in vitro.

A expressdo de cada citocina em células de PDAC foi feita em experimentos
independentes, com duas linhagens de células humanas, divididas em dois grupos
experimentais. O grupo experimental denominado “controle” recebeu apenas o meio de
cultura padrdo e o grupo experimental tratado com “GM-DR” recebeu o meio de cultivo
contendo 700 pg/ml de GM-DR. As imagens representativas de Western Blotting (WB)
captadas por quimioluminescéncia, com 4 amostras de cada grupo, sdo apresentadas ao lado

de sua analise densitométrica correspondente.

Constatamos que células BXPC-3 apds o tratamento com GM-DR 700 pg/ml por 24h,
expressam 9 vezes mais Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) em relagdo ao grupo
controle (controle 0,06 + 0,01 vs GM-DR 0,60 £ 0,08) como mostrado na Figura 9. Diferente
do que foi visto na linhagem BXPC-3, células PANC-1, ndo apresentaram aumento da

expressdo de TNF-a (controle 2,52 + 0,48 vs GM-DR 2,33 + 0,26) como mostra a Figura 10

Figura 9— Expressédo de TNF-a em células BxPC-3
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Figura 9: Células BxPC-3 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando imunomarcagéo

de TNF-a. em 25kDa, pogos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com GM-DR 700 pg/ml
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24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05 GM-DR versus

grupo controle.

Figura 10— Expressdo de TNF-a em células PANC-1
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Figura 10: Células PANC-1 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de TNF-o. em 25kDa, pocos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com GM-

DR 700 pg/ml 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.

A expressao de interleucinas 1 e 6 ap6s a incubacdo com a galactomanana também
apresentou resultados divergentes entre as linhagens. Na linhagem BxPC-3, células tratadas
com GM-DR apresentaram expressdo de IL-1p superior aos niveis detectados dessa
interleucina no grupo denominado “controle” (controle 0,02 + 0,01 vs GM-DR 0,40 + 0,02)
como mostra a Figura 11. Na linhagem de células PANC-1, a IL-1p estava presente em ambos
0s grupos (controle 0,36 + 0,06 vs GM-DRO0,54 + 0,06) com aumento néo significativo de IL-

1B no grupo tratado em relagdo ao controle (Figura 12)
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Figura 11- Expressdo de IL-1 em células BxPC-3
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Figura 11: Células BxPC-3 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de IL-1B em 17 kDa, pogos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com GM-
DR 700 pg/ml 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.

Figura 12— Expressao de IL-1 em células PANC-1
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Figura 12: Células PANC-1 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacgdo de IL-1p em 17 kDa, pogos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com 700
pg/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.

Células BxPC-3 responderam ao tratamento com GM-DR também com aumento
significativo da interleucina 6 (controle 0,09 £+ 0,01 vs GM-DR 0,57 = 0,07) observado na
Figura 13, com mais IL-6 do que as células da mesma linhagem em condig¢des “controle”. E
assim como a IL-1, a expressao de IL-6 na linhagem PANC-1 ndo difere estatisticamente
entre os grupos (controle 0,24 + 0,03 vs GM-DR 0,23 £ 0,03), como pode ser observado nos

resultados contidos na Figura 14

Figura 13— Expressdo de IL-6 em células BxPC-3
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Figura 13: Células BxPC-3 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de IL-6 em 23 kDa, pogos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com 700
ug/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.
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Figura 14— Expressdo de IL-6 em células PANC-1
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Figura 14: Células PANC-1 (0,5x10% células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de IL-6 em 23 kDa, pocos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com 700
ug/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.

Visto a modulagéo da expressdo de TNF-a, IL-1p e IL-6 entre 0s grupos experimentais,
também investigamos a expressao do fator nuclear KB, especificamente p65 (NFKB p65) pois
a via de sinalizacdo do NFKB p65, é a forma ativada pela via candnica mais abundante, e
pode estar relacionada com a resposta transcricional de TNF-a, IL1 e IL6. A linhagem BxPC-
3 (Figura 15) (controle 0,63 + 0,03 vs GM-DR 0,56 + 0,05), expressa quantidades
semelhantes de NFKB p65 entre os grupos, independente do tratamento com GM-DR.
Enquanto células PANC-1 aumentaram a expressdao de NFKB p65 ap0s o tratamento (controle

1,46 + 0,024 vs GM-DR 1,82 + 0,054) como mostra a (Figura 16).
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Figura 15— Expressdo de NF-kB p65 em células BxPC-3
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Figura 15: Células BxPC-3 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de NFKB p65 em 65-70 kDa, pocos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas
com 700 pug/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa £ SEM de 4 amostras por grupo. *p
<0,05 GM-DR versus grupo controle.

Figura 16— Expressdo de NF-kB p65 em células PANC-1
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Figura 16: Células PANC-1 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de NFKB p65 em 65-70 kDa, pocos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas
com 700 pug/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p
<0,05 GM-DR versus grupo controle.
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Visto que na linhagem BxPC-3 a GM-DR mostrou regular positivamente citocinas
pro-inflamatorias, também quantificamos a expressdo de COX-2, envolvida em respostas
inflamatdrias e que tem sido relacionada com o prognostico de PDAC e comportamento dos
tumores. Curiosamente, células BxPC-3 quando tratadas com GM-DR regulam negativamente
a expressao de COX-2 em relacdo aos niveis basais das células do grupo controle (controle
0,36 £ 0,14 vs GM-DR 0,20 + 0,02), como mostra a Figura 17.

Figura 17— Expressdo de COX-2 em células BXxPC-3
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Figura 17: Células BxPC-3 (0,5x10% células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de COX-2 em 75 kDa, pocos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com 700
ug/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.
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5.2 Marcadores indiretos de estresse oxidativo em células de PDAC tratadas com GM-

DR

Embasados nos resultados anteriores, onde foi visto que GM-DR modula
positivamente a expressdo de citocinas na linhagem BxPC-3, realizamos ensaios para avaliar
dois marcadores indiretos de estresse oxidativo de vias de sinalizacdo diferentes, apenas em

células BxPC-3.

Com os grupos experimentais idénticos aos anteriores, células do grupo ‘“controle”
receberam apenas o meio de cultura padrdo, enquanto o grupo “GM-DR” foi tratado com o
meio de cultivo contendo 700 pg/ml de GM-DR, por 24h. Quando foram avaliadas a forma
induzivel de 6xido nitrico sintase (iNOS) e a glutationa reduzida (GSH), observou-se que
GM-DR néo altera o padréo de expresséo de iNOS (controle 0,18 + 0,004 vs GM-DRO0,19 +
0,010) Figura 18; ja na investigacdo de glutationa reduzida, houve consumo de GSH no grupo
tratado com GM-DR(140,0 £ 1,54) em relacdo ao grupo controle (149,0 £ 1,66), conforme

observado no grafico 1.

Figura 18— Expressdo de iNOS em células BXxPC-3
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Figura 18: Células BxPC-3 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de iINOS em 130 kDa, pocos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com 700
pg/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.
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Gréfico 1 — Consumo de glutationa reduzida (GSH) em células
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Gréfico 1: Linhagem BxPC-3 (1x10° células/poco). Células do grupo “controle” foram incubadas por 24h apenas
meio de cultivo enquanto o grupo “GM-DR” recebeu meio de cultivo contendo 700 pg/ml de GM-DR.

Resultados expressos com média + SEM de 8 amostras por grupo. *p <0,05 GM-DR versus grupo controle.

5.3 Expressdo de TLR4 em Células BxPC-3 e PANC-1 tratadas com GM-DR

A expressdo de TLR4 em células BXPC-3, vista na Figura 18A, evidencia que as células
apos serem tratadas com GM-DR (700 pg/ml) aumentaram a fluorescéncia (vermelho) que
marcava 0 receptor alvo da investigacdo. Foram feitos registros de trés campos de
visualizacdo diferentes para a analise quantitativa da intensidade de fluorescéncia de TLR4
em relacdo ao marcador de nucleo celulares DAPI. Pode-se observar na Figura 18B que,
guantitativamente, células BxPC-3 tratadas com GM-DR (3,68 + 0,38) emitiram maior

intensidade de fluorescéncia em relacdo ao grupo controle (1,25 £ 0,14).
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Figura 19— Imunofluorescéncia de TLR4 em células BXxPC-3
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Figura 19: Imunofluorescéncia na linhagem BxPC-3; no grupo GM-DR as células foram tratadas com GM-
DR(700 pg/ml) por 24h enquanto o grupo controle recebeu apenas meio de cultivo. Ap0s o tratamento, as células
foram coradas com DAPI (azul) e anticorpo para TLR4 conjugado com Alexa Fluor (vermelho). (A) imagens
captadas com leitor multimodal Cytation3™ Biotek®: vermelho (TLR4) azul (ndcleo) merge (sobreposicdo de
ambas as marcacgdes). Aumento 200x. (B) quantificagdo da média de intensidade de fluorescéncia de TLR4
(Alexa Fluor — vermelho) em relacdo a quantidade de nucleos (DAPI — azul), resultados apresentados pela média

relativa £ SEM de 3 campos por grupo. *p <0,05 GM-DR versus grupo controle.

Do mesmo modo, também investigamos a expressdo de TLR4 na linhagem PANC-1,
como uma espécie de controle negativo, enquanto uma linhagem celular de PDAC que néo
produz resposta citotoxica e pré-inflamatoéria quando submetida ao tratamento com GM-DR.
Diferente de BxPC-3, conforme observa-se nos registros vistos na Figura 19A, células PANC-
1 ndo emitiram imunofluorescéncia de TLR4 significativamente diferente entre 0s grupos
apos incubacdo com a galactomanana (grupo controle 1,25 + 0,07 vs GM-DR 1,52 + 0,15)
Figura 20A.
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Figura 20— Imunofluorescéncia de TLR4 em células PANC-1
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Figura 20: Imunofluorescéncia na linhagem PANC-1; no grupo GM-DR as células foram tratadas com GM-
DR(700 pg/ml) por 24h enquanto o grupo controle recebeu apenas meio de cultivo. Ap0s o tratamento, as células
foram coradas com DAPI (azul) e anticorpo para TLR4 conjugado com Alexa Fluor (vermelho). (A) imagens
captadas com leitor multimodal Cytation3™ Biotek®: vermelho (TLR4) azul (ndcleo) merge (sobreposicdo de
ambas as marcacgdes). Aumento 200x. (B) quantificagdo da média de intensidade de fluorescéncia de TLR4
(Alexa Fluor — vermelho) em relacdo a quantidade de nucleos (DAPI — azul), resultados apresentados pela média

relativa + SEM de 3 campos por grupo. *p <0,05 GM-DR versus grupo controle.

Para reforcar os achados do ensaio com marcagdo de imunofluorescéncia, avaliamos a
expressdao do TLR4 com a técnica de Western Blot (WB), mantendo 0S mesmos grupos
experimentais e com ambas as linhagens; onde também se evidenciou 0 aumento da expressao
de TLR4 em BxPC-3 (3,16 £ 0,10) em relacdo ao grupo controle (1,45 = 0,24) conforme

mostra a Figura 21. Diferente da linhagem de células PANC-1 (Figura 21) onde a expressao
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de TLR4 no grupo controle (3,23 + 0,43) foi estatisticamente semelhante ao grupo tratado

com GM-DR (3,49 + 0,08), corroborando com os achados anteriores.

Figura 21- Expressao de TLR4 em células BxPC-3
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Figura 21: Células BxPC-3 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de TLR4 em 95 kDa, poc¢os de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com 700

ug/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.
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Figura 22— Expressdo de TLR4 em células PANC-1
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Figura 22: Células PANC-1 (0,5x10° células/pogo). (A) imagem representativa de WB, mostrando
imunomarcacdo de TLR4 em 95 kDa, pocos de 1 a 4 representam o controle e de 5 a 8 células tratadas com 700

pug/ml GM-DR 24h. (B) resultados apresentados pela média relativa + SEM de 4 amostras por grupo. *p <0,05

GM-DR versus grupo controle.

5.4 Analise do acoplamento molecular: GM-DR e receptor TLR4

O complexo proteina-ligante foi colocado de forma estavel na mesma cavidade TLR4

pelo AutoDock 4.2 (Figura 23).

Figura 23 - Acoplamento de GM-DR ao TLR4 na mesma cavidade do
Lipopolissacarideo (LPS)
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As interacdes do ligante correspondente a GM-DR ao receptor TLR4 ocorreram com 5
aminoacidos no sitio ativo: ARG264, ASP294, SER 317, THR319 e LYS362, sem a interacao
de ligacOes de hidrogénio. O residuo TYR292, LEU293, TYR296 e VAL318 interagiu com a
GM-DR através de forcas de Van der Waals. ARG382, GLY 364 e GLY 384 formaram ligacfes
H com hidroxilas distintas de GM-DR. SER360, ASN 361, ASN 365, ASN 383, THR413 e
ASN409 apresentam interagdo polar com hidroxilas, enquanto LYS 362, LYS 388 (da cadeia
B), ARG382 e LYS 435 (da cadeia B) mostram interacdo i6nica. Os tipos de interacdes com

0s aminoacidos estdo ilustradas na Figura 24.

Figura 24-Tipos de interacdes GM-DR - TLR4 em visualizacédo 2D
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Além disso, energias de ligacdo da galactomanana de -6,6 kcal/mol em diferentes sete
conformacgbes, com constantes de inibicdo de 14,3 pM. Os resultados da simulagdo de
docking molecular indicam que GM-DR tem grande afinidade de acoplamento ao sitio ativo
do TLR4 (Figura 25).

Figura 25-Viséo estéreo da ligacdo GM-DR
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6 DISCUSSAO

Ha muitas evidéncias na literatura sobre o potencial terapéutico de polissacarideos de
origem natural (extraidos de sementes, algas marinhas, fungos) em pesquisas que descrevem,
além da acdo antitumoral, propriedades imunomoduladoras e antioxidante. Neste trabalho,
investigamos o efeito que GM-DR promove sobre a producédo de mediadores pro-infamatérios
e o status oxidativo em duas linhagens de células tumorais pancreaticas humanas in vitro (Yu
et al., 2018; Xie et al., 2020).

Células BxPC-3 ap0s o tratamento com GM-DR expressaram 9 vezes mais Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) em relacdo ao grupo controle, enquanto a linhagem PANC-1
ndo apresentou diferenca estatistica ente 0s grupos experimentais. Pesquisas cujo o modelo
envolve linhagens de células humanas de PDAC, comumente observam diferentes respostas
de acordo com as particularidades de cada linhagem. Pois, conforme descrito por Collisson e
col. (2019), a heterogeneidade das células de PDAC, a variabilidade genética e fenotipica dos
tumores, implica em diferentes resultados clinicos e respostas bioldgicas frente ao tratamento

farmacoldgico (Tansi et al., 2024; Collisson et al., 2019).

Assim como nesta pesquisa, outros autores mostraram que fendtipos celulares
diferentes respondem de maneira particular a ativos citotoxicos. Arumugam e col. (2009)
quando investigaram o padrdo de quimiosensibilidade de células PDAC a trés agentes
antineoplasicos: Gencitabina, 5-FU e cisplatina, mostraram que enquanto BxPC-3 apresentou
a sensibilidade aos farmacos Gencitabina, 5-FU e cisplatina, Panc-1 e MiaPaCa-2 foram

resistentes aos trés quimioterapicos (Arumugam et al., 2009).

Sabendo que existe uma relagdo entre 0 TNF-a e ativacdo da via extrinseca da
apoptose, 0s nossos achados sobre a expressdao de TNF-a corroboram como os dados de
Marques (2021) onde GM-DR diminuiu a viabilidade de células PDAC apenas na linhagem
BxPC-3, mas ndo em PANC-1 e MiaPaCa-2. E este efeito citotoxico sobre BxPC-3 mostrou
ser dependente da ativagdo de RIPK1 e ativacdo de caspases 3 e 8, sugerindo que a morte
celular induzida por GM-DR parece ser por via apoptética. Agora, hipotetizamos que esse

efeito possa estar associado ao aumento de TNF-a visto nessa linhagem de PDAC.

O TNF-a induz apoptose pela ativagdo dos receptores TNFR-1. Apos sua ativacao, o
dominio de morte associado ao TNFR (TRADD) recruta trés proteinas adaptadoras: RIPK1,
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TRAF-2 e FADD (dominio de morte associado ao FAS); essa cascata leva a ativacdo da pro-
caspase 8 com desfecho de morte celular apoptética (Zidi et al., 2010).

O aumento de TNF-a na terapia oncologica, pode aumentar o estresse oxidativo e
sensibilizar os tumores a apoptose. E como as células endoteliais dos vasos sanguineos dos
tumores tém maior expressdo do receptor TNFR-1 em comparacéao a células saudaveis, a a¢do
do TNF-a poderia se dar de forma mais direcionada a regido tumoral (Van Horssen; Ten

Hagen; Eggermont, 2006).

Além de ser capaz de induzir a morte celular, em estudos in vivo, TNF-a melhorou a
resposta dos tumores a drogas quimioterapicas como melfalano e doxorrubicina. Contribuindo
para esse feito a sua capacidade de aumentar a permeabilidade vascular, facilitando a captacéo

e acumulo de quimioterapicos nos tumores (Anderson; Nakada; Dewitte, 2004).

Fajardo e col. (1992), relataram que altas concentracbes de TNF-o tem agéo
antiangiogénica, enguanto baixas concentragdes promovem angiogénese. Também esta
relacionado com essa molécula, a producédo de outros mediadores pro-inflamatérios, como IL-
1B e IL-6 (Fajardo et al., 1992; Zidi et al., 2010).

Na literatura, ha muitas evidéncias sobre a correlagdo entre as diferentes citocinas. O
TNF-a, por exemplo, pode induzir a producdo de pro-IL-1B (Marucha; Zeff; Kreutzer, 1990);
e a pro-1L-1p pode aumentar a transcricdo de outros genes pro-inflamatdrios (Zhang et al.,
2023).

Quando investigamos a expressao de interleucinas nas duas linhagens de células
PDAC, foi constatado que apenas células BXPC-3 responderam ao tratamento com GM-DR
com aumento significativo de IL-1p e IL-6. Diferente dos nossos resultados com GM-DR em
células cancerigenas, em modelo animal de ferida cutanea a galactomanana de Delonix regia
teve efeito anti-inflamatorio, inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-6
(Lima et al., 2022).

Assim como GM-DR aumentou a producdo de IL-1, sabe-se que alguns farmacos
quimioterdpicos podem ativar os chamados “inflamassomas” em células cancerigenas e
células mieloides, e esses inflamassomas levam a ativacdo de cascatas inflamatorias, com a

maturagdo de IL-1p, ativagdo da protease caspase 1 e morte celular (piroptose ou apoptose)

(Zhang et al., 2023).
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A producdo de citocinas pro-inflamatorias (ex.: TNF-o, IL1B, IL6) no ambiente
tumoral, tem um grande impacto na terapia do cancer com efeitos relacionados a
imunogenicidade contra os tumores, apoptose, proliferacdo celular e acdo antiangiogénica
(Ullman et al., 2022; Balkwill, 2002; Fajardo et. al.,1992; Zidi et al., 2010).

De fato, a acdo de mediadores pré-inflamatérios no ambiente tumoral pode ter
repercussdes imunogénicas. Alguns agentes quimioterapicos, como o Paclitaxel, podem
aumentar a imunogenicidade dos tumores com a participacdo desses mediadores. O aumento
de citocinas do tipo Thl, como TNF-a, IL-12 e Interferon gama (IFNy) levam a polarizacédo
de macrofagos M2 para o fendtipo M1, considerado um fenétipo tumoricida. Os efeitos
"colaterais" imunomoduladores da quimioterapia tém efeitos benéficos, seja por modular a
composicdo e funcionalidade do infiltrado de células imunoldgicas, ou por aumentar efetores
imunes no microambiente tumoral, produzindo uma resposta anticancerigena completa
(Wanderley et al., 2018; Galluzzi et al., 2015).

Tem sido cada vez mais discutida a contribuicdo de respostas imunogénicas para
eficacia de agentes antineoplasicos no tratamento do cancer. Em especial, em tumores como
PDAC, considerados imunologicamente “frios”, alguns trabalhos experimentais tentaram
tornéd-los imunologicamente ativos, para iniciar respostas inflamatdrias no microambiente
tumoral (TME) atraindo assim células imunes, como células T citotoxicas (Ullman et al.,
2022).

Por isso, como foi proposto no presente trabalho, investigacdes sobre a modulacao de
mediadores  pro-inflamatérios em  pesquisas pré-clinicas sdo fundamentais no
desenvolvimento de novas estratégias e moléculas com acdo antitumoral, para prever efeitos
imunoldgicos colaterais, expandindo a compreensdo sobre a acdo anticancerigena para além

da citotoxicidade.

ApOs a constatacdo desse aumento na produgdo de TNF-o, ILIP e IL6 em células
BxPC-3 tratadas com GM-DR, resolvemos avaliar a expressdo do fator nuclear Kappa B
(NFxB), importante regulador transcricional em respostas imunes e inflamatorias. Chien e col.
(2014) relataram que existe uma relagéo entre a atividade reporter de NFKB antiproliferativa

estimulada por TNF-a em células de cancer de pancreas (Chien et al., 2014).

Pudemos avaliar apenas o dimero NFKB p65, que regula a transativacdo de genes
envolvidos na proliferacédo celular, producéo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1p, IL-6),
também regula genes de enzimas (COX-2, iNOS), quimiocinas e mediadores de apoptose.
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A expressdo de NFKB p65 nas células PDAC também diferiu entre as linhagens.
Observamos que a linhagem BXPC-3 expressa niveis basais mais elevados do que células
PANC-1, e quando estimuladas com GM-DR nao aumentaram a expressdo do dimero p65.
Diferentemente, PANC-1 aumentou a producdo de NFKB p65 apds o tratamento com GM-DR.
A regulagéo de TNF-a, IL-1p, IL-6 embora pudesse estar relacionada concomitantemente ao
aumento da expressdo de p65, ndo se restringe a esta condigdo. E importante ressaltar que pela
limitacdo do presente trabalho, as outras subunidades da familia NFKB ndo foram
quantificadas. Ademais, a expressdo do fator nuclear Kappa B per se ndo significa que o
mesmo esteja na sua forma ativa. A quantificacdo considerada no nosso trabalho expressa o
total de NFKB p65, sem discriminar a por¢do nuclear e do citosol. O NFKB no citosol
normalmente se encontra na forma inativa, por estar complexado a proteinas inibitérias, como
membros da familia IKB (Liu et al., 2017).

O trabalho de Liu e col. (2017) descreveu a ativacdo de NFKB, por duas vias:
canodnica ou ndo candnica. A via canodnica se inicia pela acdo de ligantes de receptores de
citocinas, receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), membros da superfamilia do
receptor de TNF (TNFR) e outros; com isso as respostas intracelulares levam a degradacao do
complexo IKB-NFKB, levando a translocagdo nuclear rapida e transitoria predominantemente
dos dimeros p50/RelA e p50/c-Rel. J& a via ndo-candnica responde a ligantes da superfamilia
TNFR, como BAFFR, CD40 e RANK. Essa via ja ndo envolve a degradacdo do complexo
IKB-NFKB, depende de precursores como pl00 e resulta na translocacdo nuclear de
p52/RelB. Sendo a via canodnica envolvida em quase todas as respostas imunes, enquanto a
via ndo canonica parece ser um eixo de sinalizacdo suplementar da via canénica. Diante disso,
fica claro que a ativacdo de NFKB pode ocorrer por mecanismos distintos, levando a

translocacdo de dimeros diferentes para atuar no nucleo celular (Liu et al., 2017).

Enquanto os efeitos benéficos de muitos compostos naturais, como a curcumina em
doencas inflamatdrias cronicas, foram atribuidos a reducdo da sinalizacdo do NFKB p65, um
estudo observacional exploratério que investigou a relacdo da expressdo NFKB com a
sobrevida de pacientes com PDAC, relatou que tumores que expressaram mais NFKB, no
citoplasma ou no nucleo celular, tiveram um melhor prognostico da doenca; sugerindo que no
contexto das neoplasias malignas do pancreas, o papel da inflamacéo € mais complexo (Liu et
al., 2017; Renaldi et al., 2023).

Nos ensaios iniciais, utilizando as duas linhagens de células PDAC: BxPC-3 e PANC-
1, avaliamos as respostas celulares ap6s o tratamento de 24h com GM-DR tracando uma
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comparacdo entre as duas linhagens de PDAC. Observando a regulacdo positiva de TNF-a,
IL-1B, IL-6 apenas em células BxPC-3, além de niveis basais relativamente mais altos de
NFKB p65 nessa linhagem em relacdo a células PANC-1, seguimos a investigacdo da
expressdao de COX-2 e do status redox apenas na linhagem BxPC-3, antes e depois da

exposicdo a GM-DR.

Diferente dos outros mediadores pro-inflamatérios, GM-DR diminuiu a expressdo de
COX-2 em células BxPC-3. A presenca de COX-2 em tumores pancreaticos, €
significativamente maior do que no pancreas saudavel. Yip-Schneider e colaboradores (2000)
relataram que a linhagem BXPC-3 tem os niveis basais mais elevados da enzima dentre 8
linhagens testadas; e que o aumento de COX-2 pode inibir a apoptose, aumentar o potencial

metastatico e angiogénese (Yip-Schneider et al., 2000; Fridman, et al., 2012).

Enquanto segundo Fridman e colaboradores (2012) em diversas coortes com pacientes
oncolodgicos, niveis elevados de moléculas imunossupressoras, como a prostaglandina-
endoperoxido sintase 2, mais conhecida como COX-2, foram correlacionados com pior
prognoéstico da doenca; no estudo observacional de Renaldi e colaboradores (2023), que
avaliou a associagdo de COX-2 com a sobrevida de pacientes com PDAC, COX-2 néo
mostrou ter associacao significativa com prognostico da doenca. Portanto, o significado
prognostico da expressao de COX-2 no contesto do PDAC ainda é conflitante (Fridman et al.,
2012; Renaldi et al., 2023).

O status redox de células BxPC-3 tratadas com GM-DR foi avaliado por indicadores
indiretos de estresse oxidativo. O aumento da expressdo de TNF-a apds o tratamento com
GM-DR visto na linhagem BxPC-3, poderia sensibilizar essas células ao estresse oxidativo

(Van horssen; Ten Hagen; Eggermont, 2006).

Quando avaliamos o nivel de GSH em células BxPC-3, vimos que houve maior
consumo de GSH apds o tratamento com GM-DR, com isso, podemos inferir que houve
maior atividade da enzima glutationa peroxidase em resposta ao aumento de espécies reativas
de oxigénio. Lindholm, Ejeskar e Szekeres (2022) relataram diferencas nas taxas basais de
producdo de EROS entre as linhagens celulares BxPC-3, CFPAC-1, Panc-1 e AsPC-1; e
quando testaram o efeito do glicosideo Digitoxina, a concentracdo de EROS aumentou
significativamente em todas as quatro linhagens celulares, com efeitos semelhantes entre as
linhagens BxPC-3 e PANC-1 (Lindholm; Ejeskar; Szekeres, 2022).
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Segundo Ozben (2007), o estresse oxidativo € inerente a terapia contra o cancer e altos
niveis de estresse oxidativo sdo toxicos, enquanto niveis baixos podem estar associados a
proliferacdo celular, de modo que a resposta adaptativa ou de morte celular dependente do
status redox (Ozben, 2007).

Também foi quantificada a expressdo da enzima iNOS, a isoforma que mais gera ON e
é expressa em altos niveis em diversos tumores. Nesse aspecto, a expressdo de iNOS em
células BXxPC-3 mostrou-se semelhante, independente do tratamento com GM-DR. No cancer,
0 ON desempenha um duplo papel, dependendo dos niveis desse agente oxidante, podendo
reagir com radicais de oxigénio e formar peroxinitrito que culmina na nitrosilacdo de
proteinas sinalizadoras. Essa sinalizagdo nitrosativa em células tumorais pode favorecer a

proliferacdo, metastase e resisténcia ao tratamento (Glynn et al., 2010).

Os resultados aqui documentados, evidenciaram que GM-DR induz o aumento de
TNF-a, IL-1B, IL-6 em células BxPC-3, configurando uma resposta intracelular pro-

inflamatdria e também parece aumentar o estresse oxidativo relacionado ao consumo de GSH.

Segundo a literatura, os monossacarideos Glicose, Galactose, Manose e Arabinose sao
os mais frequentemente associados a respostas imunes; destes, dois fazem parte da
composicdo da galactomanana. Alguns polissacarideos como arabinogalactana,
galactomanana e polissacarideos pécticos (derivados de plantas), B-glucanos e glicoproteinas
(derivadas de cogumelos), polissacarideos sulfatados (derivados de algas marinhas) realmente
possuem atividade imunomoduladora, mas, diferente dos nossos achados, em outros modelos

demonstram efeito antioxidante (Yu et al., 2018).

Buscamos investigar de que modo GM-DR poderia interagir com as células PDAC.
Polissacarideos podem se ligar a receptores de membrana e assim modular respostas celulares.
Acredita-se que muitos polissacarideos podem ser reconhecidos por receptores tipo-toll
(TLRs) em macrofagos, células dendriticas e mondcitos, por exemplo, para em seguida
ativarem a liberacdo de agentes pro-inflamatérios como citocinas e quimiocinas, ativando

respostas imunologicas (Manero-rupeérez et al., 2020; Li, et al., 2022; Yu et al., 2018).

Segundo Li e colaboradores (2022), a ativacdo imune classica por polissacarideos com
acdo agonista de TLR4, manifesta-se principalmente com o aumento de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias como: TNF-o, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL- 12, CCL2, CCLA4,
CXCL9 e MCP-1. Isso nos levou a investigar o receptor TLR4 como possivel alvo de
interacdo com GM-DR (L1, et al., 2022).
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Descobrimos que, embora haja expressao constitutiva do receptor TLR4 em ambas as
linhagens, o tratamento com GM-DR aumentou a imunofluorescéncia e expressdo do TLR4
na linhagem de células BxPC-3, mas ndo em células PANC-1. Considerando que a mesma
linhagem de células que aumentou a expressdo de TLR4, também foi a que regulou
positivamente a expressdo de TNF-a e interleucinas, investigamos evidéncias que

correlacionassem esses achados.

Alguns mediadores pro-inflamatdrios podem regular expressdo de mRNA de TLR4,
como IFN-y, IL-1B e TNF-a em linhagens de células epiteliais intestinais e células endoteliais.
Portanto, em teoria, a maior expressdo do receptor TLR4 poderia ter relagdo com o aumento
de IL-1B e TNF-a vistos em células BxPC-3 tratadas com GM-DR (Abreu et al., 2002; Rehli
et al., 2000).

O estudo de Hu e colaboradores (2021) avaliou a expressdao de TLR4 entre células
cancerigenas e tecidos saudaveis. O valor progndstico da expressdao de TLR4 depende da
localizacdo dos tumores e que a expressdo de TLR4 tem relacdo com a infiltragcdo de células B,
células T CD4 e CD8, neutrdéfilos, macrofagos e células dendriticas no ambiente tumoral (Hu
etal., 2021).

Enquanto alguns autores relatam uma correlagdo positiva entre TLR2 e TLR4 com
melhor prognostico e regressdo do cancer de pancreas, outros também relatam que a ativacdo
de TLR4 e CAP1 com Resistina, aumentam a capacidade de células cancerigenas de

resistirem a terapia (Orlacchio; Mazzone, 2021).

Varios polissacarideos interagem com receptores TLR4 para produzir respostas
inflamatdrias. Como exemplo, o polissacarideo de Dendrobium huoshanense que estimula
macrofagos a secretar ON, TNF-a e IL-1B e tem o TLR4 como um receptor central para
interacdo dos macrofagos como polissacarideo (Xie et al., 2016). E essa inflamacdo induzida
por TLR4 poderia envolver a participacdo da via do TRAF6 ou Myd88 no inicio da cascata
intracelular (Zhang et al., 2016; Li et al., 2022).

O polissacarideo de Acanthopanax giraldii aumenta liberacdo de citocinas IL-6 e
TNF-0 em macrofagos de maneira dependente deTLR4, com ativagdo da sinalizacdo ERK e

JNK/NFKB a jusante (Li et al., 2019).
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As respostas biologicas do polissacaropeptideo-K extraido de cogumelos Coriolus
versicolor também parecem ser dependentes da ativacdo de TLR2 e TLR4. PSK ¢
imunomodulador e antitumoral. Inibe a proliferacdo celular, induz aumento de TNF-a, IL-6 €
induz a apoptose em células de adenocarcinoma pancredtico in vitro (Rosendahl et al., 2012).
A ativacdo imune mediada por polissacarideos via TLR4 poderia contribuir para favorecer a
apoptose de células cancerigenas (Zhang, et al., 2017).

Curiosamente, polissacarideos via TLR4 ao mesmo tempo que aumentam a inflamacéo,
podem atenuar a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-o, IL-1PB, IL-6 e PGE2),
quimiocinas (MCP-1, RANTES e MIP-1), moléculas toxicas (NO e ROS) e inibir a atividade
de enzimas como COX-2 e iNOS (Li, et al., 2022).

E interessante que células-tronco mesenquimais, apos ativacdo de TLR4, apresentam
um fendtipo pré-inflamatério e inibem a proliferacdo de células PANC-1, além de induzirem

apoptose (Kacaroglu; Yaylaci; Gurbuz, 2024).

De modo geral, agonistas de TLRs sdo considerados imunomoduladores potentes de
respostas inatas e adaptativas; e tém sido explorados no tratamento contra o cancer. Ha
evidéncias de que a ativacdo de TLRs poderia aumentar a sensibilidade das células
cancerigenas a quimioterapia, radiacdo e imunoterapia, além de melhorar a imunogenicidade

das vacinas de células dendriticas ex vivo (Iribarren et al., 2016).

A variabilidade e complexidade das moléculas de polissacarideos dificulta a
compreensdo exata da interagdo com receptores. Atualmente a teoria mais aceita de como
polissacarideos modulam o sistema imunoldgico envolve o reconhecimento por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs). O PRR mais estudado nesse contexto tem sido o TLR4,
mas, vale ressaltar que pode haver inespecificidade de interacdo, e 0 mesmo polissacarideo
pode interagir simultaneamente com outros receptores de reconhecimento de padrbes de
superficie (Li, et al., 2022).

Utilizamos recursos de docking molecular para identificar quais séo os residuos chave
e as forgas intermoleculares que suportariam a ideia do reconhecimento de GM-DR por TLR4
pela afinidade de formagé&o do complexo receptor-ligante. Descobrimos que GM-DR tem uma
forte afinidade de ligacdo no sitio ativo do receptor TLR4, podendo ligar-se firmemente na
mesma cavidade do LPS. Esses dados nos forneceram evidéncias de que o receptor TLR4
pode ter um papel central nas respostas intracelulares induzidas por GM-DR em células de
PDAC.
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Embora os mecanismos de intera¢do ainda ndo tenham sido completamente elucidados,
sabe-se que polissacarideos com diferentes estruturas sdo reconhecidos pelo receptor TLR4. O
trabalho de Li e colaboradores (2022) reuniu muitos pontos relevantes sobre a interacdo de

polissacarideos com esse receptor.

A Mw de polissacarideos relacionados ao TLR4 varia de 2,53 kDa a 2.490 kDa; mais
precisamente na faixa de 10 a 100 kDa tém maior probabilidade de interagir com o TLR4.
Monossacarideos de seis carbonos parecem ter mais vantagens de interacdo com o TLR4.
Ademais, a combinacdo e proporcao de monossacarideos do polissacarideo € muito variavel.
De acordo com a literatura, polissacarideos de cadeia ramificada parecem tem maior afinidade
com o TLR4. Em relacdo aos grupos funcionais, principalmente o grupo sulfato e o grupo
acetil de ocorréncia natural sdo importantes para a atividade imunomoduladora dos

polissacarideos (L1, et al., 2022).

A interacdo de ligantes com o TLR4 pode ser dependente de moléculas acessorias
como a proteina diferencial mieloide-2 (MD2). A MD2 contém dominios funcionais distintos
e pode ligar-se separadamente ou simultaneamente aos TLRs (TLR4 ou TLR2) e seus ligantes.
Essa interacdo de MD2 com o TLR4 amplifica o reconhecimento dos ligantes, como o
lipopolissacarideo (LPS). Além disso, a MD?2 influencia a regulacdo positiva da expresséo de

TLR4 e parece repercutir sobre a distribuicao intracelular de TLR4 (Xu; Li, 2004).

Em suma, a resposta pro-inflamatdria de polissacarideos com acdo agonista de TLR4,
manifesta-se principalmente pela producdo de TNF-a, EROS, ON, IL-6, IL-1p3, NFKB; e, 0s
resultados aqui descritos, sugerem que a GM-DR ativa a resposta inflamatdria classica de
polissacarideos via TLR4 em células BxPC-3 (Zhang et al., 2016; Li et al., 2022).

Diante dos resultados aqui descritos e embasados na literatura, propomos na Figura 26
um modelo hipotético de interagdo da GM-DR com a linhagem BxPC-3 de células humanas

de adenocarcinoma ductal pancreatico.



Figura 26— Modelo hipotético de intera¢do da GM-DR com células BxPC-3
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GM-DR pode ligar-se ao receptor TLR4 de células BxPC-3 ativando respostas intracelulares. A ligacéo

receptor-ligante inicia no ambiente intracelular o recrutamento de complexos de proteinas adaptadoras (via

MyD88 ou independente de MyD88) resultando na ativagdo de fatores de transcricdo que, no ndcleo celular,

aumentam a produgdo de RNA mensageiro para a sintese de mediadores pré-inflamatdrias como TNF-a, IL1p,

IL6 e outras proteinas ndo investigadas no nosso estudo. O aumento de TNF-a pode estar relacionado com o

aumento da expressdo de TLR4 e do prdoprio TNF-a. A liberacdo de TNF-a no meio extracelular, por sinalizacéo

autécrina, pode ativar receptores TNFR1. Os receptores TNFR1 ativados também recrutam proteinas

adaptadoras e dominios de morte celular que levam a ativacdo de pro-caspases em caspases ativas, induzindo

assim a morte celular apoptotica.
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7 CONCLUSAO

- GM-DR aumenta a producéo de citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL1p e IL6 na linhagem

BxPC-3 de células humanas de adenocarcinoma ductal pancreatico;

- O efeito de GM-DR sobre o estresse oxidativo foi evidenciado pelo consumo de glutationa
reduzida (GSH) na linhagem BxPC-3;

- GM-DR aumenta a expressdo de TLR4 em células BxPC-3;

- GM-DR tem afinidade de acoplamento molecular com o TLR4 e que parece ter um efeito

agonista do receptor ativando assim uma resposta pro-inflamatéria.
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