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RESUMO

O céancer de pancreas (PDAC) apresenta um perfil de malignidade caracterizado pela
resisténcia terapéutica, decorrente entre outros fatores, de extensas areas desmoplasicas e
hipoxicas. A privacdo nutricional e a hipoxia séo caracteristicas do microambiente tumoral
pancredtico que estimulam respostas adaptativas. Estas respostas asseguram a sobrevivéncia
das células neoplasicas, e dentre as mesmas, tem-se o fenbmeno autofagico. Dentre as
moléculas envolvidas no sucesso do estabelecimento do cancer de pancreas, destacam-se dois
membros da familia das galectinas, a galectina-3 (Gal-3) e a galectina-1 (Gal-1). Portanto, o
presente estudo teve o objetivo de avaliar a influéncia das Gal-1 e Gal-3 sobre o fendmeno
autofagico do PDAC num modelo mimético do microambiente. Para isto, o crescimento
tridimensional das linhagens Mia PaCa-2 e PANC-1 foi caracterizado em diferentes
composigdes de matriz extracelular e dois modelos foram escolhidos. A avaliagdo da expressao
de LC3 em cultivo bidimensional submetido a condicGes de privacao e duragdes experimentais
distintas, foi realizada por western blot. Para escolha do modelo fidedigno de cultivo
tridimensional e confirmacdo da inducdo autofagica, foi realizada quantificacdo das organelas
autofagicas nas imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissdao (MET). A
caracterizacdo da expressdo de LC3 e das galectinas -1 e -3, nas células submetidas a condi¢Ges
de privacdo nutricional e hipdxia, foi analisada através de imunofluorescéncia e western blot
dos modelos bi e tridimensional. A influéncia de Gal-3 sobre o processo autofagico foi
analisada através de inibicdo por transfeccdo com siRNA para Gal-3, no modelo de cultivo
bidimensional. Os resultados obtidos mostraram a indugdo da autofagia nas linhagens PANC-
1 e Mia PaCa-2 em modelo de cultivo bidimensional quando mantidas por 24 horas em meios
especificos privados de nutrientes. As analises por MET confirmaram a inducdo da autofagia
com maior quantidade mediana de vacuolos autofagicos nos cultivos em starving nutricional
para PANC-1 (p = 0,0035) e Mia PaCa-2 (p = 0,0362). A avaliacdo das expressdes proteicas
revelou que a expressdo de Gal-3 e Gal-1 em PANC-1 aumentaram nas condicdes de privacdo
nutricional associada a hipdxia, enquanto em Mia PaCa-2, houveram aumentos de Gal-1 porém
ndo de Gal-3. Em ambas as linhagens, as expressoes proteicas de LC3 apresentaram 0 mesmo
padrédo que o das galectinas. O crescimento dos esferoides a partir do cultivo das linhagens de
PDAC apresentou diferentes padrdes de acordo com a concentragdo de colageno do tipo | na
matriz extracelular. E 0 modelo no qual houve maior quantidade mediana de vacutolos
autofagicos foi o composto por matriz com adi¢cdo de coladgeno do tipo I & 2mg/ml para as
linhagens PANC-1 (p = 0,0166) e Mia PaCa-2 (p = 0,0002). A anélise da expressdo proteica



neste modelo tridimensional revelou aumento de Gal-1 e Gal-3 na condicao de hipoxia isolada
para PANC-1 e diminuicdo de ambas as proteinas na condicdo simultdnea de privacdo
nutricional e hipoxia para Mia PaCa-2. A inibicdo de Gal-3, por siRNA, no modelo
bidimensional, provocou reducdo da expressdao de LC3Il e consequentemente do fluxo
autofagico em todas as condigdes experimentais para ambas as linhagens, com exce¢do da
condigdo simultanea de privacdo nutricional e hipoxia (H1) para PANC-1. Através dos
resultados obtidos é possivel concluir que a expressdo das galectinas -1 e -3 € modulada pelas
condi¢cdes do microambiente tumoral e o desenvolvimento do tumor é influenciado pela
composicdo da matriz extracelular. Comprovou-se que a expressao das galectinas -1 e -3 e do
marcador autofagico LC3 pode apresentar diferentes padrdes de acordo com o modelo utilizado
no estudo. Ademais, a partir de modelo bidimensional foi provado que a expressao de Gal-3 é

importante para o fluxo autofagico do cancer pancreético.

Palavras-chave: Adenocarcinoma pancreatico. Cultura tridimensional. Privacao

nutricional. Hipdxia. LC3.



ABSTRACT

Pancreatic cancer (PDAC) presents a malignancy profile characterized by therapeutic
resistance, due to, among other factors, extensive desmoplastic and hypoxic areas. Starving and
hypoxia are characteristics of the pancreatic tumor microenvironment that stimulate adaptive
responses. These responses assure the tumor cells survival, and between them, there is the
autophagic phenomenon. Among the molecules involved in the successful establishment of
pancreatic cancer, two members of the galectin family, galectin-3 (Gal-3) and galectin-1 (Gal-
1), stand out. Therefore, this study aimed to evaluate the influence of Gal-1 and Gal-3 on the
autophagic phenomenon from PDAC in a mimetic model of the microenvironment. For this,
the three-dimensional growth of the Mia PaCa-2 and PANC-1 cell lines was characterized in
different extracellular matrix compositions and two models were chosen. Evaluation of LC3
expression in two-dimensional culture submitted to deprivation conditions and distinct
experimental durations was performed by western blot. To select the reliable model of three-
dimensional culture and confirmation of autophagic induction, quantification of the autophagic
organelles was performed on the transmission electron microscopy (TEM) images.
Characterization LC3, galectin -1 and -3 expression on the starved and hypoxic cells was
analyzed by immunofluorescence and western blot of the bi and three-dimensional models. Gal-
3 influence on the autophagic process was analyzed by inhibition by transfection with Gal-3
siRNA in the two-dimensional culture model. Results showed that the autophagy induction in
PANC-1 and Mia PaCa-2 cell lines two-dimensional culture model when maintained for 24
hours in specific starved media. MET analyzes confirmed the autophagy induction with a higher
median number of autophagic vacuoles in the starving cultures for PANC-1 (p = 0.0035) and
Mia PaCa-2 (p = 0.0362). Evaluation of protein expression revealed that Gal-3 and Gal-1
expression in PANC-1 increased in starved/hypoxia condition, whereas in Mia PaCa-2, there
were increases of Gal-1 but not of Gal-3. In both lines, LC3 expression presented the same
pattern that galectins. Spheroids growth presented different patterns according to the
concentration of type I collagen in extracellular matrix. The model with the highest number of
autophagic vacuoles was composed of matrix containing 2 mg/ml type | collagen for PANC-1
(p =0.0166) and Mia PaCa-2 (p = 0, 0002). Analysis of the protein profile of three-dimensional
model revealed an increase in Gal-1 and Gal-3 expression for PANC-1 under hypoxia and
decrease of both proteins for Mia PaCa-2 under simultaneous condition starving and hypoxia.
Gal-3 siRNA inhibition, in two-dimensional model, caused reduction in tje LC3I1l expression

and consequently in autophagic flow for all the experimental conditions in both lineages, except



for the simultaneous condition of nutritional starving and hypoxia (H1) for PANC -1. So, it is
possible to conclude that the Gal-1 and Gal-3 expressions is modulated by tumor
microenvironment and the tumor development is influenced by the extracellular matrix
composition. It has been shown that galectin -1, -3 and the autophagic marker LC3 expressions
may present different patterns according to the model used. Furthermore, from a two-
dimensional model it has been shown that Gal-3 expression is important for the autophagic flow

of pancreatic cancer.

Keywords: Pancreatic adenocarcinoma. Tridimensional culture. Starving. Hypoxia.
LC3.
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1  INTRODUCAO

O adenocarcinoma pancreético, a forma mais frequente de cancer de pancreas, ¢ um tumor
solido de origem glandular com alta agressividade. A anato-fisiologia do 6rgdo assim como o
perfil de desenvolvimento do tumor possibilitam o ““sucesso™" da doenca e apenas 5% dos
pacientes apresentam sobrevida livre de doenca maior que 5 anos apdés o tratamento (REN; LI1U;
SURIAWINATA, 2019). Apesar da baixa incidéncia quando comparado aos demais tumores
solidos, 0 PDAC ¢ responsavel por taxas elevadas de mortalidade em individuos com idade
superior a 55 anos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). A terapia destinada ao cancer
pancretico € baseada no uso de gemcitabina ou a combinagdo dos farmacos_acido folinico,
fluorouracila, irinotecano e oxaliplatina cujo regime € denominado de FOLFIRINOX
(GUPTA; AMANAM; CHUNG, 2017).

A excessiva desmoplasia no cancer de pancreas mantém a condigdo hipoxica e contribui
para 0 mau prognostico; atraves da resisténcia a quimioterapia e do aumento do potencial
metastatico (ANSARI et al., 2017; PANG; WILSON; APTE, 2017). A hipoxia ocorre quando
tensdo de oxigénio nos tecidos € igual ou menor a 1%. A baixa concentracdo de oxigénio é
frequentemente acompanhada pela diminuicdo excessiva da disponibilidade de nutrientes,
fendmeno que estabelece uma pressao seletiva sobre as células tumorais. Deste modo, a hipdxia
e a privacao nutricional representam algumas das caracteristicas do microambiente tumoral que
influenciam comportamento celular, tornando o tumor biologicamente mais agressivo
(SEMENZA, 2012). No microambiente hipoxico a auséncia do oxigénio propicia a
estabilizacdo do Fator Induzivel por Hipoxia — 1a (HIF-1a), o qual estimula a expressdo de
genes pré-tumorais (GRAHAM; UNGER, 2018).

A ativacdo de HIF-1a. promove consequéncias metabolicas em diversas vias de
sobrevivéncia e proliferacdo, e mais recentemente foi descoberta influéncia sobre a autofagia
(ROUSCHOP; WOUTERS, 2009; JAWHARI; VERDIER; DEATH, 2016). A autofagia é
definida pela degradagéo de componentes intracelulares afim de promover a sobrevivéncia
programada das células sob estresse metabdlico. Este processo garante energia na forma de
ATP e de blocos de construcdo monomeéricos, tais como aminoacidos, lipidios, acucares e
nucleosideos (GALLUZZI et al., 2017; KIMMELMAN; WHITE, 2017).

Niveis basais de autofagia ocorrem em todas as células normais, nas quais desempenha
importante papel para o turnover de proteinas ndo marcadas para degradagdo em proteassoma.
Por ser geralmente encontrada em células sob estresse ou em processo de morte, a autofagia é

frequentemente considerada uma via de morte, entretanto sua contribuicdo para a manutencéo
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da homeostase celular é geralmente mais aceita (GALLUZZI et al., 2017; KIMMELMAN;
WHITE, 2017).

Resultados prévios do grupo de pesquisa apontaram para uma possivel associacao entre
a privacdao nutricional, o estabelecimento de perfil autofagico pelas linhagens de cancer
pancredtico e a expressdo das galectinas -1 e -3 (SILVA-FILHO et al., 2017). Gal-1 e Gal-3;
proteinas com afinidade por B-galactosideos, tem sua expressao alterada em tecidos tumorais,
inclusive naqueles que acometem o trato gastrointestinal. O papel destas galectinas esta
relacionado a diferenciacdo, apoptose e regulacdo da proliferacao celular, e pode estar associado
ao desenvolvimento e resisténcia do PDAC ao tratamento quimioterapico convencional.

A importancia de Gal-1 e -3 para o desenvolvimento de respostas adaptativas do tumor
pancreatico, num microambiente mimetico, torna-se cada vez mais evidente no contexto
cientifico (SONG et al., 2014; BACIGALUPO; CARABIAS; TRONCOSO, 2017). Ao mesmo
tempo, hd a necessidade de se desenvolver novas medidas terapéuticas para o cancer
pancredtico. Esta demanda deve fomentar a realizacdo de pesquisas que visam a compreensdo

dos mecanismos moleculares de adaptacdo do tumor, como a autofagia.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia das galectinas -1 e -3 sobre processos autofagicos desencadeados no

microambiente tumoral pancreatico.

1.1.2 Objetivos Especificos

Estabelecer um modelo in vitro que mimetize com mais fidedignidade o microambiente
tumoral do pancreas;

Caracterizar o modelo bidimensional e tridimensional quanto a expressdo de marcadores
autofagicos;

Avaliar a influéncia exercida pela inibicdo de Gal-3 sobre a atividade autofagica

caracteristica em tumores de pancreas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTATISTICAS DO CANCER

O céncer é caracterizado por modificagdes moleculares significativas da maquinaria de
proliferacédo, diferenciacdo e morte celular. As células transformadas malignamente tendem a
formacéo de tumores hematoldgicos ou solidos, sendo os Gltimos classificados de acordo com
sua origem tecidual em sarcomas (mesenquimal) e carcinomas (epitelial) (INCA, 2019).
Embora compartilhnem algumas caracteristicas em comum, a maioria dos casos de cancer
diferem de acordo com sua origem, comportamento e suscetibilidade terapéutica, o que dificulta
a busca por tratamentos de eficacia global (REN et al., 2019).

A complexidade e a quantidade de alteracBes genéticas determinam o desenvolvimento e
a progressdo tumoral, os quais podem ser influenciados pelo estilo de vida de cada individuo,
incluindo dieta, tabagismo e realizacdo de atividades fisicas. Outros fatores de risco podem ser
cruciais para o surgimento da doenca e associados a cada tipo tumoral, como a gastrite por
Helicobacter pylori para o cancer gastrico e a pancreatite crénica para o0 cancer pancreatico
(KIRKEGARD; MORTENSEN; CRONIN-FENTON, 2017; SMITH; NADELLA,
OSBORNE, 2017).

A medida que as populacdes crescem, envelhecem e adquirem habitos menos saudaveis,
0s numeros associados ao cancer aumentam significativamente (INCA, 2019). Segundo dados
do GLOBOCAN (2018), estima-se que houveram 18,1 milhdes de novos casos de cancer (17
milhdes do tipo pele ndo-melanoma), 9,6 milhdes de mortes por cancer e 42 milhdes de pessoas
que vivem com cancer (dentro de 5 anos de diagnéstico) em 2018 no mundo. Nos Estados
Unidos, estima-se que houveram 1.735,350 novos casos e 609.640 mortes por cancer em 2018.
A taxa de incidéncia de cancer é 20% maior nos homens do que nas mulheres, enquanto a taxa
de mortalidade é 40% maior (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).

A incidéncia e mortalidade provocadas pelo cancer aumentaram em todo o mundo nos
ultimos anos. Isto se deve, entre outros fatores, a prevaléncia e distribuicdo dos fatores de risco
relacionados, especialmente aqueles de cunho socioeconémico (TORRE et al., 2015; BRAY et
al., 2018). Estima-se que aproximadamente, metade dos diagndsticos e casos de morte por
cancer ocorreram na Asia, sequida da Europa (23,4% dos novos casos e 20,3% dos 6bitos) e
América (21% dos novos casos e 14,4% dos 6bitos). Entretanto, as taxas de mortalidade na
Asia (57,3%) e Africa (7,3%) ainda superam as taxas de incidéncia (48,4% e 5,8%,
respectivamente), ao contrario dos demais continentes (BRAY et al., 2018).
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Mesmo diante de melhoramentos tecnoldgicos direcionados ao diagnostico do cancer, a
porcentagem de pacientes que alcancam 5 anos livres da doenca varia de acordo com o 6rgédo
primario no qual o tumor se desenvolve e sua evolucdo (YANG; LIN, 2017). Por exemplo,
enguanto mais de 90% pacientes diagnosticados com linfoma, cancer de testiculo e melanoma,
entre 2008 e 2014, apresentaram sobrevida livre de doenga maior que 5 anos, apenas 9%
daqueles diagnosticados com céncer pancreatico atingiram este tempo de sobrevida (Fig. 1)
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

Ocupando o segundo lugar no ranking das causas de morte no pais, 0 cancer representa
um grande obstaculo para os servicos de salde e para o orcamento destinado aos mesmos
(INCA, 2019). A estimativa para o Brasil em 2019, aponta a ocorréncia de aproximadamente
600 mil novos casos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma
(aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo aproximadamente 420 mil casos. O perfil
epidemiol6gico observado assemelha-se @ América Latina e Caribe, onde os canceres de
préstata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres foram os mais frequentes. No Brasil
o0s tipos mais frequentes em homens sdo prostata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%),
estdmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, sdo os canceres de mama (29,5%),
intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%) (INCA, 209).

Ha uma tendéncia de crescimento da incidéncia do cancer no pais e a mesma acompanha
a atual transicdo epidemiol6gica, com crescimento continuo do nimero de casos a medida que
a populacdo envelhece. A analise da situacdo do cancer no Brasil mostra que a diferenca no
risco absoluto e na sobrevida por cancer existe entre as diversas regides brasileiras. E o grande
desafio reside na minimizacao das disparidades de incidéncia em todas as localidades e em
todos os extratos sociais (CASTRO, 2007).
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Tabela 1. Estimativa da Sobrevida Livre de Doenga em 5 anos, por Raca nos Estados Unidos, 1975-2014. As

taxas sdo ajustadas para a expectativa de vida normal e sdo baseadas em casos diagnosticados nas areas do SEER
9 de 1975 a 1977, 1987 a 1989 e 2008 a 2014, todos seguidos até 2015. O erro padrao esta entre 5 e 10 pontos

percentuais.

All sites
Brain & other nervous system
Breast (fernale)
Colon & rectum

Colon

Rectum
Esophagus
Hodgkin lymphoma
Kidney & renal pelvis
Larynx
Leukemia
Liver & intrahepatic bile duct
Lung & bronchus
Melanoma of the skin
Myelorma
Non-Hodgkin lymphoma
Oral cavity & pharynx
Ovary
Pancreas
Prostate
Stomach
Testis
Thyroid
Urinary bladder
Uterine cervix
Uterine corpus

All races White Black
1975-77 1987-89 2008-14 1975-77 1987-89 2008-14 1975-77 1987-89 2008-14

49 55 69 50 57 70 39 43 63
23 29 35 22 28 33 25 32 1
75 84 91 76 85 92 62 71 23
50 60 66 50 60 67 45 52 58
51 60 65 51 61 66 45 52 55
48 58 69 48 59 69 44 52 66
5 9 21 6 n 22 4 r 13
72 79 28 72 20 89 70 72 26
50 57 75 50 57 75 49 55 77
66 66 62 67 67 64 58 56 51
34 43 65 35 44 66 33 35 58
3 5 19 3 6 18 2 3 15
12 13 20 12 13 20 1 1" 18
82 88 94 82 88 94 57t 79t 66t
25 27 52 24 27 52 29 30 54
47 51 74 47 51 75 49 46 69
53 T 68 54 56 70 36 34 50
36 38 48 35 38 47 42 34 39
3 4 9 3 3 9 2 6 9
68 83 99 69 84 99 61 71 97
15 20 32 14 18 Ell 16 19 33
&3 95 97 83 96 97 73t ggt 92
92 94 a8 92 94 99 a0 92 97
72 79 78 73 80 79 50 63 64
69 70 69 70 73 7 65 57 57
87 82 83 88 84 85 B0 57 63

Fonte: American Cancer Society, 2019.
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2.2 CANCER DE PANCREAS

2.2.1 Epidemiologia

O PDAC representa uma das formas mais agressivas de cancer a acometer a populacao
mundial (ILIC; ILIC, 2016). Sua incidéncia varia entre regides e popula¢des. Em 2018, 458 mil
novos casos de cancer pancreatico foram registrados em todo 0 mundo, representando 2,5% de
todos 0s casos e representando a 12° forma mais comum de cancer. O PDAC causou a morte
de aproximadamente 432 mil individuos e ocupando a 7° posi¢cdo no ranking de mortes por
cancer em ambos 0s sexos (GLOBOCAN, 2019). A estimativa de casos de sobrevida maior que
5 anos € menor do que 5% devido ao diagnostico tardio. As taxas de mortalidade sao
correlacionadas positivamente com a idade, pois 90% dos casos sao diagnosticados a partir dos
55 anos, e a doenca é ligeiramente mais comum em homens do que em mulheres (Figura 1)
(BOSETTI et al., 2012; MCGUIGAN et al., 2018).

Figura 1. Principais Sitios de Novos casos e Mortes por Cancer. As estimativas foram arredondadas para os 10
casos mais incidentes/de maior mortalidade. Os casos excluem os canceres basocelulares e de células escamosas
e 0 carcinoma in situ, exceto a bexiga urinéria. O ranking é baseado em proje¢des modeladas e podem diferir dos

dados observados mais recentes.

Male Female
Prostate 164,690 19% Breast 266,120 30%
Lung & bronchus 121,680 14% Lung & bronchus 112,350 13%
§ Colon &rectum 75,610 9% Colon &rectum 64,640 7%
] Urinary bladder 62,380 T% Uterine corpus 63,230 7%
E Melanoma of the skin 55,150 6% Thyroid 40,900 5%
= Kidney & renal pelvis 42,680 5% Melanoma of the skin 36,120 4%
E Non-Hodgkin lymphoma 41,730 5% Mon-Hodgkin lymphoma 32,950 4%
E Oral cavity & pharynx 37,160 4% Pancreas 26,240 3%
= Leukemia 35,030 4% Leukemia 25,270 3%
w Liver & intrahepatic bile duct 30,610 4% Kidney & renal pelvis 22,660 3%
Allsites 856,370 100% All sites 878,980 100%
Male Female
Lung & bronchus 83,550 26% Lung & bronchus 70,500 25%
Prostate 29,430 9% Breast 40,920 14%
- Colon &rectum 27,390 8% Colon &rectum 23,240 8%
‘::-; Pancreas 23,020 7% Pancreas 21,310 7%
S Liver & intrahepatic bile duct 20,540 6% Ovary 14,070 5%
° Leukemia 14,270 4% Uterine corpus 11,350 4%
5 Esophagus 12,850 4% Leukemia 10,100 4%
,E Urinary bladder 12,520 4% Liver & intrahepatic bile duct 9,660 3%
i} Non-Hodgkin lymphoma 11,510 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,400 3%
Kidney & renal pelvis 10,010 3% Brain & other nervous system 7,340 3%
Allsites 323,630 100% All sites 286,010 100%

Fonte: American Cancer Society, 2019.
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Os fatores de risco que influenciam a incidéncia do PDAC ao longo do mundo incluem
fatores modificaveis e ndo modificaveis. Fatores modificaveis incluem: tabagismo, etilismo,
obesidade, fatores dietéticos e exposi¢do a substancias toxicas. Fatores ndo modificaveis
incluem: sexo, idade, etnia, diabetes mellitus, historico familiar de cancer pancreético, fatores
genéticos, infecgbes cronicas, grupo sanguineo ndo-O e pancreatite cronica. (Figura 2)
(BARONE et al., 2016).

Mais de mil milhdes de pessoas praticam o fumo em todo o mundo e este representa o
fator ambiental mais importante para o cancer de pancreas. Em estudo desenvolvido no Reino
Unido (2011), foi observado que aproximadamente 29% dos casos de PDAC estavam
associados a pratica do fumo (COLEMAN et al., 2011). O risco do acometimento por cancer de

pancreas aumenta de acordo com o tempo de fumo e quantidade de cigarros fumados diariamente. Este
risco é 1.8 maior para fumantes e 1.2 para ex-fumantes em comparacao a individuos que nunca fumaram
(LUGO et al., 2018).

Figura 2. Avaliacéo dos Fatores de Risco para o Desenvolvimento de PDAC. Estratificagio dos fatores de risco
de acordo com a significancia dos resultados encontrados nos estudos analisados. Os fatores estéo organizados em
incerto, provavel e determinado. Os medidores indicam as chances de desenvolvimento da doenga em relagéo ao
fator associado, e as formas geométricas apontam o nivel de influéncia deste fator na iniciacdo (tridngulo) e

promocao (quadrado) do cancer pancreético.

Incerto Provavel Determinado
Risk

Saturated fatty acids Insulin Pancreatitis QA ooag

Pesticides PAH lonizing radiation (2 AAA OO

Heavy metals Lead Diabetes Q) A ogao

Incretin agents Sutfonylureas Periodontal disease Q) A ag

Cadmium Soft drinks Asbestos Q) AA goao

Silicafibers H. pylori Smoke &) aaa 00O

HBV and HCV Cholecystectomy Obesity &) ooag

Red meat AA a

g & aa 00O

Vitamin D 0 (catechins) Fruits

PUFA Physical activity Vegetables

Endotoxin%\ Allergy / Folates

Tonsillectomy \v /Eaﬂ\/

. Hysterectomy

Fonte: Barone, 2016.
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Outro importante fator para o desenvolvimento de PDAC céancer pancredtico é a
obesidade. A obesidade é frequentemente associada a doencas cardiovasculares e diabetes, mas
ainda pode causar outras complicac6es gastrointestinais (ILIC; ILIC, 2016). Meta-analises vem
demonstrando a relacdo entre o IMC ou a obesidade e a incidéncia de adenocarcinoma
pancreatico. De acordo com estudo da American Cancer Society o risco de incidéncia por
PDAC entre individuos homens e mulheres obesos em comparagdo com aqueles de corpo de
massa normal foi de RR=2.08 (CALLE et al., 2003). Em meta-analise de 2011, Parkin e
colaboradores comprovam que 12% dos casos de PDAC analisados possuem relagdo com
elevado indice de massa corpérea (PARKIN; BOYD; WALKER, 2011). Além disso, foi
observado que a inatividade fisica pode contribuir para o desenvolvimento da neoplasia (JIAO
etal., 2010; AUNE et al., 2012).

A influéncia do consumo de determinados alimentos para o desenvolvimento de PDAC
tem sido constante alvo de pesquisas cientificas, as quais exibem resultados contraditérios
(ILIC; ILIC, 2016). No que se refere ao consumo de carne vermelha ou processada, estudos
desenvolvidos na Europa com 685 casos e na China com 323 ndo demonstraram correlacdo
entre o consumo deste alimento e o desenvolvimento do tumor (ROHRMANN et al., 2013; LIU
et al., 2014). Outros trabalhos apresentam que a associacao é sexo especifica, havendo relacdo
para homens, porém ndo para mulheres. Contudo, um nimero maior de estudos indica o
aumento do risco de cancer pancreético em aproximadamente duas vezes caso haja 0 consumo
de carne vermelha (STOLZENBERG-SOLOMON et al.,, 2007; LIGHTSEY, 2012;
PALUSZKIEWICZ et al., 2012; DI MASO et al., 2013). E possivel que carcinégenos na carne
e compostos nitrogenados, que séo usados como conservantes, estejam envolvidos no aumento
do risco para o cancer de pancreas (BEANEY et al., 2017).

Aproximadamente, o dobro do risco para o desenvolvimento do cancer pancreatico é
observado nos casos associados a diabetes mellitus tipo I e Il. Diabetes mellitus esta presente
em 50 a 80% dos pacientes portadores de PDAC e também pode representar um sinal da doenca
(STEVENS; RODDAM; BERAL, 2007; BATABYAL etal., 2014; HAUGVIK et al., 2015). O
risco de PDAC pode chegar a seis vezes no primeiro ano apés o diagnostico e diminui com o
passar dos anos a partir do momento do diagndstico, entretanto 30% dos pacientes ainda podem
desenvolver o tumor dentro de duas décadas (BATABYAL et al., 2014; BOSETTI etal., 2014).
Mesmo em casos onde ndo h& diabetes, € relatado resisténcia a insulina devido a sindrome
paraneopléasica ou disfuncdo das células beta pancreaticas e ainda metabolismo de glicose
anormal (SAH et al., 2013). Estes fatores podem explicar a associagdo entre as doencas, contudo

0s mecanismos moleculares envolvidos ainda séo pouco compreendidos.
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Diversas sindromes hereditarias podem estar relacionadas com o desenvolvimento e
progressdo do cancer pancreatico. Aproximadamente, 10% da incidéncia do tumor de pancreas
deve-se a transmissdo familiar de genes mutados ou alterados (SCHNEIDER et al., 2011). As
desordens associadas ao PDAC incluem mola-melanoma multiplo atipico familiar, sindrome
de Peutz-Jeghers, pancreatite hereditaria, carcinoma colorretal hereditario ndo-poliposo, cancer
de mama e ovério hereditérios, fibrose cistica, ataxia telangiectasia e polipose adenomatosa
familiar (RAWLA; SUNKARA; GADUPUTI, 2019). Individuos com mutacdes ou delecdo dos
genes PRSS1, K-ras, p16, p53 e BRCA2 possuem maior risco de PDAC (LAL et al., 2000;
NGAMRUENGPHONG; CANTO, 2016). Como apresentado por Klein e colaboradores, o
risco por PDAC devido a historico familiar da doenca em si aumenta com o nimero de parentes
portadores. Individuos com dois parentes de primeiro grau com PDAC possuem 6 vezes mais
chances de desenvolverem o tumor, enquanto aqueles com trés ou mais detém 14 a 32 vezes
(KLEIN, 2013).

A associacdo entre o cancer de pancreas e pancreatite, especialmente cronica ou
recorrente, € reconhecida na literatura desde o inicio da segunda metade do século XX
(CAMARA et al., 2016). Aproximadamente 4% dos pacientes com pancreatite cronica
desenvolvem PDAC e 1,34% dos casos de PDAC podem ser atribuidos a pancreatite crénica
(MALKA et al., 2002; DUELL et al., 2012)

Outros fatores associados ao PDAC incluem o uso de aspirina, infecgdes e exposi¢do
ocupacional a determinados pesticidas (ILIC; ILIC, 2016; RAWLA; SUNKARA; GADUPUTI,
2019).
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2.2.2 Perfil Clinico-patolégico do Tumor Pancreatico

O adenocarcinoma ductal invasivo de pancreas é a forma mais comum de cancer neste
6rgdo, correspondendo a aproximadamente 85% dos casos, e por isso é frequentemente tido
como sinénimo de cancer pancreatico (AGRAWAL, 2017). Apesar de agrupados com a mesma
denominacdo (cancer de péancreas), o PDAC difere dos demais tipos, como 0 acinar e 0
enddcrino (Tabela 2) (ADSAY et al., 2005).

Os PDACs sédo caracterizados pela comum formacdo glandular e manutengdo da
diferenciacéo celular. Entretanto, suas células séo propensas a infiltracdo e rapida disseminacao
tecidual (KLOPPEL; LUTTGES, 2004). Tais capacidades sdo refletidas em dores nas costas,
um dos sinais mais comuns da doenca, ja em estagio avancado, causadas pelo neurotropismo
caracteristico. Entre os fatores determinantes do prognéstico desfavoravel, encontram-se o
comportamento bioldgico das células tumorais e 0 microambiente tumoral rico em hormdonios
secretados pelas ilhotas de Langerhans (ADSAY et al., 2005).

No momento do diagndstico, é comum que o PDAC j& tenha ultrapassado o parénquima
pancreatico e atingido sitios externos ao pancreas, como figado e periténio, ndo sendo mais
passivel de resseccdo cirdrgica (BORTESI et al., 2011). Outros fatores também séo
determinantes para a irressecabilidade do tumor, como o acometimento linfonodal excessivo, 0
envolvimento de vasos principais, e 0 estado clinico do paciente. O seu estadiamento neste
contexto é frequentemente T3N1MZ1, onde o T3 indica que o tumor atingiu um tamanho critico,
mas ainda ndo atingiu vasos e nervos. N1 afirma que ha linfonodos préximos acometidos pelo
tumor, um indicio de agressividade. JA& M1 indica que o tumor atingiu outros Orgaos
(LUCHINI; CAPELLI; SCARPA, 2016).

O PDAC ¢ mais frequente (60 a 70%) na cabeca do pancreas e estruturas préximas,
especialmente o ducto biliar comum (BOSMAN et al., 2010; HRUBAN; KLIMSTRA, 2014).
A invasdo do ducto biliar comum e do ducto pancreatico produz estenose que resulta em
dilatagdo proximal de ambos os sistemas ductais. Esta proximidade/similaridade impossibilita
a distingdo entre 0 PDAC e tumores que afetam o ducto biliar comum, podendo ser chamado
de adenocarcinoma pancreaticobiliar. Ao mesmo tempo, as células pancreaticas podem invadir
e ulcerar o duodeno ou ampola duodenal, impossibilitando a distingdo com tumores proprios
do érgdo (ADSAY et al., 2005).

Microscopicamente, ndo ha diferenca entre os carcinomas da cabeca, corpo e cauda do
pancreas (KUMAR; ASTER; ABBAS, 2015). A aparéncia é normalmente de um

adenocarcinoma pouco a moderamente diferenciado, formando estruturas tubulares ou
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aglomerados, demonstrando um padrdo de desenvolvimento agressivo e profundamente
invasivo (KOSMAHL et al., 2005). A invasdo linfatica e de grandes vasos é comumente
observada, e algumas vezes podem haver areas microcisticas, principalmente em tumores
maiores (HRUBAN; KLIMSTRA, 2014).

O céncer pancreético geralmente se desenvolve na forma de esferas solidas bem definidas,
com acometimento do peritbnio visceral (carcinomatose intra-abdominal) e formagéo
multinodular (HRUBAN; KLIMSTRA, 2014). O excessivo componente desmoplasico esta
presente dificultando o diagndstico histoldgico. Isto acontece por que a amostra possui uma
porcentagem celular representativa muito pequena em relagéo ao tecido em analise. A extensa
desmoplasia pode estar acompanhada de um aspecto esclerético impedindo a distin¢do da
fibrose causada por pancreatite crénica tanto por radiografia quanto cirurgicamente (FERDEK;
JAKUBOWSKA, 2017).

Os ductos, local de origem da maioria das neoplasias pancreaticas, constituem o
componente de menor complexidade do pancreas (BROSENS et al., 2015). Evidéncias
cientificas apontam para o desenvolvimento do PDAC a partir de uma lesdo intraductal
proliferativa. Segundo alguns estudos, esta lesdo sofreria inUmeras rearranjos moleculares
devido ao acumulo de mutacdes e precederia 0 adenocarcinoma pancreatico. Anteriormente
classificada como hiperplasia ou displasia, este possivel estagio neoplésico passou a ser
denominado como PanIN com base em critérios morfolégicos por um grupo especializado de
pesquisadores (YAMAGUCHI et al.,, 2017). De acordo com as caracteristicas cito e
histoldgicas, as lesbes PanIN podem ser subgrupadas. Aquelas que possuem um componente
mucinoso metaplasico sdo denominadas lesdo ductal em PanIN-1A/mucinoso, e ainda
compartilham as algumas caracteristicas moleculares iniciais da carcinogénese. Algumas
possuem pouca ou nenhuma atipia histolégica, porém mostram algumas dobras de mucosa,
estas sdo classificadas como PanIN 1B. As lesdes sdo definidas como PanIN 2 quando ha algum
grau de atipia citoldgica e substancial estratificacdo celular e PanIN 3 quando ha formacoes
papilares irregulares, atipia citologica, mitoses, necrose e perda polaridade das células (Figura
3) (ADSAY et al., 2005).
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Figura 3. Diagrama da Histologia de LesGes Precursoras e PDAC. O modelo de progressdo do pancreas exécrino
normal para o PDAC é descrito como diagramas de secgdes de tecido reais e representativas (coluna da esquerda
e central) e as suas ampliagdes correspondentes (coluna da direita). O pancreas exocrino normal é formado por
acinos pancreaticos cercados por tecido estromal contendo fibroblastos e células estreladas pancreaticas. Lesdes
de PANIN sdo caracterizadas por um epitélio colunar parecido com o epitélio ductal. As lesdes de PanIN-2 sdo
caracterizadas por hiperplasia (proliferacdo celular excessiva), que leva a protrusdes papilares no limen. O PanIN-
3 é a lesdo precursora mais avancada e apresenta extensa hiperplasia com protrusées papilares no limen, perda de
polaridade epitelial e nicleos de formato anormal que se acumulam. No PDAC, as células tornam-se mesenquimais
e invasivas, atravessam a membrana basal e migram através do estroma. A integridade da membrana basal é a

principal caracteristica histoldgica que diferencia o PanIN-3 e o PDAC.

PanIN 3 PanIN 2 PanIN 1 Normal

PDAC

Fonte: modificado de Cornish et al, 2011 e Yuen and Diaz, 2014.
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Além das lesdes que podem precede-lo, 0 cancer de pancreas também possui variagdes
cito e histoldgicas que permitem a distingdo de outras formas variantes (Tabela 2). Entre estes
se encontram o carcinoma adenoescamoso, carcinoma coloide, carcinoma indiferenciado ou
anaplasico e o carcinoma medular. Outras formas apresentam caracteristicas mistas com
numerosos focos necréticos (Figura 4 e 5) (LUCHINI; CAPELLI; SCARPA, 2016).

Tabela 2. Classificagdo Histologica das Neoplasia Exdcrinas do Pancreas.

Serous neoplasms

* Serous cystadenoma

--Microcystic serous cystadenoma

--Macrocystic serous cystadenoma

* Solid serous adenoma

* Von Hippel-Lindau syndrome-associated serous cystic neoplasm
* Serous cystadenocarcinoma

Mucinous cystic neoplasms

* Mucinous cystic neoplasm

» Mucinous cystic neoplasm with an associated invasive carcinoma
Intraductal neoplasms

* Intraductal papillary mucinous neoplasm

-- Intraductal papillary mucinous neoplasm

-- Intraductal papillary mucinous neoplasm with an associated invasive carcinoma
« Intraductal oncocytic neoplasms

-- Intraductal oncocytic neoplasm

-- Intraductal oncocytic neoplasm with an associated invasive carcinoma
* Intraductal tubular neoplasms

-- Intraductal tubulopapillary neoplasm

-- Intraductal tubulopapillary neoplasm with an associated invasive carcinoma
Pancreatic Intraepithelial Neoplasia (PanIN)

Invasive carcinomas of ductal type

* Ductal (tubular) adenocarcinoma

* Adenosquamous carcinoma

* Colloid (mucinous non-cystic) adenocarcinoma

* Hepatoid carcinoma

* Medullary carcinoma

» Signet ring cell carcinoma

* Undifferentiated carcinoma

« Undifferentiated carcinoma with osteoclast-like giant cells
Acinar cell neoplasms

* Acinar cell carcinoma

* Acinar cell cystadenocarcinoma

* Mixed acinar carcinomas

Fonte: Collisson et al, 2019.
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Figura 4. Cortes macroscépicos de PDAC e suas variantes. O adenocarcinoma pancreatico convencional é
geralmente representado por massas firmes, duras, esclerdticas e mal definidas, que substituem a arquitetura
lobular normal da glandula. A superficie de corte geralmente é esbranquigada. A) Neste caso, um adenocarcinoma
de cabeca de pancreas invade o ducto biliar comum e o ducto de pancreético principal. B) A variante
adenoescamosa é geralmente composta por uma firme massa multinodular acinzentada, muitas vezes com tamanho
maior que o convencional no momento do diagndstico. C) O carcinoma coloide pode ser distinguido por grandes
grupos de mucina, geralmente decorrentes de associagdo com neoplasia papilar mucinosa intraductal do tipo
intestinal (NPMI). D) O carcinoma indiferenciado ou anaplasico é maior que o adenocarcinoma convencional, mas

possui caracteristicas macroscopicas muito semelhantes.

Fonte: Luchini, 2016.
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Figura 5. Cortes microscépicos de PDAC e suas variantes. A) A maioria das lesbes de PDAC é composta de
estruturas ductais e glandulares, bem ou moderadamente desenvolvidas, que invadem o parénquima pancreatico
adjacente. Nesta imagem esta presente o tipico padrdo de crescimento aleatorio, bem como reacdo estromal
desmoplasica excessiva. B) Pelo menos 30% do carcinoma adenoescamoso é composto por componente escamoso
e ductal bem diferenciados. Esta imagem apresenta a diferenciacdo escamosa evidente. C) O carcinoma coloidal é
caracterizado pela presenga de grandes conjuntos de mucina estromal com células neoplasicas suspensas em pelo
menos 80% da neoplasia. Nesta imagem, pode ser visualizada a associacdo tipica com o NPMI do tipo intestinal.
D) O carcinoma indiferenciado ndo exibe diferenciagdo definitiva; A variante carcinoma indiferenciado com
células gigantes do tipo osteoclasto (UCOCGC) é composta por 2 tipos celulares: células do fuso e pleomorficas,

as reais células neoplasicas, e células gigantes do tipo osteoclasto, que podem ter mais de 20 nucleos cada, porém

sem um comportamento maligno. Aumentos A — 4x, B — 10x, C — 2x, D — 20x.

Fonte: Luchini, 2016.

Apesar de importante para a compreensdo da morfologia do PDAC, a classificagdo
histolégica deste tumor ndo possui relagdo direta com o método terapéutico utilizado. Afinal,
h& poucas op¢des de tratamento quimico, com efetividade, para a doenca. Diante deste contexto,
classificacbes baseadas em aspectos moleculares, como expressdo de marcadores genéticos
especificos, padrbes de aberracdes gendmicas e expressao de fatores de transcricdo, estdo sendo
propostas (COLLISSON et al., 2019).
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2.2.3 Correntes Avancos Terapéuticos

O periodo médio de sobrevida para a maioria dos casos de PDAC € de 20-22 meses €
apenas 5% dos pacientes possuem tumores ressecaveis. A taxa de pacientes que apresentam
sobrevida livre de doenca por 5 anos é de 10% no grupo de pacientes passiveis de cirurgia e
25% para aqueles que realizam a combinacdo com a quimioterapia (WANEBO et al., 2000;
RAUFI et al., 2019).

De um modo geral, o tumor é definido como ndo ressecavel quando ha envolvimento das
veias porta e mesentéricas superiores e infiltracdo na base da artéria mesentérica celiaca ou
superior (TEWARI, 2016).

A primeira droga a apresentar resultados contra o0 PDAC foi Fluorouracil (5-FU), um
inibidor irreversivel da timidilato sintase, utilizado como terapia de primeira linha para tumores
ressecaveis e ndo ressecaveis até a metade da década de 90 (ROTHENBERG et al., 1996;
GUPTA; AMANAM; CHUNG, 2017). Contudo, a realizacdo de testes posteriores inviabilizou
0 5-FU como Unica opcdo terapéutica devido a alta toxicidade e auséncia de responsividade.
Em estudo publicado na Journal of Clinical Oncology, DeCaprio e colaboradores (1991)
obtiveram resposta terapéutica efetiva em apenas 7% dos 42 pacientes tratados 5-FU e
leucovorina. Leucovorina é uma forma reduzida de acido félico que melhora a eficacia do 5-
FU através da estabilizacdo do complexo fluorouracil-TS (DECAPRIO et al., 1991). Diversos
estudos ja foram desenvolvidos com base na combinacéo de 5-FU com outros terapicos, como
citoxano, metotrexato, vincristina ou mitomicina C porém, com exce¢do do FOLFIRINOX,
nenhuma destas mostrou resultados significativos quando comparados a monoterapia com 5-
FU (TEAGUE; LIM; WANG-GILLAM, 2015).

O primeiro farmaco a apresentar resultados melhores que o 5-FU foi a gemcitabina, que
assim como outros analogos de pirimidina (5-FU e capecitabine), promove a substitui¢do da
citidina durante a replicagdo do DNA, induzindo o processo apoptotico (LAU; CHEUNG,
2017). Em estudo randdmico realizado com 126 pacientes diagnosticados com cancer
pancreatico avancado, os autores observaram resposta clinica benéfica em 24% dos pacientes
que receberam gemcitabina, enquanto apenas 5% daqueles que foram tratados com 5-FU
mostraram alguma melhora. A média do tempo de sobrevivéncia e a porcentagem de pacientes
vivos em 12 meses foram de 5.65 meses e 18% para pacientes tratados com gemcitabina,
respectivamente, e 4.41 meses e 2% para os tratados com 5-FU (PROST; YCHOU; AZRIA,
2002).
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Diante dos avancos clinicos obtidos com o uso da gemcitabina, a FDA (Food and Drug
Administration) decidiu que este medicamento passaria a ser a monoterapia de primeira linha
para o tratamento do cancer pancreatico avancado. Entretanto, estudos posteriores mostraram
resultados controversos quanto ao uso da gemcitabina, levantando a discusséo a respeito da
efetiva melhora clinica dos pacientes em termos de qualidade global de vida e sobrevivéncia,
quando em comparagédo ao 5-FU (GUPTA; AMANAM; CHUNG, 2017).

Desde 1997 gemcitabina vem sendo combinada com outros quimioterapicos, como 5-
FU, cisplatina, docetaxel, oxaliplatin e irinotecan, com a finalidade de se alcancar uma resposta
terapéutica mais eficaz (LEE; PARK, 2016). Embora os resultados encontrados nos primeiros
estagios dos estudos tenham sido encorajadores, testes clinicos de terceira fase ndo trouxeram
beneficios significativos quanto a sobrevida dos pacientes para a maioria dos medicamentos
testados (BERLIN et al., 2002; LI et al., 2014). Todavia, um estudo de terceira fase com 569
pacientes conduzido pelo Instituto Nacional do Cancer para Ensaios Clinicos no Canada provou
o0s beneficios da monoterapia com erlotinib em comparacdo a gemcitabina. O tratamento com
erlotinib promoveu aumento da sobrevida global (6,24 vs 5,91 meses), um ano de sobrevida
(23% vs 18%) e sobrevida livre de progressao (WANG et al., 2016). Wang e colaboradores
(2016) realizaram meta-analise para explorar a eficacia e seguranca da combinagdo de
gemcitabina com erlotinib em pacientes com cancer de pancreas avancado. Foram incluidos 24
estudos com 1.742 doentes diagnosticados e tratados simultaneamente com gemcitabina e
erlotinib. E apesar dos resultados favoraveis ao uso da terapia combinada, alguns efeitos
adversos foram identificados, como erupcbes cutdneas, reacGes gastrointestinais e
hematoldgicas (WANG et al., 2016).

Outro quimioterapico sendo testado para o tratamento do PDAC com resultados benéficos
é nab-paclitaxel. Nab-paclitaxel ¢ uma combinacdo do farmaco paclitaxel e a proteina albumina
inseridos em nanoparticulas. O paclitaxel representa um membro do grupo dos taxanos, o qual
impede a conclusdo da mitose através da desconfigurardo do fuso mitético (MOLE-BAJER;
BAJER, 1983; BORAZANCI; VON HOFF, 2014). Ao participar do IMPACT (Metastatic
Pancreatic Adenocarcinoma Clinical Trial) Von Hoff et al (2013) submeteu 861 pacientes
diagnosticados com PDAC ao tratamento randémico simultaneo de gemcitabina com paclitaxel
ou apenas gemcitabina. O tratamento com o farmaco provocou um aumento significativo da
sobrevida global (8,1 vs 6,7), a droga apresentou um perfil de toxicidade previsivel, sustentavel
e semelhante ao FOLFIRINOX (VON HOFF et al., 2013). Em abril de 2017 o nab-paclitaxel

foi aprovado pela Anvisa para tratamento do PDAC no Brasil.
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FOLFIRINOX (uma combinagéo de acido folico, fluorouracila infusional, leucovorina,
irinotecano e oxaliplatina) foi introduzida na prética clinica em 2010 devido os resultados do
ensaio de fase 11/111 (PRODIGE 4/ACCORD 11) comparando FOLFIRINOX com agente Unico
de gemcitabina como primeiro tratamento de linha para pacientes com PDAC metastatico. A
sobrevivéncia global média, a sobrevida livre de doenca e as taxas de resposta objetiva foram
superiores com FOLFIRINOX em relacdo a gemcitabina e melhoramento da qualidade de vida.
Contudo, FOLFIRINOX também foi associado a aumento da toxicidade, principalmente
neutropenia febril e diarreia (SUKER et al., 2016; KLAIBER et al., 2018).

O quadro terapéutico do cancer pancreatico ainda é deficiente em multiplos aspectos,
havendo a necessidade por tratamentos individualizados que considerem as caracteristicas do
microambiente tumoral do pancreas.
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2.3 COMPREENDENDO O MICROAMBIENTE TUMORAL PANCREATICO

2.3.1 Matriz Extracelular e Desmoplasia

Nos ultimos anos, avancos terapéuticos tém sido relatados para diversos tipos de cancer
como melanoma, pulmao e colorretal, porém como visto no topico anterior, tais avangos nao
sdo tdo expressivos no contexto do cancer pancreatico, o qual se mantém como uma doenca
letal. A falha das terapias alvo-especificas mais convencionais em promover um melhoramento
nas respostas frente ao tratamento do cancer se mantém como uma questao para os oncologistas
(YAUCH; SETTLEMAN, 2012; GUPTA; AMANAM; CHUNG, 2017). Este desafio pode ser
explicado em parte pelas diversas influéncias exercidas pelo microambiente sobre as células
neoplasicas (LIU; LIAO; ZHAO, 2017).

Existe relevante discrepancia entre os resultados obtidos durantes os testes pré-clinicos e
0s testes em pacientes portadores de PDAC. Revelando que os mecanismos subjacentes da
comunicacdo microambiente-célula tumoral devem ser estudados e ainda permanecem
obscuros devido a natureza heterogénea do estroma tumoral (L1U; LIAO; ZHAO, 2017).

O estroma do cancer pancreatico € uma complexa estrutura formada por componentes
celulares e acelulares, tais como: fibroblastos, miofibroblastos, células estreladas do pancreas,
células do sistema imune, vasos sanguineos, e proteinas soltveis, incluindo citocinas e fatores
de crescimento, sendo a matriz extracelular (MEC) o componente mais abundante (FEIG et al.,
2012). Os componentes da MEC incluem coldgeno, fibronectina, proteoglicanos, acido
hialurdnico, assim como enzimas cataliticas e proteinases. De modo geral, a heterogeneidade
do estroma deste tumor é dinamica, havendo modificacdes do perfil molecular de acordo com
a progressao da lesdo (NEESSE et al., 2011; WEHR et al., 2011).

A producdo do estroma e promovida pela ativagdo de mdaltiplas vias de sinalizacdo nas
células neoplasicas, das quais participam diversos fatores de crescimento incluindo o fator de
transformagdo do crescimento B (TGF ), fator de crescimento de hepatdcitos (HGF/Met),
fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1) e fator de crescimento epidérmico (EGF). Estas cascatas de sinalizacdo mediadas por
receptor levam & secre¢do dos componentes da MEC citados anteriormente (AZMI, 2012).

Outra via de sinalizagdo envolvida na producdo de MEC é a cascata ““sonic hedgehog™
(SHH). Proteinas da via SHH sédo capazes de se ligar a receptores Patched 1, o que provoca a
inibicdo parcial da proteina transmembrana Smoothened (SMO), resultando na ativacdo da
familia Gli de fatores de transcricdo e producdo de MEC (TIAN et al., 2009). A via SHH é
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super expressa nas células neoplasicas de tumores pancreaticos humanos enquanto que a
sinalizacdo a jusante é confinada ao compartimento estromal, formando um eixo de sinalizagdo
paracrina de células neopléasicas para estromais (FEIG et al., 2012).

A excessiva producdo de MEC no céancer é denominada desmoplasia, fendbmeno que
provoca a distor¢do da arquitetura tecidual. As células estreladas do pancreas tém sido vistas
como células mesenquimais essenciais para a progressao do PDAC e atuantes na regulacdo
desmoplasica (ANSARI et al.,, 2017; PANG; WILSON; APTE, 2017). Normalmente
localizadas entre o acino das glandulas pancreaticas e o endotélio vascular, estas células
transitam entre dois estagios metabdlicos distintos, 0s estagios quiescente e ativado. Quando
em quiescéncia, as celulas estreladas do pancreas armazenam vitamina A e sdo caracterizadas
pela presenca de desmina e proteina &cida fibrilar glial. Apés ativacao, estas células apresentam
fenotipo semelhante a miofibroblastos e secretam quantidades excessivas de colageno 1, I,
fibronectina e enzimas de remodelamento da matriz, tais como metaloproteinases (Figura 6)
(OMARY etal., 2007; FEIG et al., 2012).

A desmoplasia provoca a modificacdo da configuracdo vascular, distorcendo e
comprimindo 0s vasos a ponto de reduzir a perfusdo e consequentemente impedindo a
distribuicdo dos farmacos (MPEKRIS et al., 2017). Alguns estudos tém provado que a reducao
do componente estromal pode promover o melhoramento da resposta & quimioterapia
convencional (CHAUHAN et al., 2013; MURPHY et al., 2017; POLYDOROU et al., 2017). A
inibicdo farmacoldgica da via SHH tem sido relatada como determinante para o0 melhoramento
do ““delivery " de gemcitabina, devido a provavel reducdo da MEC (MPEKRIS et al., 2017).

Figura 6. Desmoplasia do Cancer Pancreatico. (A). Células tumorais pancreaticas, organizadas em conjuntos ou
ductos, cercadas pela MEC desmoplésica. (B) Coloragdo com vermelho sirius mostrando as fibras colagenas do

estroma desmoplasico do PDAC.
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2.3.2 O Componente Hipoxico

Em massas tumorais crescentes, a difusdo de oxigénio a partir dos vasos sanguineos
alcanca cerca de 1-2mm?3, ndo havendo, deste modo, suprimentos necessarios a excessiva taxa
de divisdo mitética tumoral. A manutenc¢do curta ou prolongada de baixas tensdes teciduais de
oxigénio é denominada hipoxia (BERTOUT et al.,, 2009; OSINSKY; ZAVELEVICH,;
VAUPEL, 2009; SILVA-FILHO et al., 2017). A hipoxia pode ser encontrada em graus distintos
de extensdo na maioria dos tumores solidos, podendo ser agravada pela presenca de
anormalidades funcionais e estruturais em vasos recém-formados (Figura 7) (BRAT et al.,
2004; LIU; SEMENZA; ZHANG, 2015).

Os primeiros estudos a identificar a presenca de regides hipdxicas em tumores sélidos
foram realizados em 1955 por Thomlinson e Gray, com agulhas de afericdo gasosa em tumores
pulmonares (THOMLINSON; GRAY, 1955). Mais tarde, outros cientistas identificaram
regides de baixas tensbes de oxigénio através do uso de agulhas de polarografia, em cancer de
utero, cérebro, cabeca e pescoco, prostata e pancreas (OKUNIEFF; FENTON; CHEN, 2005).

Figura 7. Representacio Esquematica da Formacdo de Areas Hipdxicas em Tumor Glioblastoma. Vaso-
ocluséo/colapso e trombose intravascular (seta preta) levam a formacdo de areas hipdxicas perivasculares (setas
azuis). A hipoxia provoca a migragdo proxima e distante da vaso-ocluséo/colapso e trombose devido & falta de
vasos sanguineos funcionais. Células tumorais que ndo migram sofrem apoptose ou necrose, eventualmente

deixando uma zona necrotica central crescente (N).
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Fonte: Brat, 2004.

Em condic¢des hipoxicas ocorre a estabilizacdo dos fatores de transcrigdo denominados de
fatores induziveis por hipoxia 1 e 2 (HIF-1 e HIF-2, respectivamente), os quais possibilitam a
adaptacdo tumoral ao microambiente adverso através da regulacdo de mais de 1000 genes
(SEMENZA, 2012). O HIF-1 é um fator de transcricdo heterodimérico constituido de duas
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subunidades, uma expressa constitutivamente, HIF1-B (também conhecida como receptor
nuclear aril hidrocarboneto) e HIF-1a, superexpresso em tumores solidos comumente
hipéxicos, como mama, Utero, cérebro, ovario, colon, rim, prostata e pancreas (GILKES;
SEMENZA, 2013).

A ativacdo e estabilizacdo de HIF-1a sao reguladas pelos niveis teciduais de oxigénio
através de seu dominio de degradacdo oxigénio-dependente (ODD), além de dois dominios de
transativacdo (N-TAD e C-TAD) (KITADA et al., 2003). Em condic¢des de normoxia, prolil
hidroxilases (PHD1, PHD2 e PHD3) realizam a hidroxilacdo de dois residuos de prolina (P402
e P564) presentes no ODD de HIF-1o (BERTOUT et al., 2009). A hidroxilagao das prolinas é
uma etapa fundamental para a degradagéo do fator de transcricdo, uma vez que permite o
reconhecimento de HIF-1 a pela proteina de von Hippel-Lindau (VHL). VHL é uma subunidade
de reconhecimento da ligase ubiquitina E3, a qual adiciona uma cadeia de poliubiquina a HIF-
la, indicando a degradagao do fator via proteassoma (GILKES; SEMENZA, 2013).

Vale salientar que a inibicdo de HIF-1a em condigdes normoxicas também pode ser
realizada pelo fator de inibicdo de HIF-1 (FIH), através da hidroxilacdo do residuo de
asparagina 803 (N803) de HIF1- a, o qual inibe a interagdo desta molécula com sitios proteicos
importantes e sua propria transativacao (Figura 8) (MOVAFAGH; CROOK; VO, 2015; CHEN;
LOU, 2017).
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Figura 8. Via de Sinalizacdo da Hipdxia. No nivel pds-transcricional, 0 RNAm de HIF-1a ¢ inibido por miR-
199a-5p, miR-338-3p, miR-93 e miR-122. Sob normoxia, a proteina HIF-1a é hidroxilada nas posigdes P402 ¢
P564 por PHDs e posteriormente degradada pela p\VHL através do sistema de degradacéo ubiquitina-proteassoma.
A hidroxilagdo de HIF-10 por FIH-1 na posicdo N806 prejudica sua interagdo com CBP/P300. A hipdxia bloqueia
a hidroxilacéo e a degradacdo via proteassoma de HIF-1a, levando a sua estabilizacdo e translocagdo nuclear.
Dentro do nucleo, HIF-10 forma um heterodimero com HIF-1, e ativa a expressdo de genes responsivos a hipoxia

com o auxilio de cofatores de transcricdo adicionais, como CBP/P300, Pol2, CDK8 e TIP60.
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Fonte: Chen e Lou, 2017.

Em condicGes hipdxicas, as reacdes de hidroxilacdo de prolina ou asparagina ndo podem
ser realizadas, levando a consequente estabilizacdo de HIF-1a e o aumento das interacfes com
seus cofatores (BERTOUT et al., 2009). Logo, ha o acumulo proteico e migracao de HIF-1 o
ao nucleo, onde vai se ligar a sequencias de DNA 5 -RCGTG-3" presentes no interior dos
elementos responsivos a hipéxia (HRE). Tais elementos encontram-se localizados nas regifes
promotoras de genes alvos que passam a ser transcritos em maior escala, favorecendo a
manutencdo e desenvolvimento do tumor (Figura 9) (LIU; SEMENZA; ZHANG, 2015;
SCHITO; SEMENZA, 2016).
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Figura 9. Hidroxilacdo Dependente de Oxigénio Regula a Degradacéo e Transativacdo de HIF-1a. Sob condi¢des
de normoxia, a hidroxilagdo de um residuo de asparagina no dominio da transativagdo blogueia a interagdo com o
coativador P300. A hidroxilagéo de residuos de prolina no dominio de degradacéo dependente de oxigénio permite
a interagcdo com pVHL, com consequente ubiquitinagdo e degradacdo via proteassoma. Sob condigdes hipoxicas,

a hidroxilagéo € inibida, levando a estabilizacdo e recrutamento de HIF-1a.
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Fonte: Schito e Semenza, 2016.

A hipoxia provoca mudancas significativas em diversas instancias do comportamento
celular tumoral com a finalidade de adaptacdo ao microambiente hostil e perpetuacdo do
maquinario celular moldado a tal condicéo (Figura 10). A associacdo entre a expressao estavel
de HIF-1a e alteragdes no que concerne a sinaliza¢do angiogénica, metabolismo glicolitico e a
formacdo de micrometastases é apresentada constantemente na literatura (COLBERT et al.,
2015; CHEN; LOU, 2017). O comprometimento do sistema imunoldgico é observado através
da intervencdo direta ou indireta do tumor sobre a diferenciagdo e funcionamento de células
deste sistema. Mesmo em hipo6xia, o tumor realiza esta intervencdo através da modulacdo da
expressao de citocinas e receptores coestimuladores (DUECHLER et al., 2014).

A heterogeneidade tecidual do microambiente tumoral possibilita o estabelecimento de
areas com tensdes de oxigénio distintas. Células neoplésicas que residem em regides de tensdes
minimas de oxigénio tendem a apresentar movimento migratorio em dire¢do as areas com
maior concentracdo, evitando as consequéncias da auséncia de oxigénio no metabolismo
(SUZUKI, 2002). A influéncia da hipdxia sobre a motilidade celular aparece em estudos que
comprovam a associacdo entre o aumento dos niveis de HIF-1a e das metaloproteinases MMP-
2 e MMP-9 em tumores de mama, rim e pancreas (SUZUKI, 2002).

Em tumores sélidos, a resisténcia as terapias classicas acontece através de mecanismos
moleculares ainda desconhecidos, porém determinantes para o sucesso da doencga. Alguns

trabalhos apontam para a relevancia de HIF-1a neste contexto de insensibilidade quimio e/ou
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radioterapica, e aparentemente a sua inibicdo experimental, seja por RNA de interferéncia ou
proteinas de acdo dominante-negativa, pode conduzir a reversdo parcial deste perfil
(ROHWER; CRAMER, 2011). Contudo, os resultados ainda podem ser controversos.
Enquanto em pesquisas com carcinomas pulmonares e neuroblastomas, a inibi¢do de HIF1-a
aumenta a sensibilidade ao tratamento quimico, o contrério é observado em cancer de mama,
gastrico e fibrosarcoma, nos quais hd um decréscimo significativo da eficicia terapéutica
(BROWN et al., 2006; CHANG et al., 2006; HUSSEIN et al., 2006; ROHWER et al., 2010).

Figura 10. Envolvimento de HIFs e Seus Alvos Moleculares Sobre os Hallmarkes do Cancer. A expressao dos
HIFs tem sido implicada na promogdo da angiogénese, invasdo e metastase, proliferacdo, alteragcGes no
metabolismo energético, inflamacéo, evasdo imune e resisténcia terapéutica. Modificado a partir da figura original
de Hanahan e Weinberg.
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A presenca de baixas tensdes de oxigénio no cancer de pancreas foi registrada pela
primeira vez por Koong e colaboradores em 2000, quando realizou afericbes gasosas
intratumorais, no momento da resseccdo. Os achados deste estudo revelaram que as areas
hipdxicas presentes em carcinomas pancreaticos apresentaram tensdes de oxigénio entre O-
5,3mmHg, com 24-94% da amostragem exibindo valores menores que 2,5mmHg. De modo
contrario, areas adjacentes de tecido normal exibiram tensdes de oxigénio por volta de 24-

92,7mmHg e ndo mais que 9% das amostras detinham niveis menores que 2,5mmHg (KOONG
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et al., 2000). Estudos posteriores detectaram valores semelhantes para os tecidos normais
(90mmHg) e neoplésicos (PATEL et al., 1995).

Alguns estudos apontam a associacdo entre a expressao de HIF1-a ¢ o estabelecimento
de um progndstico reduzido ou ainda a potencializacdo de determinadas capacidades tumorais
(GUILLAUMOND; IOVANNA; VASSEUR, 2014). Ye et al (2014) realizou a analise
randémica de oito estudos cientificos que investigavam a possivel relacdo entre a expressao de
HIF1l-a e os parametros clinico patologicos de tumores pancreaticos, como por exemplo,
tamanho do tumor, grau nuclear e acometimento linfonodal, totalizando 557 pacientes. O
aumento dos niveis de HIF1-a resultaram em associagdo significativa com altos indices de
metastase linfonodal, estagio tumoral avancado e reduzida sobrevida global dos pacientes (YE
et al., 2014). Um outro estudo publicado por Akakura et al (2001) demonstrou que, em
condicdes hipoxicas e de privacdo glicolitica, o aumento da expressdo de HIF1-a ocorre de
maneira simultanea ao prolongamento da sobrevivéncia e aumento das taxas de proliferacéo
celular em linhagens de tumor pancreatico (AKAKURA et al., 2001).

A manutencdo do tumor mediante condicdes hipdxicas parece estar associada, entre
outros fatores, ao desenvolvimento de um fenétipo autofagico. Este processo catabdlico,
existente em niveis basais nas células normais, aumenta em diversos tumores, possibilitando o

suporte energético em condicdes de estresse celular hipoxico.
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2.4 AUTOFAGIA NO CANCER

2.4.1 Mecanismos Moleculares Associados

A autofagia é um processo catabolico celular altamente regulado, no qual uma vesicula
de dupla membrana cresce e captura componentes citoplasmaticos, incluindo macromoléculas
e organelas, para posterior degradacdo lisossomal. Foram caracterizados alguns tipos de
autofagia os quais diferem em termos de seletividade para com seus substratos. A
macroautofagia corresponde ao tipo mais comum e menos seletivo, enquanto a microautofagia
e autofagia dependente de chaperonas se referem a vias mais seletivas, direcionadas por
proteinas especificas. Foram identificados mais de 30 genes relacionados ao processo
autofagico através do mapeamento genético de leveduras, muitos dos quais sdo conservados em
organismos eucaridticos superiores (LIU; LIAO; ZHAO, 2017).

A autofagia € um fenémeno frequentemente observado apos condi¢des de estresse celular
e foi inicialmente denominado como “~“morte celular programada do tipo II" em contraste a
apoptose (morte celular programada do tipo 1). Por ser geralmente encontrada em células sob
estresse ou em processo de morte, a autofagia foi e ainda é frequentemente considerada uma
via de morte, entretanto sua contribuicdo para a manutencdo da homeostase celular esta sendo
cada vez mais aceita (GALLUZZl etal., 2017; KIMMELMAN; WHITE, 2017). Esta teoria tem
como principal argumento 0 aumento da taxa autofigica como parte de um processo de
adaptacao e retirada de metabolitos ““indesejados . Ademais, a maioria dos estudos genéticos
e bioquimicos demostram a relagéo entre autofagia e sobrevivéncia durante periodos de estresse
(KIMMELMAN; WHITE, 2017).

Niveis basais de autofagia ocorrem em todas as células normais, nas quais desempenha
importante papel para o turnover de proteinas ndo marcadas para degradacdo em proteassoma.
Inclusive, a meia-vida de proteinas independentes de degradacdo via proteassoma pode ser
utilizada como indicativo indireto de atividade autofagica celular (ADHAULIYA et al., 2016).

A autofagia € um processo no qual a desmontagem dos polimeros moleculares permite a
liberacdo de energia e dos componentes monoméricos para o citoplasma, podendo ser
reutilizados pela célula. Apesar de representar um processo de degradacdo de componentes
celulares, o termo autofagia deve ser utilizado de modo restrito e com base em dois critérios
principais: o envolvimento vesicular de material citoplasmatico e a dependéncia da degradacao
lisossomal (LOZY; KARANTZA, 2012; KIMMELMAN; WHITE, 2017). Embora os

substratos de degradacdo autofagica possam ser enddgenos, tais como mitocondrias danificadas
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e fragmentos nucleares, ou ex6genos, como virus ou bactérias que escapam de fagossomos, a
autofagia se utiliza de entidades que sdo livremente acessiveis as proteinas citosélicas
componentes de sua maquinaria. Esta caracteristica € importante para que seja possivel a
discriminacdo da autofagia em relacdo aos processos de trafego vesicular, os quais se originam
na membrana plasmatica e culminam com a degradacdo lisossdmica. Tais transportes
endociticos incluem fagocitose, endocitose mediada por receptor e pinocitose (LOZY;
KARANTZA, 2012; KIMMELMAN; WHITE, 2017).

A dependéncia da degradacdo no lisossomo € outra caracteristica que possibilita a
distincdo da autofagia de outros processos catabolicos de conteudo citoplasméatico, como a
degradacdo via proteassoma (LILIENBAUM, 2013). A degradacdo através deste mecanismo
ocorre com proteinas previamente ubiquitinadas ou que se submeteram a sinais de degradacao
especificos, como por exemplo a ligacdo com N-degrons proteicos (LILIENBAUM, 2013). N-
degrons sdo residuos proteicos N-terminais desestabilizantes e destinados a regulacdo da
degradacédo proteica. Contudo, quando ha o acimulo de proteinas ubiquitinadas, as mesmas
tendem a se agregar e acabam degradadas por macroautofagia, através da ligacdo com seus
receptores (LEE et al., 2016).

Ambas as vias de catabolismo, autofagia e degradacgéo via proteassoma, compartilham
substratos, porém a natureza dos produtos é frequentemente distinta. No proteassoma as reacdes
resultam em peptideos pequenos (de 8 a 12 residuos) que ndo sdo necessariamente degradados
ainda mais, mas podem alimentar processos adicionais, incluindo, mas ndo limitado a,
apresentacdo antigénica na membrana plasmatica (NEEFJES et al., 2011). Em contraste, as
proteases lisossémicas catabolizam completamente os polipeptidios em seus aminoacidos
constituintes, os quais eventualmente se tornam disponiveis para reacdes metabdlicas ou
processos de reparacdo. As hidrolases lisossomicas também degradam lipidios, acucares e
acidos nucleicos (LOZY; KARANTZA, 2012; KIMMELMAN; WHITE, 2017).

O estimulo a autofagia durante o estresse provoca duas consequéncias favoraveis a
manutencdo da homeostase celular. O primeiro ocorre em situacfes de privacdo nutricional, a
desmontagem de organizados (polimeros e organelas) confere monémeros que retornam ao
citoplasma para participar de processos metabdlicos basicos e poderdo ser reutilizados para
novos objetivos. Este € um dos beneficios da autofagia particularmente importante para tumores
solidos cujo microambiente possui extensas regides de baixas tensdes de oxigénio e nutrientes.
Uma vez que, entre outros mecanismos, permite a sobrevivéncia da célula neoplésica
(ROSENFELDT; RYAN, 2011). Em segundo, foi constatado que a autofagia é o inico método

conhecido que permite a protecdo da célula contra organelas ““defeituosas, aquelas
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fisiologicamente desreguladas. Logo, a autofagia de mitocondrias e partes do reticulo
endoplasmaético sdo denominadas mitofagia e reticulofagia, respectivamente (ROSENFELDT;
RYAN, 2011; DRAKE et al., 2017; KIMMELMAN; WHITE, 2017). Em ceélulas nas quais nao
ha autofagia, € comum o acumulo de mitocondrias disfuncionais acompanhado de altos niveis
de estresse oxidativo e reticular. Adicionalmente, a autofagia € o mecanismo catabdlico de
escolha constante para a metabolizacdo de proteinas ou agregados proteicos defeituosos,
incluindo aqueles formados apoés estresse oxidativo (DRAKE et al., 2017).

O processo de degradacdo autofagica possui numerosas etapas e envolve diversos genes
evolutivamente conservados. Em condicGes de estresse por privagdo de nutrientes, mTOR1
(mammalian target of rapamycin complex 1) é inibido, o que provoca a ativacdo de ULK1,
unidade mais alta na cascata de ativacdo. A ativacdo de ULK1 possibilita a nucleacdo e
alongamento de um fragmento membranar denominado fag6foro. Do complexo UKL1
participam Atgl, Atgl3, FIP200 (proteina da familia das quinases de adesdo focal, também
conhecida como retinoblastoma 1-inducible coiled-coil 1, RB1CC1), e Atgl01. Outra
consequéncia da ativacdo de ULK1 e formacdo do fagdéforo € o recrutamento do complexo
PI3KC 111, formado por Beclin 1 (Atg6), Atgl4, Vps34 (vacuolar protein sorting 34) e Vps15
(vacuolar protein sorting 15), os quais se ligam ao fagéforo e possibilitam o recrutamento das
demais proteinas associadas a autofagia. Dois sistemas de conjugacéo se ligam ao fagéforo em
sequéncia, Atgl2 e LC3 sdo dois complexos de modificacdo via ubiquitina que permitem um
maior alongamento e maturacdo do fagdforo, etapa que precede o fechamento da dupla
membrana. Outras proteinas como WIPI-2, Atg2 e Atg9 parecem participar do processo de
recrutamento membranar e formacao do autofagossomo a partir do fagéforo. Com a ligagéo do
complexo LC3, o fagdforo engloba parte do contetido citoplasmatico, incluindo proteinas mal
dobradas e organelas disfuncionais, formando uma vesicula fechada denominada
autofagossomo. O autofagossomo se fusionara ao lisossomo formando o autolisossomo ou
autofagolisossomos organela contendo proteases e nucleases (Figura 11, Tabela 3) (LEVY;
TOWERS; THORBURN, 2017).
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Figura 11. Processo Autoféagico. A autofagia € induzida devido a privacdo de nutrientes ou fatores de crescimento.

Em condicBes de privacdo, a diminui¢do no transporte de glicose resulta em diminuicdo da inibicdo exercida por

mTOR sobre o complexo ULK1, permitindo a progressdo da autofagia.
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Tabela 3. Proteinas Participantes da Formacdo do Autofagossomo
UNIDADES FUNCAO

Complexo ULK1
ULK1 Se liga as demais unidades, Atg13, Atg101 e FIP200

Possibilita a interacdo entre UKL1 e FIP200, além de nortear a localizacdo e

Atgl3
estimular a atividade de UKL1.

Atgl01 Interage com UKL1 de modo dependente de Atgl3 e regula a estabilidade da
fosforilacdo basal de ambos.

EIP200 Proteina de ancoragem de UKL1 e Atgl3. E necessaria a correta localizago,

estabilidade e atividade de UKL1.
Complexo PI3K 11

Beclin 1 “"BH3 only protein™". Interage com Bcl-2.
Atgl4aL Estimula a atividade de Vps34 e o processo autofagico.

hVosl5 Quinase de interagdo com Ser/Thr, necesséria a associacdo de Vps34 a
S
P membrana plasmatica.

Vs34 Fosfatidilinositol (PI) 3-quinase presente em mamiferos. Responsavel pela
ps — o - N
fosforilacdo de fosfoinositideos na posicao 3 no anel inositol.

Sistema de conjugagdo Atgl2

Atgl5 Forma isopeptideos com Atgl2.

Atgl2 Proteina do tipo ubiquitina. Forma isopeptideos com Atgl5.

Atg7 Enzima do tipo E1. Catalisa as conjugactes Atgl2-Atgl5 e LC3-I1I-PE.
Atgl0 Enzima do tipo E2. Catalisa a conjugagdo Atgl12-Atgl5.

Atgl6L1 Conjuga-se ao complexo Atgl12-Atgl5.

Sistema de Conjugagédo LC3

LC3 Proteina do tipo ubiquitina. Conjuga-se ao PE.

Atg4 Protease do tipo cisteina. Regula os niveis de LC3-1 livre.

Atg7 Enzima do tipo E1. Catalisa as conjugagdes Atgl2-Atgl5 e LC3-11-PE.
Atg3 Enzima do tipo E2. Catalisa a conjugagdo LC3-I1-PE.

Outras proteinas importantes

WIPI-2 Proteina homologa a Atgl8. Facilita a associacdo de LC3 a membrana do
fagoforo.
Atg2 Desconhecido.
Atg9 Desconhecido.

Fonte: Liu et al, 2017.
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De um modo geral, o papel da autofagia na carcinogénese é complexo e provavelmente
dependente do contexto tecidual. A conexdo entre a autofagia e o metabolismo das células
neopléasicas é um tema de grande interesse e alta relevancia clinica na pesquisa contra o cancer.
Uma vez que as células tumorais se encontram metabolicamente estressadas, passam a depender
da autofagia para a sobrevivéncia e a reprogramacéo do seu metabolismo a fim de acomodar a

rapida proliferacdo celular (LIU et al., 2017).

2.4.2 Oncogenes e Genes Supressores Tumorais no Controle da Autofagia

Muitas das proteinas que controlam direta ou indiretamente o processo autofagico
também participam de vias de sinalizacdo responsaveis pela regulacdo da progressdo tumoral.
Mais especificamente, estas proteinas respondem por processos-chave para a tumorugénese,
sendo denominadas oncogenes e genes supressores tumorais. Alguns genes supressores
tumorais que inibem mTOR, tais como PTEN, AMPK, LBK1 e TSC1/2 estimulam a autofagia,
ao mesmo tempo que os oncogenes PI3K, Ras, HERB e AKT ativam mTOR, e
consequentemente, inibem a autofagia (AVALOS et al., 2014).

Beclin-1, uma proteina enrolada em espiral, interage diretamente com Bcl-2 e também
pode ser chamada de proteina autofagica 6 (Atg6), por fazer parte do corpo de regulagdo do
processo autofagico (TOTON et al., 2014). Mais especificamente, Beclin-1 associado a
PI3KCIII estdo envolvidos nas etapas iniciais da formacdo do autofagossomo. Encontra-se
localizado no reticulo endoplasmatico, mitocéndria e membrana nuclear. Beclin-1 contém trés
dominios principais, cada um associado a uma fungdo distinta. O dominio BH3, localizado no
N-terminal, é capaz de se ligar a determinados membros da familia de proteinas anti-
apoptoticas, como BCL-XL E BCL-2. O dominio central enrolado em espiral (CCD) €
responsavel pela ligagdo ao gene de resisténcia a irradiacdo UV (UVRAG) e PI3KCIII. O
terceiro, o dominio evolutivamente conservado (ECD), liga-se a PI3KClII e participa da ligacao
a membranas de organelas celulares. Dentro deste dominio, trés aminoacidos aromaticos
consecutivos foram identificados (Phe359- Phe360-Trp361), estes formam uma ramificacédo
hidrofébica com afinidade por membranas lipidicas enriquecidas com cardiolipina e que
ocorrem na mitocondria (JUNG; LEE; KOO, 2016).

O desempenho de beclin-1 junto a autofagia depende da ligacdo de proteinas especificas
aos seus dominios. Em relacdo aos dominios CCD e ECD, a proteina mais importante é a classe

Il Fosfatidilinositol-3 quinase, a qual € apenas capaz de exercer sua funcdo quando em
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complexo com beclin-1. O complexo 1 beclin-1/PI3KCIII estd localizado no aparelho
complexo de Golgi estimulando a fosforilagdo do fosfatidilinositol 3, possibilitando assim o
alongamento do fagoforo e o recrutamento de proteinas atg para a membrana do mesmo
(KIHARA et al., 2001).

Outra proteina com papel relevante no contexto hipoxico/autofagico é BCL-2. BCL-2 e
BCL-XL sdo membros anti-apoptoticos da familia de proteinas BCL-2. A expressdo de BCL-2
¢ capaz de inibir a morte celular programada e inibir a autofagia atraves da ligagdo com Beclin-
1 (PATTINGRE; LEVINE, 2006; TALAIEZADEH et al., 2015).

Assim como beclin-1 e BCL-2, mTOR detém papel chave na regulagdo da autofagia.
Apenas apdés 1994 estudos bioquimicos identificaram o alvo mecanicista da Rapamicina
(BROWN etal., 1994; SABATINI etal., 1994; SABERS et al., 1995) revelando ser o homologo
dos genes TOR/DRR de levedura previamente identificados em panoramas genéticos para a
resisténcia a rapamicina, por isso a denominagcdo ““‘mTOR™ (HEITMAN; MOVVA; HALL,
1991; CAFFERKEY et al., 1993; KUNZ et al., 1993). mTOR é uma quinase pertence a uma
familia de proteinas do tipo fosfoinositideo-3 quinase (PIKK) que forma a subunidade catalitica
em dois complexos proteicos distintos conhecidos como mTOR 1 (MTORC1) e 2 (MTORC?2),
expressos na maioria das células do organismo (SAXTON; SABATINI, 2017).

A formacdo dos autofagossomos é regulado por alguns complexos proteicos, sendo o
complexo ULK1 (ULK, Atg13, FIP2000 e Atg101) um dos principais. Quando ha disposicéao
de nutrientes, mMTORC1 promove a fosforilacdo de ULK1, impedindo assim sua ativacdo pela
AMPK, um importante regulador autofagico. mTOR ainda é capaz de regular a autofagia por
meio da fosforilacdo e inibi¢do da translocacdo nuclear do fator de transcricdo EB (TFEB), o
qual influencia positivamente a expressdo de genes relacionados a biogénese lisossémica e
pertencentes a0 maquinario autofagico. Através destes mecanismos, mMTOR determina as
dimensGes do processo autofagico em diversas instancias celulares (Tabela 4) (SAXTON;
SABATINI, 2017).

Atualmente, sabe-se que o controle exercido por mTOR sobre o catabolismo proteico
perpassa pelo sistema de degradacdo ubiquitina-proteassoma, a principal via de metabolismo
de proteinas (ZHAO et al., 2015; ROUSSEAU; BERTOLOTTI, 2016). Estudos recentes
descobriram que a inibicdo aguda de mTORC1 provoca 0 aumento instantaneo da protedlise
dependente de proteassoma através de um aumento geral de proteinas ubiquitinadas ou ainda
de chaperonas proteossdmicas, este resultante da inibicio de Erk5 (ROUSSEAU,
BERTOLOTTI, 2016).
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Tabela 4. Proteinas Reguladas por mTOR.

Proteinas Reguladas Negativamente | Fenémeno Relacionado
UVRAG/ATG14L Autofagia

ULK1 Autofagia

TFEB Autofagia/Biogénese dos Lisossomos
Erk5 Degradacdo via Proteassoma

Fonte: proprio autor.

2.4.3 Autofagia: Supressao e Promocao da Progressao Tumoral

A autofagia € um fendmeno de importancia dual para as células neoplésicas, podendo
favorecer ou suprimir a progressao tumoral. Num primeiro momento, em células saudaveis, a
autofagia impede o dano ao DNA e a instabilidade genémica, o que dificulta a transformacao
tumoral. Quando o tumor ja se encontra estabelecido, a autofagia pode facilitar a senescéncia
induzida por oncogene ou proteger 0s tumores contra a necrose € 0 ataque imune, propiciando
assim o crescimento do mesmo. A autofagia também pode contribuir para a progressdo do
tumor, permitindo que as células tumorais sobrevivam a condigdes estressantes e sustentem a
reorganizacdo metabolica profunda que as células neoplasicas enfrentam apos a transformacéo
oncogénica. A autofagia € importante para o desenvolvimento do tumor, uma vez que permite
a sobrevivéncia e a auto renovagdo das células-tronco tumorais. Ademais, a influéncia da
autofagia sobre o desenvolvimento do cancer é regulada por fatores do microambiente, a
classificacéo e o sitio tumoral (ROSENFELDT; RYAN, 2011).

O papel supressor tumoral da autofagia foi percebido ap6s a deplecdo de genes essenciais
para 0 processo autofagico. O primeiro gene ao comprovar esta associacdo foi BECN1. A
deplecdo heterozigota de BECN1 provocou o desenvolvimento espontaneo de formacgoes
malignas, ao passo que a restauracdo de sua expressdo inibiu o crescimento de tumor mamario
em modelo murinho xenogréafico (YUE et al., 2003). Outros genes relacionados ao processo
autofagico foram encontrados inibidos ou alterados (LIANG et al., 2006; FIMIA et al., 2007,
TAKAHASHI et al., 2007).

Alguns genes responsaveis pelo controle da sobrevivéncia e progressao tumoral estdo
diretamente envolvidos em importantes momentos do processo autofagico (KUNG et al., 2011).
Varios genes supressores de tumor, como a fosfatase e os homoélogos de tensina (PTEN), o
complexo de esclerose tuberosa 1 (TSC1) e 2 (TSC2), a quinase de figado B1 (LKB1), a quinase

associada a morte (DAPK) e 0 p19ARF, estimulam a autofagia através da inibicdo de mTOR,
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ativagcdo do complexo de iniciagdo ULK1 ou ativacdo de beclin 1. Em contraste, 0s oncogenes,
como o receptor de tirosina quinase, classe | PI3K, Akt e Bcl-2, inibem a autofagia por meio
da ativacdo de mTOR ou inibicao de beclin-1 (KUNG et al., 2011).

Os mecanismos através dos quais autofagia promove supressao do desenvolvimento
tumoral ndo estdo completamente esclarecidos, contudo alguns processos evidenciam a sua
relevancia para o estabelecimento deste fendtipo. A degradacdo de mitocondrias envelhecidas
ou defeituosas evita o acumulo e liberacdo citoplasmatica de ROS, evitando a instabilidade
génica consequente e a carcinogénese (GOETZ; LUCH, 2008; MATHEW et al., 2009; DRAKE
et al., 2017; GALLUZZI et al., 2017). A autofagia possibilita também a degradacdo de
agregados de proteinas dispensaveis, os quais também estéo relacionados & instabilidade génica
e ao estresse de reticulo endoplasmatico (MATHEW et al., 2009; MOSCAT; DIAZ-MECO,
2009; GUO et al., 2011; INAMl et al., 2011; TAKAMURA et al., 2011; AVALOS et al., 2014).
A autofagia ainda pode contribuir para o estabelecimento de um estado celular senescente,
provocando a parada do crescimento do tumor (YOUNG et al., 2009; COPPE et al., 2010; XIE
etal., 2015; GAMMOH et al., 2016; BELLELLI et al., 2018). E por fim, o fenbmeno autofagico
pode retardar o estabelecimento de um microambiente inflamatério, o qual favorece o
desenvolvimento tumoral por contribuir para a proliferacdo e sobrevivéncia de células
malignas, estimular a angiogénese, metastase e quimioresisténcia (MORSELLI et al., 2009;
CANDIDO; HAGEMANN, 2013).

Apesar do fato da autofagia poder desempenhar um papel de supressao durante a
tumorigenese, diversos resultados apontam que 0s tumores ja estabelecidos possuem alta
dependéncia do processo autofagico. A nocdo de que a autofagia impulsiona o crescimento
tumoral provém da necessidade das células tumorais de se adaptarem as condi¢des impostas
pelo microambiente, por vezes hipdxico e privado de nutrientes. Adicionalmente, os altos
indices de proliferacdo tumoral impdem uma maior demanda bioenergética e biossintética que
podem ser parcial ou completamente supridas pelos produtos catabolicos da autofagia
(DEGENHARDT et al., 2006; AVALOS et al., 2014). A inducdo da autofagia em é&reas
hipoxicas é orientada pelo principal fator de transcri¢do associado a hipoxia, HIF-1a, e pela
cascata de sinalizagdo AMPK. HIF-1a estimula a proteina BNP3 que interrompe a interagao
entre beclinl e BCL-2 ou BCL-XL, deixando-o livre para promover autofagia. Por outro lado,
AMPK medeia a inibicdo mTOR, desencadeando a autofagia (ROUSCHOP; WOUTERS,
2009).
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A primeira evidéncia da importancia da autofagia para a progressao tumoral € derivada
do fato de que a deplecdo monoalelica de BECN1 em regides hipoxicas tumorais, além de inibir
a autofagia, provoca morte celular (LIANG et al., 1999).

Assim como outros tumores solidos, o cancer pancreatico apresenta altos niveis de
autofagia. Yang e colaboradores (2011) observaram que a deplecdo de genes associados a
autofagia, ATG5 ou ATG7, aboliu o crescimento tumoral pancreatico em modelo murino RAS
mutado e que a inibicdo de ATG5 por shRNA reduz o crescimento de células de
adenocarcinoma pancreatico humano em modelo murino de xenoenxerto. Estes pesquisadores
observaram autos niveis de autofagia tanto nas linhagens quanto nos tumores derivados do
enxerto reforcando a relevancia da autofagia para o desenvolvimento neoplasico (YANG et al.,
2011).

N&o apenas no cancer de pancreas, mas em outros tumores contendo &reas com condic¢des
de privacgéo, a autofagia pode manter a sobrevivéncia celular por longos periodos, pode inibir a
divisdo e motilidade a fim de reduzir os custos energéticos ou ainda manter as células num
estado inativo (ADHAULIYA et al., 2016). Deste modo, a autofagia é ““utilizada™" pelo tumor
ndo apenas como fonte biossintética em condi¢des de privacdo metabolica. Este processo pode
estimular a aquisi¢cdo de um fen6tipo dormente pelas células tumorais, e garantir a manutencao
da doenca. Quando as condi¢fes do microambiente se tornam mais favoraveis, as células

neoplasicas retomam a proliferacdo, permitindo que o tumor cresca (JANJI et al., 2013).

2.4.4 O Papel da Hipodxia na Inducdo Autofagica

Como ja dito antes, ha uma heterogeneidade em relacéo as tensbes de oxigénio na maioria
dos tumores solidos, sendo esta, resultado de insuficiéncia e mau funcionamento da vasculatura
tumoral. E apesar da sua associacdo com um comportamento biologico tumoral agressivo, a
hipéxia também funciona como uma barreira de estresse que pode impedir o crescimento
celular (BRAT et al., 2004). Hipoxia e andxia induzem numerosos ~“checkpoints ™ no ciclo e
podem determinar a morte celular por apoptose e/ou necrose. Adicionalmente, 0 microambiente
tumoral impde de certa forma uma desregulacdo do metabolismo energético, reduzindo a
producdo de energia por fosforilagdo oxidativa (SILVA-FILHO et al., 2017).

Neste contexto, as regides hipoxicas acabam por impor uma pressdo seletiva sobre as
células tumorais, ordenando mudangas significativas em importantes vias de sinaliza¢éo, como
aquelas associadas a angiogénese, motilidade celular, metabolismo energético, reparo do DNA
e crescimento celular (BRISTOW; HILL, 2008; GILLIES; ROBEY; GATENBY, 2008). Ou
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seja, a despeito das limitacbes impostas pelo microambiente, em diversas regides do tumor ha
conjuntos células rompendo a barreira imposta pelo estresse através de mutagdes em genes
determinantes para a sobrevivéncia, como P53 e BCL-2 (GRAEBER et al., 1996; SHEN;
WHITE, 2001).

H& uma crescente corrente de estudos que apontam para possiveis links entre eventos na
sinalizacdo hipoxica e a ativacdo autofagica (ROUSCHOP; WOUTERS, 2009). Neste tdpico,
serdo apresentadas trés possiveis vias associadas a regulacdo da autofagia pela hipdxia, com a
finalidade de promover a sobrevivéncia de células tumorais e assim influenciar o
comportamento do tumor e a evolucdo clinica do paciente.

O HIF-1a ¢ considerado o principal regulador da transcri¢ao durante a hipdxia, induzindo
uma resposta transcricional diversa que envolve mais de 60 genes, entre estes o gene codificante
da Proteina de Interacdo com BCL-2, BNIP3 (BRUICK; MCKNIGHT, 2001; GUO et al., 2001;
GREUNER et al., 2005; SEMENZA, 2005). BNIP3 é capaz de interagir com duas regides
especificas de BCL-2, E1B e tipo-E1B, através do dominio BH3 suprimindo sua atividade anti-
apoptotica. Portanto, BNIP3 foi considerada inicialmente uma proteina pré-apoptética (CHEN
et al., 2015). Contudo, uma vez que BCL-2 é responsavel pela ligacédo e bloqueio de beclin-1,
uma das principais proteinas autofégicas, o papel regulador de BNIP3 sobre BCL-2 tem sido
associado também ao aumento do processo autofagico (VASAGIRI; KUTALA, 2014).

BNIP3 é responséavel por promover autofagia mitocondrial. A mitofagia induzida por
BNIP3 acontece ap6s interacdo desta proteina com Rheb, uma pequena GTPase que regula
positivamente a atividade de mTOR a fim de promover crescimento celular (CHOURASIA,
MACLEOD, 2015). Em condicOes hipdxicas, Rheb é translocada para fora da mitocondria,
onde interage tanto com BNIP3L e promove o processamento de LC3, garantindo mitofagia
independente de mTOR (VASAGIRI; KUTALA, 2014).

Em seu estudo, Zhang et al (2008), utilizando modelo in vitro com células embrionarias
de camundongo positivas e negativas para HIF-1a comprova a regulagdo exercida por este fator
de transcricdo sobre a porcentagem de massa mitocondrial e atividade respiratoria mediante
ativacdo de BNIP3 (ZHANG et al., 2008). O autor comprova que a ativacdo de HIF-1a, e o
consequente aumento de expressdo de BNIP3, possibilita a diminui¢do da massa mitocondrial,
um processo que requer a participacdo de beclin-1 e Atg5. A inibicdo de HIF-1o impediu a
reducdo da massa mitocondrial com consequente morte celular, provocada essencialmente pelo
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ZHANG et al., 2008). Em estudo mais recente,

observou-se que as capacidades invasivas de ACC-M, linhagem representativa de carcinoma
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adenoide cistico, estava associada & autofagia induzida em condig¢fes hipoxicas, com
participacdo de HIF-1o/BNIP3 (WU et al., 2015).

Outra via de sinalizacdo com possivel associacdo a autofagia € ““unfolded protein
response (UPR) (ROUSCHOP; WOUTERS, 2009). Mais que uma via de sinalizacdo, trata-
se de um complexo sistema de transducdo de sinal intracelular que visa a eliminagdo de
moléculas defeituosas que se acumulam em condigdes de estresse reticular. Este sistema possui
como principal finalidade restaurar a homeostase das organelas, principalmente do reticulo
endoplasmatico (LUO; LEE, 2013).

O aumento da taxa de proteinas mal dobradas é um dos principais fatores que levam ao
estresse de reticulo, o qual pode ser causado por privagao nutricional, hipoxia, deficiéncia de
calcio, instabilidade génica e escassez de glicose (LUO; LEE, 2013). A UPR é composta por
trés proteinas transmembranas do RE que funcionam como sensores para o acUmulo de
proteinas mal dobradas, sdo elas: enzima dependente de inositol 1a (IRE1a), quinase de reticulo
endoplasmatico pancreatica (PERK) e fator de ativacdo da transcricdo 6 (ATF6) . Sob condicdes
fisioldgicas, a ativacdo desses sensores € inibida pela ligacdo, em seus dominios luminais, da
chaperona BIP / GRP78 (proteina de regulacéo de glicose de 78 kDa). De fato, o BIP estabelece
um equilibrio dindmico entre proteinas desdobradas (a dobrar) e dominios intraluminal dos trés
sensores de estresse de RE. Devido a maior afinidade natural com proteinas desdobradas, o
acumulo destas resulta em dissociacdo de BIP para com PERK, IRE1 e ATF6, uma vez que 0
mesmo passa a cooperar massivamente na dobragem de proteinas. As consequéncias deste
desequilibrio sdo a homodimerizacao de IRE1 e PERK, sua trans-auto-fosforilacédo e ativacéo,
e translocacdo de ATF6 para o aparelho de Golgi e subsequente ativacdo (GONG et al., 2017).

A ativagdo dos trés sensores provoca diferentes desdobramentos moleculares. IREl1a
passa a desempenhar atividades de quinase e endonuclease, promovendo o splicing da proteina
de ligacdo X-box (XBP1) formando o fator de transcricdo ativo XBP1s. No nucleo, este fator
de transcricdo regula a expressao de genes associados ao dobramento e trafico proteico reticular,
e ao programa de degradacdo de proteinas associadas ao reticulo (ERAD) (CHEN; ZHANG,
2017). Por outro lado, o IREla ativado também € capaz de se associar ao fator associado a
receptor de TNF 2 (TRAF2) que, por sua vez, estimula a expressao das quinases de regulacéo
de sinal apoptotico 1 e N-terminal JUN (JNK), levando a ativacdo do BIM pro-apoptético e a
inibicdo BCL-2 (ZHANG et al., 2016). Em condigdes de estresse de reticulo, ATF 6 se trasnloca
para o aparelho de Golgi, onde é modificado por clivagem proteolitica, e em seguida para o
nacleo, onde regula a expressdo de genes relacionados a atividade reticular e XBP1. Uma vez

ativado, PERK promove fosforilagdo do fator de traducdo eucariotico 2o (EIF2a), o que
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provoca inibigéo de transcri¢fes cap dependentes e aumento de transcri¢es cap independentes
de diversos mMRNA, como ATF4. ATF4, por sua vez, favorece a resposta antioxidante,
biossintese de aminoacidos e expressdo de genes para sustentar a sobrevivéncia celular
(ROUSCHOP; WOUTERS, 2009).

Apesar dos mecanismos moleculares envolvidos na ativagdo autofagica pela UPR em
condigdes hipoxicas ainda ndo estarem esclarecidos, evidéncias apontam para o envolvimento
da via dependente de PERK neste processo (ROZPEDEK et al., 2017). Em seu estudo, e
colaboradores (2015) observaram que a deplecdo de PERK em modelos xenograficos de
HCT116 e U373 promovia reducdo dos niveis transcricionais de MAPLC3, diminuindo o
processo autofagico nas regiGes hipoxicas dos tumores. Através de um modelo de
isquemia/hipdxia cerebral em camundongos, Carloni et al (2014) observou aumento da
fosforilacdo de EIF2a e splicing do mRNA de XBP1, revelando estresse de RE grave e UPR.
Ao induzir autofagia utilizando Rapamicina, o autor constatou reducdo da UPR e diminuigéo
de seus marcadores, provando a relagdo entre os dois eventos (CARLONI et al., 2014).

A regulacdo de mTOR pela hipdxia € interessante ja que este é o inibidor-chave da
autofagia (ROUSCHOP; WOUTERS, 2009). Um dos mecanismos de regulacdo do mTORC1
envolve a ativacdo do complexo proteico de esclerose tuberosa 1/2 (TSC1/2). Em condigdes de
privacdo nutricional e/ou hipdxia prolongada, a depleco nos niveis de ATP e a fosforilagdo de
AMPK (AMP-activated protein kinase) provocam a ativacdo de TCS2 (AVALOS et al., 2014).
TSC2 conjuga-se a TSC1 e passam a promover inibicdo de mTOR possibilitando o processo
autofagico. Outra via de inibicdo de mTOR, recentemente descrita, é a exercida pela proteina
de regulacdo do desenvolvimento e resposta ao dano do DNA 1 (REDD1). REDD1, uma das
muitas proteinas alvo de HIF, induz a inibicdo e mTOR através da ativacdo do complexo
TSC1/2 (Figura 12) (ROUSCHOP; WOUTERS, 2009).
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Figura 12. Hipoxia e as Vias de Inducéo da Autofagia. HIF-1a - A hipdxia estabiliza HIF-1a, que posteriormente

se dimeriza com ARNT/HIF-1pB e provoca uma poderosa resposta transcricional, incluindo a indu¢do de BNIP3.

BNIP3 é capaz de influenciar a autofagia. UPR - A hipoxia desencadeia a liberacéo de IRE1, PERK e ATF6 de

Bip, ativando a UPR. Sinais de IRE1 através de XBP1 e JNK. A ativagdo PERK leva a fosforilagdo de elF2a e

expressdo de ATF4. Tanto IRE1-JNK como PERK-elF2a mostraram ser importantes para a indugdo de autofagia
durante diferentes tipos de estresse reticular. MTOR - Tanto REDD1 como LKB1/AMPK estimulam a atividade
de TSC1/TSC2 durante a hipoxia, inibindo assim a atividade de mTOR. A inibicdo do mTOR resulta na ativacdo

da autofagia.

transcription

UPR

mTOR

Fonte: Kasper, 2009.
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2.5 GLICOBIOLOGIA

Glicobiologia é uma ramificacdo cientifica que busca a compreensdo das modificacbes
moleculares baseadas na associacao de proteinas e lipideos a carboidratos. O estudo do universo
da glicobiologia teve inicio com a identificacdo de mondmeros de carboidratos e analises da
composicdo das cadeias de polissacarideos encontradas em tecidos distintos ao longo do
organismo (OHTSUBO; MARTH, 2006). Nos tempos atuais, sabe-se que a por¢do ““glico™ de
uma molécula codifica uma informagao adicional aquela determinada pela tradugdo (ZHANG
etal., 2012).

Atualmente, sabe-se que glicosiltransferases e glicosidases, situadas no reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi, atuam sobre diferentes proteinas realizando modificaces
pos-traducionais, sendo a glicosilagdo uma das alteragdes mais abundantes (STROUS;
DEKKER, 1992; TRIANTAFYLLOU; FLETCHER; SCOTT, 2004). A glicosilacdo modula e
controla a funcionamento proteico, influenciando processos como, enovelamento, localizacao
e estabilidade proteica (CRUCHO et al., 2015). Interagcdes envolvendo adesédo e migracao
dependem em muitos casos da composi¢do da porcao carboidrato associado a proteina. Neste
sentido, a importancia dos glicoconjugados fundamenta o estudo destes como possiveis alvos
terapéuticos (YANG; LIU; YAN, 2013).

Cada glicoconjugado é composto por uma por¢do de carboidrato, com tamanhos e
complexidades variaveis, ligados covalentemente a outros tipos moleculares, como proteinas e
lipideos (WIEDERSCHAIN, 2013). Entre as diversas fun¢des encontradas, a porcdo de
carboidrato presente no conjugado tem exibido papel significativo em eventos especificos de
reconhecimento, comunicacao e sinalizacdo celular (RATNER et al., 2004). Estes agregados
possuem estruturas de configuracdo variavel e cada um, assim como cada monossacarideo
componente da por¢cdo de hidrocarboneto, pode influenciar, em graus distintos, o
funcionamento celular (VARKI, 1993).

Descobertas cientificas levam a conclusdo de que alteracbes na expressao de
determinadas glicoproteinas esta diretamente implicada com sindromes genéticas, doencas de
natureza imunoldgica e cardiovascular, e principalmente cancer (OHTSUBO; MARTH, 2006).
AssociacOes entre 0 grau de avanco da doenca e a glicosilacdo fomentam cientificamente
diversos ramos de pesquisa que buscam nas modificacdes perfis de expressdo que possam ser
confiaveis durante o diagndstico. Uma vez que, alta especificidade e sensibilidade desses

padrbes pode fornecer ainda informacdes progndsticas valiosas.
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2.6 GALECTINAS

2.6.1 Introducéo as Galectinas

O termo ““galectina™ foi utilizado pela primeira vez em 1993 por Lobsanov e
colaboradores. Afinidade por B-galactosideos e similaridade significativa na sequéncia do
dominio de ligacdo do carboidrato sdo critérios para identificacdo de galectinas (LOBSANOV
et al., 1993; BARONDES et al., 1994). A afinidade por -galactosideos é uma caracteristica
constante e a ligacdo com esse acglcar se da através de N- ou O-glicosilagdo (CUMMINGS;
LIU, 2009). Quanto ao dominio de reconhecimento a carboidrato, ele possui cerca de 135
aminoéacidos e as galectinas podem ser subdivididas de acordo com a quantidade e estrutura do
mesmo (BARONDES et al., 1994; LAHM et al., 2003).

Em termos estruturais as galectinas podem conter um CRD e serem classificadas como
monomeéricas (gal-5, -7 e -10) ou diméricas (Gal-1, -2, -11, -13, -14 e -15), outras moléculas
possuem dois CRDs conectados por uma regido curta, é o caso das galectinas -4, -6, -8, -9, -12.
A galectina-3 constitui a Unica proteina desta familia que possui um CRD e um dominio que
ndo € comum a lectinas, o qual é responsavel por sua oligomerizacao, por isso Gal-3 é conhecida
por sua forma quimérica ou multimérica (VAN DEN BRULE; CALIFICE; CASTRONOVO,
2002). Acredita-se que a pluralidade estrutural presente neste grupo molecular possa estar
diretamente relacionada a complexidade do fluxo de informag&o presente em diversas
localidades do microambiente celular (Figura 13) (VLADOIU; LABRIE; ST-PIERRE, 2014;
AHMED; ALSADEK, 2015).

As galectinas tem sido alvos constantes de estudos nas Gltimas décadas devido sua relacdo
com a carcinogénese, sendo as galectinas-3 e -1, seguidas por -7, -9 e -4, as mais estudadas
(EBRAHIM et al., 2014). Elas possuem caracteristicas tipicas de proteinas citosolicas, sdo
sintetizadas nos ribossomos do citosol, ndo possuem peptideos de sinal e Gal-3 pode apresentar-
se fosforilada, mas nenhuma outra modificacdo pos-traducional foi definida com exatidao para
as galectinas (LEFFLER et al., 2002). Apesar da producéo citosélica, galectinas podem ser
encontradas no ndcleo ou em outros sitios citoplasmaticos, além da possibilidade de secrecao
por via ndo classica, ou seja, por outra via metabolica que ndo inclua o reticulo endoplasmatico
e/ou complexo de Golgi (LAHM et al., 2003).
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Figura 13. Classificacdo das Galectinas. Representacdo esquematica das galectinas do

tipos proto, quimera e tandem.

Type Schematic Mammalian
representation galectin member

Galectin-1, 2, 5, 7,
10: 11; 13; 14, 15

Chimera * Galectin-3

Proto

Galectin-4, 6, 8,

Tandem-repeat 9.12

Fonte: Ahmed e AlSadek, 2015.

Galectinas constituem moléculas multifuncionais envolvidas em diversos processos
celulares, atuando extra e intracelularmente em diferentes tecidos (NAKAHARA; RAZ, 2007).
Estas proteinas tém sido associadas em distintos fendmenos relacionados ao cancer, como
transformacdo e diferenciacdo celular, regulacdo do ciclo celular, migracdo, adeséo e
angiogénese (SALATINO et al., 2008; THIJSSEN et al., 2010; ZHONG et al., 2010; SONG et
al., 2014).

Uma vez comprovada a expressao diferenciada de galectinas nos tecidos tumorais, um
elevado numero de pesquisas concentram-se em descobrir quais as consequéncias da sua
funcionalidade para a progressédo do cancer (VLADOIU; LABRIE; ST-PIERRE, 2014). Os
estudos sobre o papel das galectinas no cancer tém focado principalmente na sua capacidade de
se ligar a receptores de superficie celular através de seu CRD. Atualmente, outros componentes
da proteina, como seu dominio N-terminal, sdo avaliados (DUMIC; DABELIC; FLOGEL,
2006). Estudos distintos apontam para capacidade tumoral de promover a manipulacdo
molecular afim de promover a expressao superficial de galectinas em outras células
(PARTRIDGE et al., 2004; AGGARWAL; SHARMA; DAS, 2015). Por exemplo, a inducéo
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da expressdo de Gal-1 em células endoteliais por tumores de prdstata parece possibilitar a
adesdo de células invasivas aos vasos em formacdo (CLAUSSE et al., 1999; HE; BAUM, 2006).

Neste contexto, esforcos tém sido empregados a fim de identificar inibidores para
galectinas que possuam alta especificidade e sensibilidade (AGGARWAL; SHARMA; DAS,
2015). Mesmo ap6s muitos anos de pesquisa, 0S avangos sdo pouco significativos, e 0s
inibidores existentes sdo peptideos ou polissacarideos de alto peso molecular que visam o
bloqueio extracelular do poder de ligacdo das galectinas. (ASTORGUES-XERRI et al., 2014).

2.6.2 Galectinas -1 e -3, Pequenas Proteinas com Grandes Funcdes

Galectina-1, a primeira galectina a ser descoberta, ocorre no organismo como um
homodimero ndo covalente cuja localizacdo e quantidade estdo associados a sua funcionalidade
(CAMBY et al., 2006). Gal-1 é capaz de regular o ciclo celular em tumores humanos,
capacidade comprovada apds ensaios de inibicdo com lactose (DUMIC; DABELIC; FLOGEL,
2006).

Gal-1 é reconhecida por sua modulagéo dual sobre o crescimento de células neoplésicas
(RABINOVICH, 2005). Enquanto o tratamento com Gal-1 recombinante inibe o crescimento
populacional em diversos tipos tumorais, pequenas concentracfes desta proteina parecem
estimular a divisdo celular (ADAMS; SCOTT; WEINBERG, 1996; VAS et al., 2005). De
qualquer forma, a alterada desta molécula no tumor ou no tecido ao redor indica progressao
tumoral elevada e consequente prognostico reduzido, para casos de mama, ovario, prostata e
pancreas (EBRAHIM et al., 2014).

Por outro lado, a expressao de Gal-3, em graus distintos, aparenta estimular o crescimento
tumoral (FORTUNA-COSTA et al., 2014; NAKAYAMA et al., 2014). Ikemore et al, 2014, ao
proceder o knockdown de Gal-3 em células U87MG (glioblastoma) inoculadas em
camundongos nude, observou uma reducdo significativa das dimensdes tumorais e da
proliferacdo celular propriamente dita. Identificando a importéancia de Gal-3 para o crescimento
deste tumor neural (IKEMORI et al., 2014).

Galectinas tém sido apontadas em diversos tipos tumorais por contribuirem nédo s6 com a
proliferacdo mas com adesdo das células a componentes presentes na matriz extracelular,
através da expressao de receptores de adeséo especificos. Esta € uma capacidade necessaria a
formagé@o de novas colonias tumorais que apenas tumores de malignidade em ascendéncia
possuem (TAKENAKA; FUKUMORI; RAZ, 2002; DE OLIVEIRA et al., 2014).
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Dados provenientes da literatura explanam a participacdo de Gal-1 em processos de
adesdo para células pertencentes a tumores de ovario, prostata, linfomas e outros.
Adicionalmente, foi descoberto que Gal-1 é capaz de promover agregacdo homotipica,
dependente de carboidrato, em células de melanoma (RABINOVICH, 2005). A participacéo de
Gal-3 em processos de adesdo, invasdo e metéastase também estdo baseados nos indicios de sua
interagdo com componentes chave da matriz extracelular (XIN; DONG; GUO, 2015). Ha
estudos que afirmam interacdes entre Gal-3 e moléculas de adeséo celular (CAMs) (BOSCHER
et al., 2012); relacionando sua expressdo com a funcdo bioldgica da integrina (FURTAK;
HATCHER; OCHIENG, 2001); ou ainda indicando a sua ligagdo com mucina-1 (MUC-1) via
antigeno TF (Thomsen Friedenreich) (ZHAO et al., 2009).

A expressdo das galectinas e sua associacdo com a progressdo dos tumores mais
incidentes é bem estabelecida (EBRAHIM et al., 2014). Pesquisas sobre o papel progndéstico de
Gal-1 no cancer de mama levaram a descoberta da correlagcdo entre sua expressdo e 0 grau
tumoral em bidpsias de pacientes portadores da doenca. Quanto maior a expressdo de Gal-1,
mais elevado é o grau tumoral em pacientes com cancer mamario, levando a um progndstico
reduzido. Ao mesmo tempo, a expressao de Gal-1 é baixa ou inexistente em amostras de
hiperplasia (DALOTTO-MORENO et al., 2013).

Galectina-3 é outra proteina comumente associada ao comportamento bioldgico do cancer
de mama. Muitas vezes presente no citoplasma e membrana de células deste tumor, a expressao
de Gal-3 associa-se com metastase, atividade pré-angiogénica e fuga da defesa imunolégica
através da morte de células T ativadas (SIMONE et al., 2014). Raz e colaboradores
demonstraram que, em modelos murinos de cancer de mama e de préstata, a clivagem de Gal-
3 por metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) estéa relacionada a angiogénese, crescimento
e resisténcia a apoptose (KNAPP et al., 2013).

Apesar dos avancos cientificos e tecnoldgicos, a dinamica da possivel utilizacdo das
galectinas como biomarcadores de progndstico e diagnostico para diversos tipos tumorais ainda

é incipiente.
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2.6.3 Galectinas no Contexto Tumoral Pancreatico

Propunha-se inicialmente que o papel das galectinas estaria relacionado a proliferacao
tumoral, a aquisicéo de fendtipo metastatico e @ modulagédo do sistema imune (BARONDES et
al., 1994; PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998). Atualmente, sabe-se da participacdo das
galectinas em outros processos determinantes para o estabelecimento e progressdo do cancer
em diferentes sitios, incluindo o pancreas (BERBERAT et al., 2001).

A expressao das galectinas -1 e -3 estd aumentada no cancer pancreatico em comparagao
ao tecido normal. Através da analise de amostras de tecido pancreéatico saudavel, foi possivel
determinar a pouca expressdo de Gal-1 em alguns fibroblastos da MEC, e a fraca marcacdo de
Gal-3 em células acinares e ductais pancreéaticas. No tumor, a expressdo de Gal-1 é visivel e
localizada principalmente nos fibroblastos associados ao tumor, além de estar secretada na
matriz extracelular. Em contraste, a forte expressdo de Gal-3 é evidente pelas células
neoplasicas pancreaticas (SCHAFFERT; POUR; CHANEY, 1998; BERBERAT et al., 2001).

A expressédo de Gal-1 é comumente associada a células da matriz extracelular em tumores
pancreaticos (ASTORGUES-XERRI et al., 2014). As células estreladas do pancreas (CEP) sdo
a fonte primaria de expressao de Gal-1 em tumores sélidos. O aumento da expressdo de Gal-1
€ um evento caracteristico na ativacdo das CEP, as quais desempenham papel chave para a
fibrose, condicdo que se estabelece durante a pancreatite cronica e o cancer (FITZNER et al.,
2005). CEP que sdo tratadas com Gal-1 recombinante proliferam mais répido e produzem
colageno em maior escala (FITZNER et al., 2005; MASAMUNE et al., 2006).

Galectina-1 funciona como sinal de comunicacdo entre as CEP e as células tumorais
pancreaticas. O estudo publicado por Dong e colaboradores (2016) comprova que Gal-1 induz
a secrecdo do fator derivado das células do estroma -1 (SDF-1) em CEP, através da ativacdo de
NF-kB. SDF-1 secretado induz a proliferacdo e invasdo do PDAC. Neste estudo foram
utilizadas linhagens representativas de PDAC e CEP, alem de modelo murino nude (QIAN et
al., 2017).

A producdo de Gal-1 pelas células estreladas pode estar associada em partes a defesa
contra a agdo imunologica. As CEP que expressam Gal-1 encontram-se espalhadas nos tecidos
de pancreatite cronica, mas formam uma barreira fibrosa apertada que cerca o tumor, em
amostras de PDAC. E importante salientar que as células T CD3 + cercam células malignas em
tecidos de PDAC através da infiltracdo de poucas células no parénquima tumoral (TANG et al.,
2012; BACIGALUPO; CARABIAS; TRONCOSO, 2017). Estes resultados sugerem que as
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células estreladas do pancreas que expressam Gal-1 podem estar associadas a defesa contra as
celulas T CD3 +.

Gal-1 também é necessaria para a regulacdo da formacdo do componente desmoplasico.
A inibicdo desta molécula ndo apenas reduz o crescimento tumoral, mas também afeta o
microambiente do tumor, dificultando a ativagdo estromal, angiogénese e suspenséo da resposta
imunolégica (ITO et al., 2012).

Assim como Gal-1, o significado da expressdo de Gal-3 tem sido avaliado no cancer de
pancreas. Gal-3 ¢é estimulada a nivel transcricional nos tecidos pancreaticos tumorais em
comparacao aos tecidos normais e a supressao transitoria da Gal-3 foi responsavel por aumentos
da migracdo e invasdo de células pancreaticas, além de diminuicdo do tamanho tumoral
(KOBAYASHI et al., 2011).

Song e colaboradores (2012) observaram a ligacdo de Gal-3 a Ras, além da manutencéo
de sua atividade no PDAC. Ademais, a reducéo da inibicdo de Gal-3 diminuiu a atividade de
Ras, bem como sua sinalizagdo ““dowstream ™, incluindo a fosforilacdo de ERK, AKT e Ral A
(SONG et al., 2012). Esses resultados sugerem que Gal-3 contribui para a progressdo do cancer

de pancreas, em parte, através da ligacao de Ras e ativacdo da sinalizacao de Ras.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS

3.1.1 Cultura de PANC-1

A linhagem tumoral PANC-1, aderente, foi obtida a partir do Banco de Células do Rio de
Janeiro. A célula foi mantida em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (Thermo Fisher Scientific)
com concentracdo de 1g/mL de glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab), antibidtico e antimicotico, HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-
etanosulfonico) e bicarbonato de sédio. A linhagem permaneceu todo o tempo em atmosfera
com 5% de CO2 a 37°C.

As células foram cultivadas em garrafas de 75 c¢cm? e suspensas para expansdo ou
congelamento assim que atingiam a confluéncia de 60-80% sobre a area da garrafa. Com a
finalidade de desfazer a monocamada aderida, as células foram lavadas com solucdo de
0.53mM de EDTA e posterior incubacdo (37°C) com solucdo de tripsina 1%. Finalizado o
tempo de incubacdo, a mesma quantidade de meio completo (com SFB) foi adicionada a
garrafa, as células foram centrifugadas, suspensas em novo meio e divididas de acordo com o

objetivo experimental.

3.1.2 Cultura de Mia PaCa-2

A linhagem tumoral Mia PaCa-2, aderente, foi obtida a partir do Banco de Células do Rio
de Janeiro. A célula foi mantida em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (Thermo Fisher
Scientific) com concentracdo de 4,5g/mL de glicose suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab), 2,5% de soro equino (Cultilab), antibi6tico e antimicotico, HEPES
(&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfonico) e bicarbonato de sodio. A linhagem
permaneceu todo o tempo em atmosfera com 5% de CO2 a 37°C.

As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm?2 e suspensas para expansdo ou
congelamento assim que atingiam a confluéncia de 60-80% sobre a area da garrafa. Com a
finalidade de desfazer a monocamada aderida, as células foram lavadas com solucdo de
0.53mM de EDTA e posterior incubagdo (37°C) com solugéo de tripsina 1%. Finalizado o

tempo de incubacdo, a mesma quantidade de meio completo (com SFB) foi adicionada a
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garrafa, as células foram centrifugadas, suspensas em novo meio e divididas de acordo com o

objetivo experimental.

3.1.3 Cultura Tridimensional das Linhagens de PDAC

Apos cultivo em monocamada, quantidade definidas de células para cada experimento
foram suspensas em matriz Geltrex (Life Technologies) a 33% com a adi¢éo de concentracdes
crescentes de colageno do tipo | de Img/mL a 4mg/mL (Life Technologies), estabelecendo-se
a proporgédo de 1:1. A gelificagdo da cultura com matriz extracelular composta apenas por
solucdo de Geltrex a 33% ou com adigdo de colageno do tipo | ocorreu em 1 hora, em atmosfera
a 37°C e 5% de CO». Ja a cultura com matriz composta apenas por colageno do tipo | a 2mg/mL
ocorreu em 25 a 45 minutos, em atmosfera a 37°C e 5% de CO,. Apos gelificacdo, o meio
completo correspondente foi adicionado. O meio completo foi trocado a cada 48 horas até 12°
dia de cultivo.

3.1.4 Cultura Liquida de Bactérias

As bactérias da cepa DH5alpha ja transformadas e contendo o plasmideo pEGFP-LC3
(Addgene) de interesse foram inoculadas em cultura liquida de Luria Broth (LB) contendo
50ug/mL de canamicina (Sigma-aldrich). Uma vez inoculadas, as bactérias foram submetidas
a agitacdo de 250 rpm a 37°C durante 12 - 18 horas. O controle negativo de crescimento

bacteriano foi estabelecido a partir de recipiente contendo apenas o meio LB.

3.2 TRANSFECCAO CELULAR

3.2.1 Extracdo de DNA Plasmidial

A extracdo de DNA foi procedida com a utilizacdo do kit QIAprep Spin Miniprep
(QIAGEN) e segundo protocolo proposto pelo fabricante. Uma vez estabelecida a cultura
bacteriana contendo o plasmideo de interesse, 0s tubos com a cultura foram centrifugados a
8000rpm por 3 minutos a T.A. O pellet formado foi ressuspendido em tampéo P1 contendo
RNAse e transferido para microtubo de 1,5mL. Ao microtubo, adicionou-se 250ul de tampéo
P2 misturando o conteudo 4-6 vezes por até 5 minutos. Foi adicionado 350ul de tampdo N3 ao

tubo, o qual foi vertido 4-6 vezes e centrifugado a 13000rpm por 10 minutos a T.A. O pellet foi
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descartado e o sobrenadante disposto em coluna de separagdo molecular, sendo centrifugado
em rotacdo méxima por 1 minuto. A coluna foi lavada com 750ul de tamp&o PE e a etapa de
centrifugacdo rapida foi repetida duas vezes. Posicionou-se a coluna em novo microtubo e o
DNA foi eluido com 50ul de tampédo EB. O DNA extraido foi armazenado em -20°C por até 1
més e em -80°C a longo prazo.

3.2.2 Otimizacao da Transfeccéo

Para transfeccdo com DNA plasmidial, 1,5 x 10* células foram semeadas em placas de
24 pocos e mantidas nas condi¢Bes de cultivo no item 4.1. Quando as células atingiram a
confluéncia de 60-70%, os pocos foram lavados 2 vezes com 500ul de DPBS (Life
Technologies) e, em seguida, incubadas com o plasmideo encapsulado em lipofectamina 2000
(Thermo Fisher) e diluido em 500ul de meio Opti-men (Invitrogen) livre de antibidtico e
antimicotico. Com a finalidade de determinar a proporcao DNA/lipofectamina necessaria para
um maior indice de transfeccao celular, as proporc6es de 1ug de plasmideo para 2ul, 3,5ul e
5ul de lipofectamina (diluidos em 50ul de Opti-men) foram testadas. Ap6s 20 minutos de
incubacdo a T.A. a solucdo contendo o plasmideo foi adicionada aos pogos e a cultura retornou
a incubacdo a 37°C por 6 horas. Passado o tempo de incubagdo, 0 meio Opti-men foi substituido

por meio completo e as células foram mantidas em cultura para ““recuperagdo " por 24 horas.

3.2.3 Silenciamento de Galectina-3

Para o silenciamento de Gal-3 em cultura bidimensional, 2 x 10° células foram semeadas
em placas de seis pocos e incubadas nas condi¢cdes normais de cultura até atingir uma
confluéncia de 60 — 70%. Na preparacdo do siRNA, 6ul de siRNA (h) (Santa Cruz
Biotechnology) e 6ul do reagente de transfeccdo (Santa Cruz Biotechnology) foram diluidos
em 100p! de Opti-men (Invitrogen) cada. As solugdes foram misturadas delicadamente com
auxilio de pipeta e incubadas a T.A. por 30 minutos. As células foram lavadas duas vezes com
2mL de DPBS (Life Technologies) e incubadas em 800ul de Opti-men. Passado o tempo
necessario a incubacdo do siRNA, 200ul da solugéo foi adicionada a cada poco e as placas
foram incubadas a 37°C por 6 horas. Em seguida, foi adicionado 1mL de meio completo
contendo 20% de SFB por poco e retornada a incubagdo por 24 horas. Apos o tempo de

““recuperacdo " 0s demais experimentos puderam ser realizados.
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3.3 ENSAIO DE EXPOSICAO A HIPOXIA E PRIVACAO NUTRICIONAL

Uma vez semeadas em quantidades especificas de acordo com a finalidade do
experimento, as linhagens foram submetidas as condi¢fes de normoxia ou hipoxia associadas
ou ndo a privacao de nutrientes, durante 24 horas. Trés condi¢fes de privacdo nutricional, as
quais variaram em concentracdo de soro e composi¢do do préprio meio foram testadas: D1,
formado por solucdo de DMEN com adi¢cdo de 1% de SFB; DO formado apenas pelo meio
DMEN; e NDM, meio privado de nutrientes composto de 265 mg/L de CaCl>.2H.0, 0,1 mg/L
de Fe(NO3).9H20, 400 mg/L de KCI, 200 mg/L de MgS0O4.7H.0, 6400 mg/L de NaCl, 3500
mg/L NaHCO3, 125 mg/L de NaH2PQO4, 15 mg/L de vermelho fenol e 25 mmol/L de tampéo
HEPES (pH 7,4), suplementado com solu¢édo de vitamina de MEM (Life Technologies). Ap6s
terem sido determinadas as condic¢des de privacdo mais eficazes para o estudo, sendo elas D1
para PANC-1 e NDM para Mia PaCa-2, no tempo de 24h, o fator concentracdo de oxigénio foi
adicionado como caracteristica relevante. Para o estabelecimento de um microambiente
hipéxico, um fluxo circular de 19 L/min de gas nitrogénio e 5 L/min de gas carbonico foi
mantido por 10 minutos em camara de hipdxia (Billupus-Rothenberg) obtendo-se uma
atmosfera com 95% de N2 e 5% de CO2, sendo PO2 menor ou igual a 1%. Deste modo, foi
possivel realizar condi¢cBes simultaneas de privacdo nutricional e hipoxia. As condigdes
experimentais do estudo foram denominadas de acordo com a presenca de oxigénio (N ou H) e
a porcentagem de soro fetal bovino (10, 1 ou 0), sendo quatro para PANC-1 (N10, N1, H10 e
H1) e quatro para Mia PaCa-2 (N10, NO, H10 e HO) (Tabela 5).

Tabela 5. Identificagdo das Condi¢des Experimentais.

Sigla Condicao

N10 Normoxia com DMEN + 10% SFB
N1 Normoxia com DMEN + 1% SFB — PANC-1
NO Normoxia com NDM — Mia PaCa-2

H10 Hipdxia com DMEN + 10% SFB

H1 Hipdxia com DMEN + 1% SFB — PANC-1
HO Hipdxia com NDM — Mia PaCa-2

Fonte: proprio autor.
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3.4 TECNICAS PARA MICROSCOPIA OPTICA

3.4.1 Caracterizacéo do Crescimento 3D

Para a microscopia optica em campo claro, 1 x 10° células foram plaqueadas/suspensas,
em triplicata, em placas de 8 pogos com fundo de lamina. As linhagens foram suspensas em
matriz Geltrex a 33% com a adicdo de concentracBes crescentes de colageno do tipo I,
estabelecendo-se 6 situagdes: cultivo em matriz composta apenas por solucéo de Geltrex a 33%;
cultivo em matriz composta por solugdo de Geltrex a 33% e colageno tipo | a Img/mL; a
2mg/mL; a 3mg/mL; a 4mg/mL; e cultivo em matriz composta apenas por colageno do tipo | &
2mg/mL. A aquisicdo de imagens foi realizada a cada 48 horas, sendo fotografados 10 campos
de cada poco (monoplicata), no aumento de 400x. As imagens foram obtidas através do

Microscépio Invertido Time-Lapse Zeiss Axio Observer.Z1.

3.4.2 Imunofluorescéncia de Cultivo Bidimensional

A imunofluorescéncia foi realizada nas células em monocamada pés transfecgdo com
DNA plasmidial. Apds incubagdo experimental, as células aderidas em laminulas foram fixadas
com uma solucdo de paraformaldeido a 4%, sacarose a 4% e Triton X-100 a 0,6% por 20
minutos a T.A. As células foram entdo lavadas trés vezes com PBS 0,1M pH 7,4 (solucdo de
lavagem) e incubadas por 5 minutos com solu¢do de PBS 0,1M + Tween 20 0,1%. Mais uma
vez, as células foram lavadas 3 vezes com a solucdo de lavagem. Apos, foram incubadas com
solucdo bloqueadora (BSA a 3%, Triton X-100 a 0,8%, em PBS 0,1M pH 7,4) por 1 horaa T.A.
Apbs fixacdo, permeabilizacdo e bloqueio, as células foram incubadas em solucdo de BSA a
1% em PBS 0,1 M pH 7,4 com adicdo dos anticorpos primarios (1:50) e faloidina conjugada a
Alexa 546 ou 647 (Thermo Fisher) por 12-16 horas a 4°C em cdmara Umida. No dia seguinte,
as células foram lavadas trés vezes por 5 minutos com solucdo de lavagem e incubadas em
solucédo de BSA a 1% em PBS 0,1 M pH 7,4 com adicédo de anticorpo secundario conjugado a
Alexa 488, 546 ou 647 (Invitrogen) na diluicdo de 1:2000 e DAPI (Invitrogen) por 1 hora a
T.A. Apos incubacéo, os passos de lavagem foram repetidos e as laminas foram montadas com
meio de montagem a base de glicerol. A imagens foram obtidas no aumento de 400x através do
Microscopio Confocal Upright Zeiss LSM780-NLO.
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3.4.3 Imunofluorescéncia de Cultivo Tridimensional

Para formagcéo dos esferoides, 1 x 10° células foram plaqueadas/suspensas por pogo em
placas de 8 pocos com fundo de lamina. Apos incubacdo experimental, os esferoides foram
fixadas com uma solucédo de paraformaldeido a 4%, sacarose a 4% e Triton X-100 & 0,6%, pré-
aquecida a 37°C, por 20 minutos a T.A. As células foram entdo lavadas trés vezes de 10 minutos
com PBS 0,1M pH 7,4 (solucéo de lavagem) e incubadas por 5 minutos com solugédo de PBS
0,1M + Tween 20 0,1%. Mais uma vez, as células foram lavadas 3 vezes com a solucéo de
lavagem. Apos, foram incubadas com solucdo bloqueadora (BSA a 3%, Triton X-100 a 0,8%,
em PBS 0,1M pH 7,4) por 2 horas a T.A. Apés fixacdo, permeabilizacdo e bloqueio, as células
foram incubadas em solucdo de BSA a 1% em PBS 0,1 M pH 7,4 com adi¢do dos anticorpos
primarios (1:50) e faloidina conjugada a Alexa 546 ou 647 (Thermo Fisher) por 12-16 horas a
4°C em cdmara Umida. No dia seguinte, as células foram lavadas 3 vezes com solucéo de PBS-
Tween 20 a 0,5% por 10 minutos e incubadas em solucdo de BSAa 1% em PBS 0,1 M pH 7,4
com adicdo de anticorpo secundario conjugado a Alexa 488, 546 ou 647 (Invitrogen) na diluicdo
de 1:2000 e DAPI (Invitrogen) por 1 hora a T.A. Apos incubacdo, as células foram lavas 3
vezes PBS-Tween 20 a 0,5% e mais 3 vezes com solucdo de lavagem, por 10 minutos cada. As
laminas foram montadas com meio de montagem a base de glicerol. A imagens foram obtidas

no aumento de 200x através do Microscopio Confocal Upright Zeiss LSM780-NLO.

3.5 TECNICAS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

3.5.1 Fixacgéo e Processamento de Cultura Bidimensional para MET Convencional

Para a realizagdo da MET, 1 x 10° células foram semeadas em placas de 24 pogos com
laminulas redondas de vidro posicionadas no fundo dos mesmos. Apds submissdo das
condigBes experimentais, as células em monocamadas foram fixadas com solucdo de
glutaraldeido 2,5% recém diluido em tampéo cacodilato 0,1M e CaCl2 3mM por 5 minutos a
T.A. seguido por 1 hora no gelo. Apds, as amostras foram lavadas 3 vezes por 2 minutos cada
com tampéo cacodilato 0,1M e CaCl2 3mM no gelo. Em sequéncia, foi realizada a pés-fixacédo
com tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato 0,1M e CaCl2 3mM e 0,8% de ferrocianeto
de potéassio por 30 minutos no gelo e contrastadas com acetato de uranila 2% aquoso (filtrado
antes do uso) overnight a 4°C. Apds 12 — 16 horas, as amostras foram lavadas com agua milliQ

3 vezes por 5 minutos cada em gelo e desidratadas em concentragao crescente de etanol (20%,
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50%, 70%, 80%, 90% e 2x 100%), por 30 minutos cada, no gelo. Foi realizada uma etapa
adicional de etanol 100% a TA por 30 minutos. Em seguida, foi iniciada a embebicdo em resina
Epon e etanol (1:1) a T.A. por 30 minutos sob agitacdo e depois 4 a 5 trocas completas (1 hora
cada, sendo uma delas overnight, pelo menos) de resina Epon pura a T.A. Apos 12h — 16h, foi
trocada a solugdo de resina Epon pura 2 vezes e as amostras permaneceram a 60°C em estufa
controlada por 60 — 72 horas para polimerizacdo completa. Apds polimerizacdo e trimagem dos
blocos, cortes ultrafinos de 70nm foram obtidos no ultramicrotomo Ultracut UCT (Leica
Microsystems), coletados em grades de cobre e contrastados com acetato de uranila aquoso 2%
durante 20 minutos e citrato de chumbo de Reynolds por 10 minutos. Os cortes ultrafinos foram
estudados e micrografados em MET Leo 906-Zeiss do Laboratorio de Microscopia Eletrénica
(LME) do Instituto de Biologia da Unicamp.

3.5.2 Fixagao e Processamento de Cultura Tridimensional para MET Convencional

Para a realizacdo da MET, 5 x 10° células foram suspensas em dois modelos de
composicao de matriz: um composto por Geltrex a 33% com adi¢do de colageno do tipo | e
outro composto apenas por colageno do tipo | a 2mg/mL. Apds formacdo dos esferoides e
submisséo das condicgdes experimentais, os esferoides suspensos na matriz foram fixados com
solucdo de glutaraldeido 2,5% recém diluido em tampao cacodilato 0,1M e CaCl2 3mM por 5
minutos a T.A. seguido por 1 hora no gelo. Apds, as amostras foram lavadas 3 vezes por 2
minutos cada com tampéao cacodilato 0,1M e CaCl2 3mM no gelo. Em sequéncia, foi realizada
a pos-fixacdo com tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato 0,1M e CaCl2 3mM e 0,8%
de ferrocianeto de potéssio por 30 minutos no gelo e contrastadas com acetato de uranila 2%
aquoso (filtrado antes do uso) overnight a 4°C. Apds 12 — 16 horas, as amostras foram lavadas
com agua milliQ 3 vezes por 5 minutos cada em gelo e desidratadas em concentracdo crescente
de etanol (20%, 50%, 70%, 80%, 90% e 2x 100%), por 30 minutos cada, no gelo. Foi realizada
uma etapa adicional de etanol 100% a TA por 30 minutos. Em seguida, foi iniciada a embebicéao
em acetona comecando com solucdo de acetona e etanol (1:1) por 20 minutos, e depois duas
embebic¢des em acetona 100% por 20 minutos cada. As amostras foram embebidas em solugdes
de acetona e resina Epon 3:1, 1:1 e 1:3, a T.A. por 30 minutos sob agitacéo e depois 4 a 5 trocas
completas (1 hora cada, sendo uma delas overnight, pelo menos) de resina Epon pura a T.A.
Ap0s 12h — 16h, foi trocada a solugéo de resina Epon pura 2 vezes e as amostras permaneceram
a 60°C em estufa controlada por 60 — 72 horas para polimerizacdo completa. Apos

polimerizacdo e trimagem dos blocos, cortes ultrafinos de 70nm foram obtidos no
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ultramicrétomo Ultracut UCT (Leica Microsystems), coletados em grades de cobre e
contrastados com acetato de uranila aquoso 2% durante 20 minutos e citrato de chumbo de
Reynolds por 10 minutos. Os cortes ultrafinos foram estudados e micrografados em MET Leo
906-Zeiss do Laboratério de Microscopia Eletronica (LME) do Instituto de Biologia da
Unicamp.

3.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA

3.6.1 Extracéo Proteica de Cultura Bidimensional

As células foram previamente lavadas duas vezes com PBS 1x gelado e lisadas com
tampdo RIPA com 1% de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich). A monocamada foi
removida com o uso de um raspador pequeno, e seus fragmentos inseridos em microtubos de
1,5mL. Em seguida, os microtubos foram incubados em gelo por 30 minutos, sendo
centrifugados a cada 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 20 minutos
a 4°C e o sobrenadante contendo as proteinas foi coletado e armazenado a -20°C por até 1
semana ou -80°C por mais tempo. A quantificacdo de proteinas foi realizada com o kit Pierce®
BCA Protein Assay (Thermo Scientific). Para leitura das amostras, foi utilizado um leitor de
microplacas (Bio-RAD) no comprimento de onda de 595nm.

3.6.2 Extracao Proteica de Cultura Tridimensional

Para que a matriz extracelular fosse desfeita sem provocar o desarranjo dos esferoides,
adicionou-se 1mL de solucdo de PBS-EDTA 5% a 4°C nos poc¢os e misturado delicadamente
com auxilio de pipeta. O contetdo dos pocos foi coletado e centrifugado a 600g por 5 minutos
a 4°C em tubos falcon de 15mL. Esta etapa de lavagem com PBS-EDTA foi repetida por 3 — 4
vezes. Em seguida, os pellets foram transferidos para microtubos de 1,5mL e a extracdo foi

prosseguida de acordo com o item 4.6.1.
3.6.3 Western Blott
As amostras proteicas extraidas foram quantificadas e submetidas a eletroforese vertical

em gel de acrilamida/bisacrilamida. O gel destinado a separacdo molecular contém Tris 0,375M
pH 8,8, SDS 0,1%, acrilamida 10%, persulfato de amonio (APS) 0,03% em N,N,N-tetra-
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metilenodiamina (TEMED, Sigma) enquanto o gel de empilhamento é comporto por TRIS
0,125 M pH 6,8, SDS 0,1%, acrilamida 4%, APS 0,045%, e TEMED. A eletroforese foi
realizada por 2 horas e 30 minutos com voltagem fixa de 100V a T.A. e seguida de transferéncia
molhada para membrana de nitrocelulose (Hydrophobic polyvinililidene difluoride, Amersham
- GE Healthcare Life Sciences), por 30 minutos com amperagem fixa de 4A a 4 °C. Apos o
bloqueio de ligacBes inespecificas com BSA 5% (p/v) em PBS-Tween 0,5%, 1 hora a
temperatura ambiente (T.A.), a membrana foi incubada com os anticorpos primarios diluidos
na solucdo de blogqueio durante 12 — 16 horas sob agitacdo a 4°C. No dia seguinte, procedeu-se
a incubacdo com o anticorpo secundario conjugado a Alexa 488, 546 ou 647 diluido na solugéo
de blogueio por 1 horaa T.A. A revelacdo foi feita no GE Typhoon Trio Plus Imager Scanner

Fluorescence Chemiluminescent Trio+ Pred FLA (GE Healthcare).
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FIGURA 14. Desenho Experimental do Estudo. O estabelecimento do modelo bidimensional de privacao
nutricional para cada linhagem foi confirmado por western blot e microscopia eletrdnica de transmissdo (MET).
Dois modelos de cultivo tridimensional foram selecionados por analise morfoldgica e submetidos as condicfes de
privacdo nutricional, sendo posteriormente avaliadas por MET. Uma vez estabelecidos os modelos bi e
tridimensional mais efetivos para o estudo do fenémeno autofagico, os mesmos foram submetidos a condicGes de
privacdo nutricional associada ou ndo a hipdxia. As consequéncias sobre 0 processo autofagico e expressdo das
galectinas -1 e -3 foram analisadas através de western blot e imunofluorescéncia. O impacto da inibicdo da
expressdo de Gal-3 sobre o fluxo autofagico foi avaliado por western blot. D10 — DMEN + 10% SFB; D1 - DMEN
+ 1% SFB; DO — DMEN; NDM — Nutrient Deprived Medium; M — Matriz; M+C1 — Matriz + Colageno do tipo |
a Img/mL; M+C2 — a 2mg/mL; M+C3 — a 3mg/mL; M+C4 — a 4mg/mL; C — Colageno do Tipo | a 2 mg/mL;
MET - Microscopia eletrénica de transmissdo; W-Blot — Western blot; IF — Imunofluorescéncia; Laranja -
Momentos de privacdo nutricional ; Rosa - Modelo tridimensional escolhido; Azul - Técnicas utilizadas para
obtencéo dos resultados; Estrelas - Principais resultados do estudo.

Cultivo Celular
(PANC-1 e Mia PaCa-2) ’—l

=

Modelo bidimensional
Estabelecimento dos
modelos de
Tempo (horas) > + —> W-Blot " ]
~2h 6h 12h 24n HIPOXIA l :
D10 l :
n - Silenciamento -
—> |V - :
_‘é D1 < IET Transfecg¢io de Gal-3
o
2 o pEGFP-LC3 l
@]
NDM —> MET
IF ,
. W-Blot
l Registro de
autofagia
W-Blot em PANC-1
Registro de
Autofagia em
Mia PaCa-2

*Estabelecimento do
modelo TRIDIMENSIONAL

Tempo (dias)
2 4 6 8 10 12

Modelo *TRIDIMENSIONAL

M .
g - > A #——> W-Blot -
HIPOXIA
MET -

M+C2 p l
M+C3 IF
M+C4

o «> MET

I Registro do
desenvolvimento
Anailise tumoral em PANC-1
" S !Ii.i E-I!'-I_z
Morfolégica

Registro do
desenvolvimento
tumoral e autofagia
em PANC-1 ¢ Mia PaCa-2




70

4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO MODELO TRIDIMENSIONAL

Com o intuito de caracterizar o crescimento tridimensional das linhagens representativas
de tumor pancreatico, PANC-1 e Mia PaCa-2, em modelo de matriz extracelular mimético, as
células foram cultivadas suspensas em matriz composta por quantidades crescentes de colageno
do tipo I (0 @ 4mg/ml). As figuras 1 e 2 exibem os painéis de crescimento, de PANC-1 e Mia
PaCa-2, respectivamente, através dos quais € possivel constatar a formacéo de esferoides em
todas as composic¢Oes de matriz.

Em termos de crescimento, as células PANC-1 formaram maiores esferoides quando
cultivadas em matriz extracelular 33%, com 2mg/ml e 4mg/ml de colageno do tipo | (Fig. 15A6,
C6 e E6, respectivamente). Enquanto ndo houveram diferengas em termos de crescimento
quanto aos esferoides formados por células de Mia PaCa-2 ao final dos 12 dias de cultivo (Fig.
16).

Os esferoides de PANC-1 formados em matriz com adi¢do de colageno a 2mg/ml (Fig.
15C1-C6) apresentaram superficies internas concavas, uma caracteristica frequente para 0s
esferoides de Mia PaCa-2 cultivados em matriz composta apenas por colageno do tipo I. Estes
esferoides, desenvolvidos em matriz composta apenas por colageno a 2mg/ml, apresentaram
um padrdo de organizacao celular distinto, com células alinhadas em fileiras distinguiveis e
justapostas (Fig. 16F5 e 16F6).

No que se refere a complexidade de superficie, foi possivel observar a presenca de
prolongamentos celulares nos esferoides formados em composi¢fes de matriz com maior
concentracdo de colageno (Fig. 15D6, 15E4 - E6, 15F3 - F6 e Fig. 16C4, 16D4-D6, 16E3 —
E6).

Uma vez que os esferoides de PANC-1 apresentaram maiores dimensfes numa
determinada composicdo de matriz e que ambas as linhagens promoveram padrdes de
organizacdo celular distintos com o0 aumento da concentracdo do colageno, dois modelos foram
escolhidos para dar seguimento ao estudo. Os modelos de matriz, e por consequéncia de cultivo
tridimensional, escolhidos foram aquele com adicéo de colageno a 2mg/ml e o formado apenas

por colageno tipo I.
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Figura 15. Estabelecimento de Modelo de Cultivo Tridimensional — PANC-1. Acompanhamento do crescimento
tridimensional da linhagem PANC-1 em matriz extracelular composta por diferentes concentragdes de colageno
tipo 1. O registro das imagens foi realizado a cada 48h a partir do plagueamento, totalizando 12 dias de
experimentagdo. A1-A6) Crescimento dos esferoides em matriz sem adicdo de coldgeno tipo |. B1-B6)
Crescimento dos esferoides em matriz com adigcdo de colageno tipo | na concentracdo 1mg/mL; C1-C6)
Crescimento & 2mg/mL; D1-D6) Crescimento @ 3mg/mL; E1-E2) Crescimento & 4mg/mL; F1-F6) Crescimento

em matriz composta apenas por colageno tipo |1 a 2mg/mL. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
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Figura 16. Estabelecimento de Modelo de Cultivo Tridimensional — Mia PaCa-2. Acompanhamento do
crescimento tridimensional da linhagem Mia PaCa-2 em matriz extracelular composta por diferentes concentragdes
de colageno tipo I. O registro das imagens foi realizado a cada 48h a partir do plaqueamento, totalizando 12 dias
de experimentacdo. A1-A6) Crescimento dos esferoides em matriz sem adi¢do de colageno tipo I. B1-B6)
Crescimento dos esferoides em matriz com adicdo de colageno tipo | na concentracdo 1mg/mL; C1-C6)
Crescimento a 2mg/mL; D1-D6) Crescimento a 3mg/mL; E1-E2) Crescimento a 4mg/mL; F1-F6) Crescimento

em matriz composta apenas por colégeno tipo | a 2mg/mL. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
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42 CARACTERIZACAO DA PRIVACAO NUTRICIONAL NA INDUCAO
AUTOFAGICA

Para determinar as condi¢cdes mais eficazes na promocao do fenémeno autofagico celular
durante as atividades experimentais, as linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2 foram submetidas a
distintos meios de privacdo nutricional por intervalos de tempo especificos. A privacdo de soro
fetal bovino foi realizada de maneira parcial ou total, através da utilizacdo de solucGes de meio
DMEN com adicdo de 1% de SFB (D1) ou sem adi¢cdo (DO), respectivamente. A privacdo
especifica de aminodcidos e glicose foi realizada através do cultivo das linhagens de cancer
pancredtico em nutriente deprived medium (NDM). As duragbes dos cultivos em privacdo
foram de 2, 6, 12 e 24 horas.

A densitometria das bandas de LC3l + LC3II, em referéncia a expressao da proteina
normalizadora (-actina), foi utilizada como pardmetro de mensuracdo do fluxo autofagico
celular. Para PANC-1, a expressdo de LC3 aumentou em duas situagdes experimentais: em DO
durante 2 horas, havendo um aumento de 26% na marcacéo em relacéo ao controle (D10) (Fig.
17A e 17C); e em D1 durante 24 horas, havendo aumento de 33% (Fig. 17B e 17D). O
monitoramento da expressao proteica nas duracdes experimentais ja especificadas possibilitou
a avaliacdo da influéncia da privacdo nutricional sobre a marcacéo das galectinas -1 e -3. Em
PANC-1, o aumento de Gal-3 acompanhou o aumento de LC3 (Fig. 17A e 17B). Nas condi¢cdes
DO (2h) e D1 (24h), estes aumentos foram de 28% e 19%, respectivamente (Fig. 17C e 17D).
A expressao de Gal-1 aumentou consideravelmente nas trés condi¢des de privacdo nutricional,
D1 (3,99 vezes), DO (4,65 vezes) e NDM (4,17 vezes) apos 2 horas de cultivo em relagdo ao
controle D10. No tempo de 6h, a expressdo de Gal-1 nas situacdes de privacdo é semelhante ao
controle, com excecdo da expressdo em NDM, que diminui 0,87 vez (Fig. 17A e 17C). Com 12
horas de privacdo nutricional, a expressdo de Gal-1 apresenta aumento nas condi¢des D1 (0,34
vez), DO (0,33 vez) e NDM (0,21 vez). Ap6s 24 horas, PANC-1 apresenta uma diminuic¢éo na
expressdo de Gal-1 em D1 (0,60 vez), em contraste a expressao de LC-3, além de DO (0,99 vez)
e NDM (0,21 vez), todos em referéncia ao controle D10 (Fig. 17B e 17D).

Para Mia PaCa-2, o aumento na expressdo de LC3 ocorreu em todas as condigdes de
privacdo nutricional, mas ndo em todas as duragdes experimentais. A manutencdo do aumento
na expressao do fator autofagico foi observada apenas na condicdo NDM, a partir das 6 horas
de incubacdo. Nesta condicdo, houve aumento de 0,40 vez na expressédo de LC3 em 24h de
cultivo (Fig. 18A — 18D). O aumento de Gal-3 ocorreu nas trés situagGes de privacdo
nutricional, D1 (0,48 vez), DO (0,64 vez) e NDM (0,78 vez), apos 12 horas de cultivo.
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Entretanto, apenas nas condi¢des D1 (0,29 vez) e DO (0,25 vez) a expressao de Gal-3 permanece
maior) no tempo de 24h (Fig. 18B e 18D). Todas as varia¢des foram analisadas em relagéo ao
controle D10. A submissdo de Mia PaCa-2 a privacao nutricional na condicdo NDM provocou
aumento da expressdo de Gal-1 nos tempos de 6h (6,08 vezes) e 24h (2,84 vezes). Outros
aumentos foram observados nas condi¢Bes D1 (0,98 vez) e DO (0,54 vez) ap6s 6 horas; D1
(0,36 vez) apds 12 horas; e DO (0,55 vez) ap6s 24 horas. Diminui¢6es na expressdo de Gal-1
foram observadas nas condi¢des DO (0,22 vez) e NDM (0,28 vez) apés 2 horas de privagéo e
DO (0,31 vez) ap6s 12 horas de privacdo, em relacdo ao controle D10 de cada tempo
experimental (Fig. 18A-18F).

Em ambas as linhagens, houve aumento da expressdo de LC3 na condi¢do DO ap6s 2
horas de privacdo. Aumento de Gal-3 foi observado nas condi¢cdes DO e D1 na duracdo de 24
horas e aumento de Gal-1 na condi¢do D1 apo6s 24 horas, também em ambas as linhagens.
Baseando-se no perfil de expressdo de LC3 por PANC-1 e Mia PaCa-2 ap0s 24 horas de
privacdo nutricional, as condi¢gdes D1 e NDM foram escolhidas para indugdo da autofagia nos

experimentos subsequentes com as respectivas linhagens.
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Figura 17. Caracterizacdo da Privacdo Nutricional — PANC-1. Avaliacdo da modulacdo dos marcadores

autofagicos e das galectinas -1 e -3, na linhagem PANC-1, submetida a diferentes condi¢Ges de privacao de

nutrientes. A e B) MarcagGes proteicas apds incubacdo das células durante 2 e 6 horas, e 12 e 24 horas,

respectivamente. C e D) Densitometrias das bandas referentes as marcacoes de Gal-3 em comparagdo a LC3 nas

duracdes experimentais de 2h e 6h, e 12h e 24h, respectivamente. E e F) Densitometrias das bandas referentes as

marcacles de Gal-1 em comparacdo a LC3 nas duracBes experimentais de 2h e 6h, e 12h e 24h, respectivamente.
D10 - solugdo de DMEN contendo 10% de SFB; D1 — solugédo de DMEN contendo 1% de SFB; DO — solucéo de
DMEN sem adicdo de SFB; NDM - nutrient-deprived médium; HT — HT1080, linhagem de cancer de colon e
controle positivo para a marcacéo de LC3.
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Figura 18. Caracterizacdo da Privacdo Nutricional — Mia PaCa-2. Avaliacdo da modulacdo de marcadores
autofagicos e das galectinas -1 e -3, na linhagem Mia PaCa-2, submetida a diferentes condicdes de privacdo de
nutrientes. A e B) marcagBes proteicas ap6s incubacdo das células durante 2 e 6 horas, e 12 e 24 horas,
respectivamente. C e D) densitometrias das bandas referentes as marcacdes de Gal-3 em comparacédo a LC3 nas
duracdes experimentais de 2h e 6h, e 12h e 24h, respectivamente. E e F) densitometrias das bandas referentes as
marcacles de Gal-1 em comparacdo a LC3 nas duracBes experimentais de 2h e 6h, e 12h e 24h, respectivamente.
D10 - solugdo de DMEN contendo 10% de SFB; D1 — solugédo de DMEN contendo 1% de SFB; DO — solucéo de
DMEN sem adicdo de SFB; NDM - nutrient-deprived médium; HT — HT1080, linhagem de cancer de colon e

controle positivo para a marcacéo de LC3.
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4.3 DETERMINACAO DO MODELO TRIDIMENSIONAL E COMPROVACAO DA
INDUCAO AUTOFAGICA

Neste momento, objetivou-se: comprovar a inducdo autofagica em cultura bidimensional,
a partir das condigdes de privacdo determinadas por western blot; e determinar o modelo de
composicdo de matriz extracelular que seria mais efetivo em possibilitar simultaneamente a
formacéo dos esferoides, a partir das linhagens de tumor pancreatico, e a indugdo autofagica
nas mesmas condicdes de privacdo testadas no modelo bidimensional.

Para isto, as linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2 foram submetidas ao cultivo em privacao
nutricional por 24h nas condigdes D1 e NDM, respectivamente. Em seguida, a quantificacdo
dos vacuolos autofagicos iniciais (AVis), vacuolos autofagicos de degradacdo (AVds) e
lisossomos por microscopia eletrénica de transmissdo permitiu a verificacdo da inducédo
autofagica nos modelos de cultivo bi e tridimensional.

No cultivo bidimensional foi possivel realizar a quantificacdo de organelas relacionadas
a autofagia em 9 campos aleatorios dos cortes para ambas as linhagens. Tanto em PANC-1,
guanto em Mia PaCa-2, a diferenca entre as quantidades mediadas de AVis+AVds e lisossomos
nas células privadas e ndo-privadas de nutrientes foi estatisticamente significativa (Fig. 19A e
19B).

Em D1, PANC-1 apresentou uma mediana de AVis+AVds (9,00 IQR 14,50 — 4,50) e
lisossomos (5,00 IQR 11,00 — 2,50) maior em comparac¢do a D10, cujas quantidades medianas
foram de 1,50 (IQR 4,50 — 0,00) e 3,00 (IQR 4,00 — 0,00), respectivamente. Tais diferencas
foram estatisticamente significativas com os respectivos p = 0,0035 e p = 0,0461 (Fig. 19C e
19D). Para Mia PaCa-2 também houve aumento da presenca de AVis+AVds (10,00 IQR 12,00
—8,00) e lisossomos (5,00 IQR 8,50 — 2,00) em NDM. Em D10, a quantidade de AVis+AVds
foi menor e igual a 7,00 (IQR 8,00 — 4,00) e lisossomos igual a 1,00 (IQR 2,00 — 0,00), sendo
as diferencas significativas e com p = 0,0362 e p = 0,0029 (Fig. 19E e 19F).

Dois modelos de composi¢do de matriz foram avaliados quanto a inducéo autofagica e
em ambos houveram diferencas na quantidade de vacutolos autofagicos.

O primeiro modelo de cultivo tridimensional é formado por uma matriz com adigéo de
colageno do tipo I a 2mg/mL. Neste modelo foi possivel realizar a quantificacdo de organelas
relacionadas a autofagia em 9 campos aleatdrios dos cortes para ambas as linhagens (Fig. 20A
e 20B). Para PANC-1, as quantidades medianas de AVis+AVds e lisossomos em D1 foram
iguais a 15,00 (IQR 20,75 —12,75) e 17,00 (IQR 29,25 — 4,75), respectivamente. Enquanto em
D10, as medianas de AVis+AVds e lisossomos foram iguais a 10,00 (IQR 11,00 —5,00) e 2,00
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(IQR 3,00 — 1,00), respectivamente. Tais aumentos em D1 foram estatisticamente
significativos, com os respectivos p = 0,0166 e p = 0,0012 (Fig. 20C e 20D). Para Mia PaCa-2
0 aumento em D1 se repete e as medianas de AVis+AVds e lisossomos em NDM foram iguais
a 15,00 (IQR 19,00 — 10,00) e 6,00 (IQR 11,00 — 4,00). Em D10, as medianas de AVis+AVds
e lisossomos foram iguais a 4,00 (IQR 8,75 — 3,00) e 2,50 (IQR 4,00 — 1,00). Os aumentos em
NDM foram estatisticamente significativos, com os respectivos p = 0,0002 e p = 0,0434 (Fig.
20E e 20F).

O segundo modelo de cultivo tridimensional é formado por matriz composta apenas de
colageno do tipo | & 2mg/mL. Neste modelo, foi possivel realizar a quantificagdo de organelas
relacionadas a autofagia em 9 campos randdémicos dos cortes para PANC-1 e 4 campos dos
cortes para Mia PaCa-2 (Fig. 21A e 21B). Para PANC-1, as quantidades medianas de
AVis+AVds e lisossomos em D1 foram iguais a 15,00 (IQR 22,00 — 14,00) e 9,00 (IQR 14,00
—5,00), respectivamente. Enquanto em D10, as medianas de AVis+AVds e lisossomos foram
iguais a 8,00 (IQR 12,00 — 5,50) e 9,00 (IQR 9,50 — 0,50), respectivamente. Como descrito,
PANC-1 apresentou aumento da quantidade de vacutolos autofagicos em D1 (p = 0,0122) mas
ndo houve variacao significativa referente a contagem de lisossomos (p = 0,1813) (Fig. 21C e
21D). Para Mia PaCa-2, as medianas de AVis+AVds e lisossomos em NDM foram iguais a
66,50 (IQR 113,50 — 24,75) e 12,00 (IQR 18,75 — 7,50). Em D10, as medianas de AVis+AVds
e lisossomos foram iguais a 13,00 (IQR 17,75 - 6,00) e 13,00 (IQR 24,75 — 6,50). Assim como
PANC-1, Mia PaCa-2 apresentou aumento da quantidade de vacuolos autofagicos em NDM (p
= 0,0286) mas ndo houve variacdo significativa referente a contagem de lisossomos (p =
0,9714) (Fig. 21E e 21F).

Dois modelos de composi¢do de matriz para cultivo tridimensional foram avaliados
guanto a reproducdo da inducdo autofagica observada em cultura bidimensional. Em ambos 0s
modelos, a quantidade mediana de AVis+AVds, nas condi¢cdes de privacdo nutricional, foi
maior que no modelo bidimensional.

Nos resultados obtidos com ambas as linhagens de cancer pancreatico, os esferoides que
cresceram em matriz com adicdo de colageno a 2mg/mL apresentaram maior diferenca na
contagem das organelas autofégicas, quando comparamos a situacdo de privacdo e controle.

Portanto, este modelo de matriz extracelular foi escolhido para as atividades subsequentes.
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Figura 19. Organizacdo Celular Autofagica — Cultivo Bidimensional. Microscopia eletrdnica de transmisséo das
linhagens de cancer pancreatico, submetidas a privagdo nutricional por 24 horas. A1) PANC-1 cultivada em
solucéo de meio DMEN com 10% de SFB (D10). A2) PANC-1 cultivada em solucdo de DMEN com 1% de SFB
(D1). B1) Mia PaCa-2 cultivada em soluc¢éo de meio DMEN com 10% de SFB (D10). B2) Mia PaCa-2 cultivada
em solucdo de meio NDM (NDM). C e E) Diferenga significativa entre as quantidades medianas de organelas
autofagicas em 9 campos aleatérios de PANC-1 e Mia PaCa-2, respectivamente. D e F) Diferenca significativa

entre as quantidades medianas de lisossomos em 9 campos aleatérios de PANC-1 e Mia PaCa-2, respectivamente.

Flechas brancas — AVis, vacUolos autoféagicos iniciais; Flechas pretas — Lisossomos; Flechas pretas vasadas —
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Figura 20. Organizagdo Celular Autofdgica — Cultivo Tridimensional I. Microscopia eletrdnica de transmissdo
dos esferoides formados pelas linhagens de cancer pancreatico, submetidos a privagdo nutricional por 24 horas.
Neste modelo, os esferoides cresceram em matriz extracelular com adicéo de colageno tipo | a 2mg/mL. Al)
PANC-1 cultivada em solugdo de meio DMEN com 10% de SFB (D10). A2) PANC-1 cultivada em solugdo de
DMEN com 1% de SFB (D1). B1) Mia PaCa-2 cultivada em solugdo de meio DMEN com 10% de SFB (D10).
B2) Mia PaCa-2 cultivada em solucéo de meio NDM (NDM). C e E) Diferenca significativa entre as quantidades
medianas de organelas autofigicas em 9 campos aleatérios de PANC-1 e Mia PaCa-2, respectivamente. D e F)
Diferenca significativa entre as quantidades medianas de lisossomos em 9 campos aleatérios de PANC-1 e Mia

PaCa-2, respectivamente. Flechas brancas — AVis, vaclolos autofagicos iniciais; Flechas pretas — Lisossomos;

Flechas pretas vasadas — AVds — vacUolos autofagicos de degradacéo.
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Figura 21. Organizacdo Celular Autofagica — Cultivo Tridimensional 11. Microscopia eletrdnica de transmissdo
dos esferoides formados pelas linhagens de cancer pancreatico, submetidos a privagéo nutricional por 24 horas.
Neste modelo, os esferoides cresceram em matriz composta apenas por colageno tipo | a 2mg/mL. Al) PANC-1
cultivada em solugdo de meio DMEN com 10% de SFB (D10). A2) PANC-1 cultivada em solucdo de DMEN com
1% de SFB (D1). B1) Mia PaCa-2 cultivada em solucéo de meio DMEN com 10% de SFB (D10). B2) Mia PaCa-
2 cultivada em solucdo de meio NDM (NDM). C e E) Diferenca significativa entre as quantidades medianas de
organelas autofagicas em 9 campos aleatorios de PANC-1 e 4 de Mia PaCa-2, respectivamente. D e F) Diferenca
entre as quantidades medianas de lisossomos em 9 campos aleatérios de PANC-1 e Mia PaCa-2, respectivamente.
Flechas brancas — AVis, vacUolos autofégicos iniciais; Flechas pretas — Lisossomos; Flechas pretas vasadas —

AVds — vacuolos autofagicos de degradacéo.
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4.4 CARACTERIZACAO DO FENOMENO AUTOFAGICO NO MICROAMBIENTE
HIPOXICO E PRIVADO DE NUTRIENTES

Para compreender o impacto da hipoxia sobre a autofagia e a expressdo das galectinas -1
e -3, as linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2 foram submetidas & atmosfera com porcentagem de
oxigénio menor ou igual a 1% durante 24 horas em associa¢do ou ndo ao cultivo em privacao
nutricional. Ambos os modelos, bi e tridimensional, foram avaliados.

As condicdes experimentais sdo, nesta e nas sec¢des seguintes, denominadas N10 —
normoxia + solucdo de DMEN com 10% de SFB; N1 (PANC-1) — normoxia + solugdo de
DMEN com 1% de SFB; NO (Mia PaCa-2) — normoxia + NDM; H10 - hipoxia + solucdo de
DMEN com 10% de SFB; H1 (PANC-1) — normdxia + solu¢cdo de DMEN com 1% de SFB; HO
(Mia PaCa-2) — hipoxia + NDM.

Inicialmente, com a finalidade de comprovar o estabelecimento de um microambiente
hipoxico, as células PANC-1 e Mia PaCa-2 foram submetidas & hipoxia em cultivo
bidimensional durante 24 horas e a expressdo de HIF-1a foi avaliada. A manuten¢do sob
hipdxia provocou um aumento na expressao de HIF-1a de 2,42 vezes para PANC-1 e 3,19 vezes
para Mia PaCa-2 (Fig. 22A e 22B).

No modelo bidimensional e em ambas as linhagens pode se observar o estimulo
provocado pela hipoxia sobre o fendmeno autofagico. Houve aumento da expressdo de LC3 nas
condic¢des H10 (0,14 vez) e H1 (0,73 vez) para PANC-1, e H10 (0,46 vez) e HO (0,53 vez) para
Mia PaCa-2 em referéncia aos respectivos controles (Fig. 22C, 22E e 22G).

No modelo bidimensional, a expressao de Gal-3 em PANC-1 aumentou 0,21 vez e 0,51
vez nas condi¢des N1 e H1, enquanto ndo houve alteragdo em H10. A expresséo de Gal-3 em
Mia PaCa-2 diminuiu 0,32 vez, enquanto ndo houveram alteracGes nas condi¢cbes NO e HO em
relacdo ao controle N10 (Fig. 22C e 22E). A expressao de Gal-1 em PANC-1 diminuiu 0,32
vez em N1 e aumentou 0,20 e 0,73 vez em H10 e H1, em relacdo controle N10. Em Mia PaCa-
2, a expressdo de Gal-1 aumentou em todas as condicdes, sendo 3,47 vezes em NO, 2,21 vezes
em H10 e 2,51 vezes em HO, em referéncia ao controle N10 (Fig. 22C e 22G).

Nota-se que estes resultados refletem e comprovam aqueles obtidos no momento da
escolha do modelo de privacdo nutricional. Quanto a expressdo de Gal-3 acompanha os niveis
de LC3 em PANC-1 e 0 mesmo ocorre na relacdo Gal-1/LC3 em Mia PaCa-2.

Os resultados obtidos com o modelo tridimensional ndo refletiram aqueles encontrados
na cultura bidimensional. Ndo houveram aumentos na expressdo de LC3 nas condigOes de

privacdo nutricional isoladas, N1 para PANC-1 e NO para Mia PaCa-2, e ainda em H1 para
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PANC-1. Um aumento de 0,85 vez de LC3 ocorre em PANC-1 na condi¢do H10. Nas demais
condices, a expressao de LC3 encontra-se diminuida para ambas as linhagens. Para PANC-1,
a expressdo de LC3 diminui 0,31 vez em N1. Para Mia PaCa-2, a expressdo de LC3 diminui
0,26 vez em NO, 0,39 em H10 e 0,60 em HO, em referéncia ao controle N10 (Fig. 22D, 22F e
22H).

Para PANC-1, a expresséo de Gal-3 aumentou 0,30 vez em H10 e 0,12 vez em H1, néo
havendo alteragdes em N1, em relacédo ao controle N10. Em Mia PaCa-2, a expressdo de Gal-3
aumenta 0,23 vez em NO, e diminui 0,24 vez e 0,68 vez em H10 e HO, respectivamente, em
referéncia ao controle N10 (Fig. 22D e 22F). A expressdo de Gal-1 também apresentou um
padrdo distinto daquele observado na cultura bidimensional. Em PANC-1, assim como LC3 e
Gal-3, a expressdo de Gal-1 aumentou 0,75 vez na condi¢do H10. Em N1 e H1, a expressdo de
Gal-1 diminuiu 0,22 vez e 0,17 vez, respectivamente, em relacdo ao controle N10. Para Mia
PaCa-2, a expressdo de Gal-1 diminuiu em todas as situagdes experimentais, 0,09 vez em NO,
0,27 vez em H10 e 0,65 vez em HO, em relagéo ao controle N10 (Fig. 22D e 22H).

No modelo bidimensional, a expressdo de Gal-3 aumenta na condicdo de hipdxia e
privacao para PANC-1 mas ndo se altera em Mia PaCa-2. Destaca-se 0 aumento de Gal-1 para
a condicdo simultanea de privacao nutricional e hipdxia nas duas linhagens, H1 em PANC-1, e
HO em Mia PaCa-2. A expressdo de Gal-1 é contréria entre as duas linhagens na condigédo
nutricional isolada, diminuindo em N1 para PANC-1 e aumentando em NO para Mia PaCa-2.
No modelo tridimensional, a condi¢do de hipodxia isolada H10 é determinante para 0 aumento
da expressdo de Gal-3 e Gal-1 em PANC-1. Em Mia PaCa-2 a diminuicdo das duas proteinas,

Gal-3 e Gal-1, assim como de LC3, ocorre em HO.
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Figura 22. Formacdo de Modelo Mimético do Microambiente Tumoral Pancreético. Analise da modulagdo de

marcadores autofagicos e das galectinas -1 e -3 mediante cultivo das linhagens pancreaticas em atmosfera hipdxica

associada ou ndo a privagao nutricional. A) Expressdo de HIF-1a nas linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2 ap6s

incubacdo em hipdxia durante 24h. B) Densitometria das bandas de HIF-1a apds normalizagéo com B-actina. C e

D) Expresséo dos fatores autofagicos e das galectinas -1 e -3 nas linhagens alvo ap6s cultivo bi e tridimensional,

respectivamente, sob privacao nutricional em combinacédo, simultdnea ou ndo, com hipdxia. E e F) Densitometrias

das bandas referentes as marcac@es de Gal-1 em comparacdo a LC3 em ambos os modelos de cultivo. G e H)

Densitometrias das bandas referentes as marcacdes de Gal-3 em comparacdo a LC3 em ambos os modelos de
cultivo. N10 — norméxia + solugcdo de DMEN com 10% de SFB; N1 (PANC-1) — normoxia + solucdo de DMEN
com 1% de SFB; NO (Mia PaCa-2) — normdxia + NDM; H10 - hipéxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; H1
(PANC-1) — hipdxia + solugdo de DMEN com 1% de SFB; HO (Mia PaCa-2) — hipdxia + NDM.
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45 IMUNOMARCACAO NO MICROAMBIENTE MIMETICO

Com a finalidade de observar o padrdo de expressdo proteica e localizacdo celular das
galectinas -1 e -3 nos modelos bi e tridimensional de cultivo, as imunofluorescéncias de PANC-
1 e Mia PaCa-2 foram analisadas por microscopia confocal. Ambas as linhagens foram
submetidas ao cultivo nas condic¢@es de privacdo nutricional associadas ou ndo a hipdxia.

No modelo de cultivo bidimensional, a visualizacdo de LC3 ocorre devido a transfeccao
com DNA plasmidial pEGFP-LC3 (Fig. 23-26). Nas condi¢des de privacdo nutricional N1
(PANC-1) e NO (Mia PaCa-2) e possivel visualizar uma maior quantidade de vacuolos
fluorescentes devido ao acumulo de LC3 nas organelas autofagicas. Esta organizagdo
subcelular corrobora os achados na microscopia eletronica. Nestas mesmas condicfes, a
expressao de Gal-3 se torna mais visivel, especialmente para PANC-1, refletindo o padrao de
expressao proteica encontrado através do western blot (Fig. 23B1, 24B1, 25B1e 26B1).

A expressdo de Gal-1 apresenta um padrdo citoplasmatico menos visivel quando
comparado a Gal-3, devido a baixa expressdo celular desta proteina. Para Mia PaCa-2, nas
condicdes de privacao nutricional N1 e associada a hipdxia H1, o padrdo de expressao de Gal-
1 aparenta se tornar também nuclear (Fig. 25B2 e 26D2). Para PANC-1 em H1, ha uma
modificagcdo na expressdo/organizacao de F-actina, marcada com faloidina, a qual deixa de ser
citoplasmatica periférica e se torna difusa no citoplasma (Fig. 23D4, 24D4, 25D4 e 26DA4).

Né&o foi observado um padrdo de sobreposicédo especifico das proteinas LC3 e Gal-3 ou
LC3 e Gal-1, indicando que estas galectinas ndo participam diretamente da composic¢éo fisica
das organelas autofagicas. Todas as células transfectadas com pEGFP-LC3 apresentaram a
expressao citoplasmatica de Gal-3 e Gal-1, ndo havendo um padrdo excludente ou inibitdrio de
expresséo.

No modelo tridimensional, a marcacdo de LC3 foi feita com a utilizacdo de anticorpo
policlonal anti-LC3. Devido ao desenvolvimento dos esferoides inseridos numa matriz densa,
ndo é possivel observar a expressdo das proteinas marcadas com a mesma resolugdo em
comparacdo ao modelo bidimensional. As expressdes das proteinas LC3, Gal-3 e Gal-1
apresentam o0 mesmo padrdo citoplasmatico encontrado no cultivo em monocamada, para
ambas as células PANC-1 e Mia PaCa-2 (Fig. 27 - 30).

A expressdo de Gal-3 na linhagem Mia PaCa-2 se torna mais visivel na condi¢cdo NO,
resultado semelhante ao encontrado no western blot do modelo tridimensional e na

imunofluorescéncia  bidimensional (Fig. 28B2). Além disso, a alteracdo da
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expressdo/organizacao de F-actina em PANC-1 sob H1, também se repete nos esferoides (Fig
27D4 e 28B4).
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Figura 23. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-3 e LC3 - Cultivo Bidimensional de PANC-1. Microscopia confocal para avaliacdo da comarcacdo de LC3 e Gal-3 em
imunofluorescéncia de PANC-1. As células sofreram transfecgdo com DNA plasmidial pPEGFP-LC3 e submetidas ao modelo bidimensional de cultivo com privacéo nutricional
associada ou ndo a hipoxia durante 24h. N10 — normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; N1 — normoxia + solugdo de DMEN com 1% de SFB; H10 - hipdxia + solugdo

de DMEN com 10% de SFB; H1 — hipdxia + solu¢do de DMEN com 1% de SFB. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
LC3 Gal-3 DAPI Faloidina 647 Merge Recorte
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Figura 24. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-3 e LC3 - Cultivo Bidimensional de Mia PaCa-2. Microscopia confocal para avaliacdo da comarcacdo de LC3 e Gal-3 em
imunofluorescéncia de Mia PaCa-2. As células sofreram transfeccdo com DNA plasmidial pEGFP-LC3 e submetidas ao modelo bidimensional de cultivo com privagao

nutricional associada ou ndo a hipdxia durante 24h. N10 — normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; NO — normoxia + solugdo de NDM; H10 - hipoxia + solugdo de

DMEN com 10% de SFB; HO — hipoxia + solugdo de NDM. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
LC3 Gal-3 DAPI Faloidina 647 Merge Recorte
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Figura 25. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-1 e LC3 - Cultivo Bidimensional de PANC-1. Microscopia confocal para avaliacdo da comarcacdo de LC3 e Gal-1 em

imunofluorescéncia de PANC-1. As células sofreram transfecgdo com DNA plasmidial pPEGFP-LC3 e submetidas ao modelo bidimensional de cultivo com privagéo nutricional

associada ou ndo a hipoxia durante 24h. N10 — normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; N1 — normoxia + solugdo de DMEN com 1% de SFB; H10 - hipdxia + solugdo

de DMEN com 10% de SFB; H1 — hipdxia + solu¢do de DMEN com 1% de SFB. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
LC3 Gal-1 DAPI Faloidina 546 Merge Merge

N10

N1

H1
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Figura 26. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-1 e LC3 - Cultivo Bidimensional de Mia PaCa-2. Microscopia confocal para avaliacdo da comarcacdo de LC3 e Gal-1 em
imunofluorescéncia de Mia PaCa-2. As células sofreram transfeccdo com DNA plasmidial pEGFP-LC3 e submetidas ao modelo bidimensional de cultivo com privagao
nutricional associada ou ndo a hipdxia durante 24h. N10 — normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; NO — normoxia + solugdo de NDM; H10 - hipoxia + solugdo de

DMEN com 10% de SFB; HO — hipoxia + solugdo de NDM. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
LC3 Gal-1 DAPI Faloidina 546 Merge Merge
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Figura 27. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-3 e LC3 - Cultivo Tridimensional de PANC-1. Microscopia confocal para avaliacdo da comarcacdo de LC3 e Gal-3 em

imunofluorescéncia de PANC-1. As células foram submetidas ao modelo tridimensional de cultivo com privagdo nutricional associada ou ndo a hipoxia durante 24h. N10 —
normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; N1 — normédxia + solugdo de DMEN com 1% de SFB; H10 - hipoxia + solu¢do de DMEN com 10% de SFB; H1 — hipoxia +

solucdo de DMEN com 1% de SFB. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
LC3 Gal-3 DAPI Faloidina 647 Merge Merge
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Figura 28. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-3 e LC3 - Cultivo Tridimensional de Mia PaCa-2. Microscopia confocal para avaliagdo da comarcacdo de LC3 e Gal-3 em
imunofluorescéncia de Mia PaCa-2. As células foram submetidas ao modelo tridimensional de cultivo com privagao nutricional associada ou ndo a hipdxia durante 24h. N10 —
normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; NO — norméxia + NDM; H10 - hipo6xia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; HO — hip6xia + NDM. Todas as imagens foram

obtidas no aumento de 400x.
LC3 Gal-3 DAPI Faloidina 647 Merge Merge
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Figura 29. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-1 e LC3 - Cultivo Tridimensional de PANC-1. Microscopia confocal para avaliacdo da comarcacdo de LC3 e Gal-1 em
imunofluorescéncia de PANC-1. As células foram submetidas ao modelo tridimensional de cultivo com privagao nutricional associada ou ndo a hipoxia durante 24h. N10 —
normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; N1 — normdxia + solugdo de DMEN + 1% de SFB; H10 - hipoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; H1 — hipoxia +

solugdo de DMEN + 1% de SFB. Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
LC3 Gal-1 DAPI Faloidina 546 Merge Merge
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Figura 30. Avaliacdo da Localizacdo Celular de Gal-1 e LC3 - Cultivo Tridimensional de Mia PaCa-2. Microscopia confocal para avaliagdo da comarcacdo de LC3 e Gal-1 em

imunofluorescéncia de Mia PaCa-2. As células foram submetidas ao modelo tridimensional de cultivo com privagao nutricional associada ou ndo a hipéxia durante 24h. N10 —

normoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; NO — normoéxia + solugdo de NDM; H10 - hipoxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; HO — hipdxia + solugéo de NDM.
PANC-1

Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.
DAPI Faloidina 546 Merge Merge
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46 IMPACTO DA INIBICAO DE GAL-3 SOBRE O FLUXO AUTOFAGICO DO
CANCER PANCREATICO

Com o intuito de compreender a influéncia de Gal-3 para o fluxo autofagico tumoral
pancreatico, as linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2 foram transfectadas com siRNA de Galectina-
3 e submetidas as condicOes de privacdo nutricional associadas ou ndo a hipdxia. Este ensaio
de inibicdo da traducdo proteica foi realizado para ambas as linhagens no modelo
bidimensional.

Inicialmente, as células PANC-1 e Mia PaCa-2 foram submetidas a transfeccdo com
siRNA para Gal-3, e para comprovar o silenciamento especifico e eficaz, a expressao de Gal-3
foi avaliada. A transfeccdo com o SiRNA provocou a inibicdo de Gal-3, diminuindo sua
expressdo em 0,50 vez em PANC-1 e 0,70 vez em Mia PaCa-2 (Fig. 31A e 31B).

Uma vez tendo a Gal-3 sido silenciada, as células foram submetidas as condicdes de
privacao nutricional, especificas para cada linhagem, em simultaneidade ou ndo com a hipoxia
por 24 horas. Para uma andlise mais sensivel e especifica do fluxo autofégico, a influéncia do
silenciamento de Gal-3 sobre a expressdo de LC3 foi avaliada de duas formas: através da
densitometria das bandas de LC3 11, e através da razdo entre as densitometrias de LC3Il e LC3l,
em ambas as situacdes comparando as condicdes de silenciamento e controle.

Para PANC-1, houve diminuicdo da expressao de LC-3I1 nas condigdes transfectadas N10
(0,07 vez), N1 (0,11 vez) e H10 (0,04 vez) em relacdo as expressdes nas mesmas condi¢fes ndo
silenciadas. Apenas na condicdo H1, houve aumento de 0,14 vez. Em Mia PaCa-2, o
silenciamento de Gal-3 provocou diminuicdo da expressao de LC3I1 em todas as condi¢des em
comparagdo aos pares ndo silenciados. A expressdo de LC3II diminui 0,04 vez em N10, 0,11
vez em NO, 0,25 vez em H10 e 0,16 em HO (Fig. 31C — F).

Quando o fluxo autofagico foi avaliado através da razdo LC3I1/LC3l, resultados distintos
foram obtidos. Para PANC-1, houve aumento da razdo nas condi¢Ges N10 (0,16 vez) e N1 (0,23
vez) e diminui¢do nas condi¢des H10 (0,08 vez) e H1 (0,33 vez). Para Mia PaCa-2, houveram
diminuicdes do valor da razéo nas condi¢des N10 (0,30 vez) e HO (0,40 vez), mas nas condicoes
NO e H10, os valores aumentaram 0,58 e 0,40 vez, respectivamente. Todos os valores de
expressdo sdo apresentados em relagéo aos pares néo silenciados (Fig. 31C e D, e Fig. 31G e
H).

Entretanto, as variag6es nos valores da razéo LC311/LC3I em todas condi¢Ges ocorreu em

detrimento das variacdes na densidade das bandas de LC3I e ndo de LC3II, que se mantem
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menor na maioria das condi¢des. Quando h4 aumentos nos valores da razdo LC3II/LC3l, isto
se deve a diminuigdo de LC3I e ndo ao aumento de LC3lII, e o0 inverso também ocorreu.
Portanto, os resultados indicam que a inibicdo de Gal-3 provocou diminuicdo do fluxo

autofagico independente dos estimulos do microambiente, privacao nutricional e hipdxia.
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Figura 31. Impacto da Inibicdo de Galectina-3 na Autofagia. Comprovacdo do silenciamento de Gal-3 nas
linhagens de cancer pancreatico e analise das alteracBes na marcacdo de LC3 ap6s o silenciamento. As células
foram cultivadas em modelo bidimensional sob privagéo nutricional associada ou ndo a hipéxia. A) Marcacédo de
Gal-3 nas linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2, respectivamente, apds silenciamento em comparacdo com controle.
B) Densitometria das bandas de Gal-3 ap6s normalizagdo com B-actina. C e D) Marcacdo de Gal-3 e LC3 nas
linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2, respectivamente, ap0s silenciamento de Gal-3 e posterior privacdo nutricional
em combinacéo, simultanea ou ndo, com hipdxia. E e F) Densitometrias das bandas referentes as marcacGes de
Gal-3 em comparagdo a LC3II. G e H) Densitometrias das bandas referentes as marcagdes de Gal-3 em comparagao
arazdo LC3II/1. N10 — normdxia + solugdo de DMEN com 10% de SFB; N1 (PANC-1) — normdxia + solucdo de
DMEN com 1% de SFB; NO (Mia PaCa-2) — norméxia + NDM; H10 - hip6xia + solucdo de DMEN com 10% de
SFB; H1 (PANC-1) — normoxia + solucdo de DMEN com 1% de SFB; HO (Mia PaCa-2) — hipdxia + NDM; Ctr —
Controle; siGal-3 — siRNA Gal-3.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho, ao buscar esclarecer se as galectinas -1 e -3 séo importantes para o
fendmeno autofagico, caracteriza a expressdo das mesmas num microambiente mimético
formado por fatores determinantes para a selecdo natural de células tumorais resistentes. Ao
estabelecer um microambiente com tumores de estrutura tridimensional crescendo cercados por
matriz extracelular de composicéo fidedigna, sob privagdo nutricional e hipdxia, o estudo acaba
por apresentar carater inédito, inovador e comparativo.

A experimentacdo de condigdes de starving distintas, possibilitou a determinacéo de dois
modelos privados de nutrientes, especificos para PANC-1 e Mia PaCa-2, eficazes em promover
0 aumento do marcador autofadgico LC3. A anélise deste modelo através de microscopia
eletrbnica de transmissdo, comprovou o aumento da formacdo de organelas autofagicas nas
situacbes de privacdo nutricional. Uma vez determinadas as condi¢fes 6timas de inducdo
autofagica, a expressdo das galectinas -1 e -3 e de LC3 foram aferidas no microambiente de
cultivo bidimensional hipdxico e privado de nutrientes. Para as ambas as linhagens, houve
aumento na expressao de LC3 e Gal-1 na condicdo simultanea de privacgéo nutricional e hipdxia.
Em PANC-1, o mesmo resultado foi observado com Gal-3.

O padrédo de expressdo de Gal-3 tem sido investigado em diversos tumores, sendo
superexpressa em tumores de figado, rim, lingua e bexiga e pouco expressa em tumores de
ovario, Utero e mama (HANN et al., 2011). Entretanto, a expressao em determinados tumores
continua em discussdo, alguns estudos apontam o aumento da expressao de Gal-3 em cancer de
colon (SCHOEPPNER et al., 1995; NAKAMURA et al., 1999), enquanto outros relatam
diminuigédo (LOTZ et al., 1993; SANJUAN et al., 1997). Em tumores de mama, a expresséo de
Gal-3 dependente do estagio de diferenciacdo tumoral (ILMER et al., 2016). A expressdo de
Gal-3 é confirmada como superexpressa em tumores pancreaticos em comparagdo ao tecido
normal (TERRIS et al., 2002; GRUTZMANN et al., 2004). Nos resultados obtidos através do
western blot e imunofluorescéncia, € possivel visualizar uma expressdo significativa a partir
dos lizados proteicos e no citoplasma das duas linhagens, respectivamente.

A superexpressdo de Gal-3 foi relatada para células de PDAC humano e de camundongo
e sua presenca, relacionada ao favorecimento da progressao tumoral (SONG et al., 2012). Gal-
3 também foi relacionada com alteragdes no funcionamento direto de K-Ras, promovendo seu
recrutamento para a membrana plasmatica e contribuindo para sua ativacéo, em modelo in vitro
bidimensional de PDAC (SONG et al., 2012). Este papel de Gal-3 sobre o recrutamento
membranar de K-Ras tambem foi demonstrado em modelo tridimensional in vitro de células
ndo pequenas de cancer de pulméo (TERRIS et al., 2002; GRUTZMANN et al., 2004). Com
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base na importéncia da expressao de K-Ras mutado para a sobrevivéncia e proliferacdo das
células tumorais pancredticas, estes achados apontam um possivel papel de Gal-3 no
comportamento maligno do PDAC (SONG, et al., 2012).

No presente estudo, a expressao de Gal-3 e Gal-1 ocorreu em niveis distintos entra as
linhagens de cancer pancreatico e entre os modelos bi e tridimensional. Em PANC-1, os niveis
de Gal-3 e LC3 aumentam nas condic¢des envolvendo a privagdo nutricional N1 e H1 no modelo
bidimensional, enquanto que no modelo tridimensional, este aumento foi exclusivo na condicéo
hipdxica isolada para as ambas as proteinas. Para Mia PaCa-2, ocorre aumento de Gal-3 na
condigdo de privagdo nutricional isolada e diminuicdo na condigdo simultanea associada a
hipoxia no modelo tridimensional, mas estes resultados ndo sdo observados no modelo
bidimensional. Esta diferenca nos perfis de expressdo de Gal-3 pode estar relacionada a
tumorigenicidade das linhagens. PANC-1 e Mia PaCa-2 ndo apresentam diferencas
significativas quanto a presenca de mutacfes em genes determinantes da carcinogénese do
PDAC, como K-Ras, TP53 ou SMAD4/DPC4 (DEER et al., 2010). Entretanto, a capacidade
tumorigénica de PANC-1 ¢ ligeiramente maior que a de Mia PaCa-2, e PANC-1 ndo possui
expressao de E-caderina, demonstrando um fendtipo menos epitelial e consequentemente mais
invasivo (GRADIZ et al., 2016). Portanto, a modulacéo de Gal-3 e LC3 em PANC-1 diante de
condicGes de privacdo nutricional e hipdxicas pode estar relacionada ao comportamento mais
agressivo da linhagem.

Em condigcbes hipoxicas a expressdo de Gal-3 é modulada por HIF1-o. Este fator
transcricional liga-se ao HRE e estimula a atividade do promotor de Gal-3 (ZENG et al., 2007).
Como apontado por Ikemori et al. 2014, o aumento da expressdo de Gal-3 sob condi¢Ges
hipoxicas pode estar associado a dois contextos. No primeiro, Gal-3 funcionaria como
participante na sensibilizacdo das células tumorais a morte, comumente aumentada em
condicdes hipoxicas. No segundo e mais aceito, haveria a articulacdo e desenvolvimento de
um mecanismo de conservacdo e sobrevivéncia celular tumoral, do qual Gal-3 participaria
ativamente (XU et al., 2013; IKEMORI et al., 2014). Resultados prévios do grupo de pesquisa
demonstraram aumento da taxa de morte das linhagens PANC-1 e Mia PaCa-2 na condicdo de
hipoxia isolada, enquanto apenas Mia PaCa-2 apresentou aumento da morte na condicdo
simultanea associada a privacdo nutricional. Em nossos resultados, Gal-3 e Gal-1 séo
fortemente expressas na condigdo hipoxica para PANC-1 e diminuem em Mia PaCa-2. Neste
contexto, Gal-3 poderia estar exercendo um papel dual de acordo com a linhagem analisada,
participando de um mecanismo de sobrevivéncia em PANC-1, enquanto em Mia PaCa-2,

promoveria a sensibilizacdo das células a hipoxia.



103

A expressdo de Gal-1 tem sido reportada em tumores de c6lon, mama, pulmao, gliomas,
prostata, e também em adenocarcinoma pancreéatico, frequentemente presente no estroma
associado ao tumor (CHEN et al., 2012; ASTORGUES-XERRI et al., 2014). Como apresentado
por Xue e colaboradores (2011), a baixa expressdo celular neopléasica de Gal-1 é
contrabalanceada pelos niveis presentes na matriz extracelular e em células associadas como
fibroblastos ativados ¢ a-SMA-miofibroblastos (XUE et al., 2011). Em tumores de pancreas,
Gal-1 secretada influencia marcantemente o desenvolvimento tumoral de duas maneiras,
propiciando o escape da resposta imunoldgica e no remodelamento da matriz extracelular (PAZ
etal., 2001).

Em condicGes hipoxicas, com a estabilizagdo de HIF-10, o aumento da expressio de Gal-
1 tem sido reportado em sarcoma de Kaposi, melanoma, cancer de mama, prostata e cancer de
colon (CROCI et al., 2012). Gal-1 é capaz de ativar a sinalizacdo de VEGFR2 por meio da
ligagdo com N-glicanos em tumores hipéxicos, preservando a formacdo vascular (CROCI;
RABINOVICH, 2014). Em gliomas, os efeitos proangiogénicos de galectina-1 regulam a
expressdo de VEGF através de IRE-1a (Enzima dependente de Inositol-1a) e outros genes
relacionados a hipéxia (LE MERCIER et al., 2008). A inibicdo por shRNA de Gal-1 em
linhagens de céancer de célon diminui significativamente a capacidade de invasdo/migracéo
celular, e a injecdo de Gal-1 no meio reestimula essa caracteristica (ZHAO et al., 2010).
Portanto, estes resultados indicam a relevancia de Gal-1 para a progressdo tumoral em
condicdes estressantes (ASTORGUES-XERRI et al., 2014).

Gal-1 é uma das principais moléculas responsaveis pela progressdo do cancer pancreatico
e crosstalk tumor-estroma. Dados na literatura mostram que a Gal-1 derivada das células
estreladas do pancreas € capaz de promover proliferacdo, invasdo, transicdo EMT e
sobrevivéncia (efeitos anti-apoptoticos) de células PANC-1 (TANG et al., 2017). A delecédo
genética de Gal-1 em um modelo tumoral de camundongo K-Ras dirigido resulta em aumento
significativo na sobrevida através de mecanismos envolvendo diminuicdo da ativacdo do
estroma, vascularizacdo atenuada e infiltracdo aumentada de células T levando a taxas
reduzidas de metastase (OROZCO et al., 2018). Analises de expressdo génica de células
tumorais pancreéticas expostas a Gal-1 revelam modulacdo de mdltiplas vias regulatorias
envolvidas na progressao tumoral, incluindo aquelas com participacdo de NF-kB (QIAN et al.,
2017). Nos resultados obtidos atraveés da imunofluorescéncia e do western blot, a expressao de
Gal-1 foi menor que a de Gal-3, o que corrobora achados da literatura e indica sua secrecéo.

Os estudos sobre o papel de Gal-1 na autofagia s&o pouco numerosos mas delineiam a

sua relacdo com a resisténcia terapéutica. Os ensaios in vitro com células de neuroblastoma e
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hepatocarcinoma mostraram que o knockdown de Gal-1 provoca diminuicdo da resisténcia a
cisplatina e diminui a autofagia provocada pelo farmaco. Ao mesmo tempo, o tratamento das
células inibidores de autofagia induz aumento da sensibilidade a cisplatina (SU et al., 2016;
GAO; WANG, 2019). Os resultados apresentados aqui apontam que, com excecao de N1 para
0 modelo bidimensional de PANC-1, a expressdo de Gal-1 foi semelhante a expressdo de LC3
em todas as condicdes das duas linhagens de cancer pancreatico e em ambos 0os modelos. Estes
achados indicam a possivel associacdo de Gal-1 com o fenbmeno autofagico nas células
tumorais.

Anélise morfoldgica do crescimento tridimensional das linhagens representativas de
cancer pancreético revelou padrdes distintos de crescimento de acordo com a concentragao de
colageno do tipo | na matriz. Permitindo assim, a selecdo de dois modelos cuja a inducao
autofagica foi avaliada por microscopia eletronica de transmissdo. De acordo com a
quantificacdo de organelas relacionadas a autofagia, 0 modelo contendo matriz extracelular com
adicao de colageno a 2mg/mL se mostrou mais eficaz na inducdo do processo autofagico, sendo
escolhido para a caracterizacdo da expressao proteica. Neste modelo, e sob as condi¢des de
hipdxia e privacao nutricional especificas para cada linhagem, foi observado que a hipoxia
isolada foi o fator determinante na modulacdo da expresséo das galectinas em PANC-1.
Enguanto em Mia PaCa-2, a privagdo nutricional associada a hipoxia provocaram diminuicdo
relevante das galectinas. Em ambos os casos, a expressdo das galectinas e do marcador
autofagico LC3 foram congruentes, indicando uma possivel associacao.

Os perfis de crescimento dos esferoides provenientes de PANC-1 e Mia PaCa-2 sdo
distintos devido, entre outros fatores, & composicdo da matriz extracelular e capacidade de
adesdo a seus componentes. Quando cultivados em matriz formada apenas por colageno do tipo
I, os esferoides de PANC-1 apresentam extensdes para o interior da matriz, o que ndo acontece
nos esferoides provenientes de Mia PaCa-2. Este comportamento pode ser explicado pelo fato
das células PANC-1 apresentarem uma maior capacidade de adesdo as moléculas de colageno
dos tipos | e 1V, além de possuirem um perfil menos epitelial em comparacdo a Mia PaCa-2
(MCINTYRE; KIM, 1984; SAWAI et al., 2001; GRECO et al., 2005). Ao mesmo tempo, 0s
esferoides das duas linhagens apresentaram capacidades invasivas semelhantes nas matrizes
compostas por Geltrex e colageno. Este perfil reflete um padréo de adesividade similar entre as
duas linhagens em relacdo a outros componentes da matriz, como fibronectina e laminina, assim
como, a outras matrizes extracelulares complexas e semelhantes a Geltrex, como a Matrigel
(NAVAGLIA et al., 2003; GRECO et al., 2005).
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A inibicdo da traducéo de Gal-3 com siRNA, comprovou a importancia da lectina para o
evento autofégico. O silenciamento de Gal-3 provocou diminuigdo da expressao de LC3II e
consequentemente do fluxo autofagico nas condicdes de privacao nutricional e hipoxia isoladas
para PANC-1 e em todas as condi¢cfes experimentais para Mia PaCa-2.

A inibicdo de Gal-3 com o farmaco GCS-100 em células ndo pequenas de cancer de
pulm&o, além de prevenir o recrutamento membranar de K-Ras, provocou alteragcdes no
processo de segregacdo membranar e englobamento de contetdo extracelular por pinocitose.
Em modelo tridimensional, xenoenxerto in vivo e PDX ex vivo, o knockdown de Gal-3
provocou acumulo de ROS (KATAOKA et al., 2019). No nosso estudo, a inibicdo de Gal-3
provocou inibicdo da autofagia, que além de representar um processo de segregacao
membranar, impede o acumulo de ROS nas células tumorais (CARDOSO et al., 2016).
Recentemente, o envolvimento de Gal-3 com os mecanismos do fenbmeno autoféagico foi
parcialmente relatado. Segundo Chauran et al (2016), o complexo formado por TRIM16,
proteina da familia TRIM que atua como regulador e receptor autofagico, e Gal-3 atuaria no
reconhecimento coordenado de membranas danificadas e sinalizaria para a mobiliza¢do dos
reguladores centrais da autofagia ATG16L1, ULK1 e Beclin 1 para formacao do fagoforo. Estes
resultados foram observados em modelo in vitro com linhagens de diferentes tumores
(CHAUHAN et al., 2016).

Os poucos estudos que realizaram inibicdo de Gal-3 em tumores pancreaticos relataram
diminuicdo do crescimento do tumor, seja em modelo in vitro, in vivo ou PDX. A inibicdo de
Gal-3 com o farmaco RN1 impede a interacdo entre Gal-3 e EGFR, assim como inibe as vias
relacionadas a Gal-3, EGFR/ERK/Runx1, BMP/smad/Id-3 e integrina/FAK/INK (ZHANG et
al., 2017). A inibicdo de Gal-3 com o polissacarideo HH1-1, o qual também impede a interacdo
entre Gal-3 e EGFR, suprime a proliferacdo das células tumorais pancredticas, interrompe o
ciclo celular na fase S, induz apoptose, inibe a angiogénese, migracado e invasdo celular in vitro.
Além disso, o HH1-1 afeta a via de sinalizacdo Galectina-3/EGFR/AKT/FOXO03 e possuli
atividade anticancer in vivo, especialmente em xenoenxertos derivados de pacientes (YAO et
al., 2019).

Contudo, a literatura a respeito dos mecanismos moleculares associados ao papel das
galectinas -1 e -3 no microambiente do cancer de pancreas, assim como, em aspectos-chave
para a sua progressao, como a autofagia, € demasiado deficiente. Este contexto dificulta o
estabelecimento de padrdes de comportamento e perfis de expressdéo molecular em modelos

distintos para 0 mesmo tumor.
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6 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos é possivel concluir que a expressao das galectinas -1 e -3
¢ modulada pelas condi¢cdes do microambiente tumoral e o desenvolvimento do tumor é
influenciado pela composigdo da matriz extracelular. Comprovou-se que a expressdo das
galectinas -1 e -3 e do marcador autofagico LC3 pode apresentar diferentes padrdes de acordo
com o modelo utilizado no estudo. Ademais, a partir de modelo bidimensional foi provado que

a expressdo de Gal-3 é importante para o fluxo autofagico do cancer pancreatico.
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PERSPECTIVAS

O presente estudo apresenta as seguintes perspectivas:

Avaliar as consequéncias do silenciamento de Gal-1 sobre o fluxo autofagico das
linhagens de cancer pancreético;

Estabelecer modelo mimético do microambiente tumoral pancreatico com co-cultivo bi
e tridimensional das células tumorais pancreaticas e as células estreladas do pancreas,
além das condicdes nutricionais, gasosas e ja determinadas;

Compreender a importancia das galectinas -1 e -3 para o fendbmeno autofagico em
modelo murino de PDAC.
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