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RESUMO

LOPES, R. G. Impacto no metabolismo de células de cancer colorretal
tratadas com pectinas de mamao papaia, in vitro, sob inibicdo quimica e
bioguimica da expressao de GAL-3. 2019. Pp. 81. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo,
2019.

O cancer atualmente figura entre uma das principais causas de morte no mundo
e, dentre os diversos tipos diferentes de tumores, destaca-se o colorretal (CCR).
Estudos apontam forte correlacdo entre sedentarismo e alto consumo de
produtos de origem animal associados a baixa ingestdo de vegetais, frutas e
leguminosas, resultando no baixo consumo de fibras solGveis, componentes
amplamente presentes em frutos carnosos, como é o caso do mamao. Dentre
as fibras solUveis dos frutos, destacam-se as pectinas, polissacarideos que
podem apresentar atividade antitumoral possivelmente devido a capacidade de
interacdo com a galectina-3, uma proteina humana cuja superexpressao esta
intimamente relacionada ao desenvolvimento e metastase de células
cancerosas. Além disso, indicios prévios sugerem a possibilidade da interacéo
das pectinas com receptores transmembrana como os do tipo toll-like,
interferindo nas vias de sinaliza¢des celulares e, consequentemente, interferindo
no desenvolvimento e progressdo do cancer colorretal. Sendo assim, este
projeto busca elencar o impacto promovido pela acéo das fracdes sollveis em
agua de pectinas da polpa do mamao papaia em células de cancer colorretal, in
vitro, produzindo efeitos anti-proliferativos. Para tanto, foram realizadas inibicbes
quimicas da galectina-3 e do receptor Toll-Like Receptor-4 em linhagens
celulares de cancer colorretal HCT116 e HT29, bem como o nocaute génico da
expressdo de galectina-3 da linhagem HCT116, através da técnica
CRISPR/Cas9. Os resultados obtidos reforcam a relacdo dose-dependente entre
a fracdo soluvel em agua de pectinas de maméao papaia com a diminuicdo da
viabilidade de células tumorais, in vitro, além de sugerir que haja uma via
independente da interagdo dos polissacarideos com a galectina-3 que contribua
para o efeito observado.

Palavras-chave: Galectina-3, Pectinas, CRISPR/Cas9, Cancer colorretal,

Mamao.






LOPES, R. G. Impacts on the metabolism of colorectal cancer cells treated
with papaya pectins, in vitro, under chemical and biochemical inhibition of
GAL-3 expression. 2019. Pp. 81. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2019.

ABSTRACT

Cancer nowadays stands as one of the main causes of death worldwide and,
amongst the different types of tumors, colorectal cancer (CRC) stands out.
Studies show a strong correlation between sedentary lifestyle and high intake of
animal products associated with low consumption of soluble fibers, nutrients that
are present in fleshy fruits, such as papayas. Among the fruits’ soluble fibers,
pectins may show antitumoral activities possibly due to its high capability of
interacting with galectin-3. Galectin-3 is a human protein whose overexpression
is related to the development of cancerous cells and metastasis. Additionally,
previous findings indicate the possibility of an interaction between pectins and
transmembrane receptors of tumor cells such as the toll-like ones, intervening on
the signaling pathways and, thus, dampening the development and progression
of colorectal cancer. Therefore, this research aims to investigate on the impacts
promoted by the water soluble fractions of papaya pulp pectins over colorectal
cancer cells, in vitro, producing anti-proliferative effects. For this purpose,
chemical inhibitions of galectin-3 and Toll-Like Receptor-4, and also the knock-
out of GAL-3 through CRISPR/Cas9 method were conducted in colorectal cancer
cell lineages HCT116 and HT29. The results obtained reinforce the dose-
dependent relationship between water soluble fractions of papaya pectins and
the reduction of the tumor cells’ viability, in vitro, while also suggesting that there
is an independent pathway of the interaction between papaya pectin and galectin-

3 that contributes to the observed effect.

Keywords: Galectin-3, Pectins, CRISPR/Cas9, Colorectal cancer, Papaya.






LISTA DE ABREVIATURAS

AKT: Protein Kinase B — Proteina Quinase B

bak: B-cell ymphoma-2 homologous antagonist — Antagonista homélogo de
linfoma de células B numero 2

bax: B-cell ymphoma-2-associated X protein — Proteina X associada ao linfoma de
células B namero 2

BF: Bright Field — Campo claro

Cas-9: CRISPR Associated protein 9 — Proteina associada ao CRISPR numero 9
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GAL-3: Galectina-3
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gRNA: guide RNA — RNA guia

HDR: Homology Directed Repair — Reparo Dirigido por Homologia



HRP: Horseradish peroxidase — Peroxidase de Raiz-forte

HTCP: High Temperature Citrus Pectin — Pectina de Citros apos Alta Temperatura
INCA: Instituto Nacional de Cancer José de Alencar Gomes da Silva

LogMW: Log Molecular Weight — Log de Peso Molecular

LPS: Lipopolissacarideo
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RFP: Red Fluorescent Protein — Proteina Fluorescente Vermelha

PAM: Protospacer Adjacent Motif — Sitio Adjacente Protoespacante

PM: Peso Molecular

PTEN: Phosphatase and Tensin Homolog — Homdélogo de Fosfatase e Tensina
RIPA: Radioimmunoprecipitation Assay — Ensaio de Radioimunoprecipitacao
SDS-PAGE: Sodium dodecil sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis —
Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio

TO: Tratamento O — Frag&o Soltvel em Agua + N-Acetil-Lactosamina / Resatorvid
T1: Tratamento 1 — Frag&o Soltvel em Agua

T2: Tratamento 2 — Frag&o Soltvel em Agua + N-Acetil-Lactosamina
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1. Introducéo

A sociedade moderna, especialmente em paises dos continentes
americanos, possui um estilo de vida bastante caracteristico com pouca pratica
de exercicios fisicos, baixo consumo de vegetais, frutas e leguminosas, e alta
ingestdo de produtos de origem animal (BRUCE et al., 2000). Tais habitos
aparentam contribuir para o desenvolvimento de doencas associadas ao estilo
de vida, as chamadas doencas crbnicas ndo transmissiveis (BODE e DONG,
2009). Dentre estas, destacam-se os diversos tipos de canceres, sendo o
colorretal comumente associado ao estilo de vida acima descrito (GATOF, D.,
2002). Em 2018, o cancer colorretal ocupava o terceiro lugar nas estatisticas
mundiais de incidéncia, e o segundo lugar em mortes causadas por cancer (Bray,
et al. 2018). Dados publicados pelo INCA (Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva) indicam um risco estimado de 16,83 e 17,90 novos
casos para cada 100 mil homens e mulheres, respectivamente no biénio 2018-
2019 (INCA, 2018).

O céancer colorretal € uma doenca que acomete, mais frequentemente, as
porcdes sigmoide e descendente do intestino grosso e sua progressao advém
do surgimento de adenomas pequenos que, quando ndo removidos, podem
evoluir para carcinoma (LEVINE et al. 2006). BRUCE et al. (2000) sugerem que
a dieta ocidental contribui para o desenvolvimento de cancer colorretal (CCR) a
partir do fornecimento excessivo de moléculas energéticas (triacilgliceréis e
glicose, por exemplo) que, associados ao baixo gasto energético caracteristico
do sedentarismo, estimulam proliferacdo celular e promovem microambiente de
constante estresse oxidativo, que pode ser agravado por quadro de disbiose,
conforme indicado por MYLES (2014).

A sequéncia de eventos que envolvem a progressdo adenoma-carcinoma
pode se dar através de duas importantes vias que afetam a expresséo tanto
genes supressores de tumores (como APC e TP53), como oncogenes (KRAS,
PISKCA, BRAF e NRAS). No primeiro caso, alteracdes mutagénicas podem
ocorrer através de instabilidade cromossdmica, originada a partir da duplicagédo
ou delecdo de trechos cromossdmicos, correspondendo a 85% dos casos
registrados de CRC. Ja no segundo caso, as mutacdes podem ocorrer por
instabilidade em microssatélites, correspondente a 15% dos casos, ndo sendo

incomum os dois eventos ocorrerem de forma concomitante (STRUM, 2016). Em
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ambos o0s casos, além de alteragdes nos genes responsaveis pela supressao e
progressdo de tumores, podem estar presentes alteragcbes nos mecanismos
genéticos de reparo do DNA, bem como modificacbes de ordem epigenética,
podendo ser herdadas por outras geracoes (MARKOWITZ e BERTAGNOLLLI,
2009).

Dentre as varias modificacdes bioquimicas que as células de cancer
colorretal apresentam quando comparadas com células normais do epitélio
intestinal, diversos estudos apontam que as células de céancer colorretal
superexpressam uma proteina pro-proliferativa e pré-metastatica chamada
galectina-3 (GAL-3). Existe uma evidente correlacdo entre o desenvolvimento de
células tumorais intestinais altamente produtoras de GAL-3 com a progresséao do
cancer e sua metastase (NEWLACZYL e YU, 2011). A GAL-3 & uma proteina
ubiqua e largamente expressa em diversos tecidos humanos, incluindo células
do sistema imunologico, células epiteliais e em neurénios sensoriais.

Em sua extremidade C-terminal, a proteina apresenta um dominio de
reconhecimento de carboidratos (Carbohydrate Recognition Domain - CRD),
ligado a um dominio N-terminal flexivel composto de 110 a 130 aminoécidos,
essencial para a polimerizacédo desta, conforme ilustrado na Figura 1. A porcéo
CRD apresenta afinidade de ligacdo para B-galactosideos presentes em
glicoproteinas de sistemas bioldgicos, principalmente as da matriz extracelular.
Na presenca desses ligantes, a GAL-3 sofre mudancas conformacionais,
formando uma estrutura (quaternéaria) em forma de pentamero gracas a porcao
flexivel de sua cadeia (NEWLACZYL e YU, 2011).
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura quimica da GAL-3. Figura adaptada
de NEWLACZYL e YU (2011).

Experimentos demonstraram que ratos knockout para a expressao de
GAL-3 ndo apresentaram alteracdes fenotipicas. Tal fenbmeno pode indicar que
sua funcdo € substituivel por outros membros da familia das galectinas, e
reafirma que sua superexpressédo e mudanca de localizacdo séo caracteristicas
peculiares para determinados tipos de cancer (NEWLACZYL e YU, 2011).

Sintetizada no citoplasma celular, a GAL-3 transita entre o citoplasma e
ndcleo, podendo também ser secretada para a superficie celular ou para o meio
externo. No meio extracelular, a proteina encontra-se normalmente na forma dos
pentameros acima exemplificados, sendo estruturas que interagem com 0s
ligantes das superficies celulares, formando estruturas entrelacadas. Tal
interacdo resulta na sinalizagdo celular de moléculas que estdo ligadas a
superficie das células, permitindo entdo, a ocorréncia de reacbes em cascata
que, de forma geral, estimulam a sobrevivéncia celular. No ambiente
extracelular, a proteina € responsavel por promover migracao celular, além de
estimular angiogénese através de interacdo com o endotélio, bem como através
da atracdo de macrofagos a regido do tumor, que culmina em angiogénese
induzida por macréfagos/monécitos (CARDOSO, 2016). A Figura 2 representa
os efeitos desencadeados pela GAL-3.

Devido a sua capacidade de formar estruturas entrelacadas, a GAL-3,

guando superexpressa, pode reter sinalizadores pré-apoptéticos e bloquear a
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internalizacdo de receptores promotores da morte celular, como o DR4 e DR5,

impedindo a inducéo da apoptose por estas vias (MAZURECK et al. 2012).

! Quimiotaxia
Haptotaxia

Diregdo do movimento

Migracao celular

ECM

M~ Galectina-3 B Receptor de Integrina (ﬁ) Plaqueta
H H GDP e GTP/Ras Oligébmero de Galectina-3 Y e Receptor VEGF e
ligante de VEGF
@ Receptor Notch
e Notch clivado Fosfo-Caveolina y. Célula Endotelial
‘ ® Células. * Células do Estroma @' Macréfago
tumorais

Figura 2. Representacdo esquematica dos efeitos promovidos pela Galectina-3.
Raf: proteina quinase serina/treonina; ERK: quinase regulada por sinalizacao extracelular; HIF:
fator induzido por hipéxia; NFkB: fator nuclear k B; LGALS3: gene codificador para a Galectina-
3; JNK: guinases N-terminal c-Jun; FAK: quinase de adeséo focal; ECM: matriz extracelular.

Figura adaptada de CARDOSO, 2016.

A GAL-3, além de interagir com residuos de galactose presentes na
membrana plasmatica de diversas células, também consegue interagir com

residuos de galactose de polissacarideos mais complexos. Um exemplo é a
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pectina de citros modificada térmica e/ou enzimaticamente, comercialmente
conhecida como GCS-100 e que foi capaz de induzir a apoptose de células de
mielomas e acumular as células nas fases Gi e sub-Gi, diminuindo assim a
proliferacéo celular e inibindo a metastase em modelos in vitro (STREETLY et
al., 2010).

Nangia-Maker, et al. (2002) demonstraram que ratos alimentados com
pectinas de citros modificadas apresentaram reducdo do volume de tumores
mamarios com relacdo ao grupo controle, além de demonstrarem queda
acentuada da porcentagem de migracdo de células endoteliais da veia umbilical
humana, cujo resultado foi proveniente da interacdo destas pectinas com a GAL-
3, destacando a importancia da interacéo entre estas duas moléculas.

Entretanto, ao compararem a eficacia de pectinas modificadas por
tratamento térmico (HTCP — High Temperature Citrus Pectin) com as pectinas
modificadas por tratamento de pH, Hao et al. (2013) concluiram que as HTCP
foram capazes de inibir a proliferacdo de diversos tipos de células cancerosas,
induzir a apoptose celular pela via da Caspase-3, promover captura das células
na fase G2/M, inibir o crescimento de tumores S-180 em 49% com relagédo ao
controle e estender o tempo de sobrevivéncia dos camundongos doentes
utilizados no estudo, enquanto que a pectina modificada por pH n&o apresentou
atividade antitumoral. Destaca-se deste estudo que os efeitos provocados pela
HTCP nas células tumorais ndo possuem mecanismos imunomodulatérios
envolvidos, tampouco se baseiam na inibicdo da GAL-3, permitindo inferir que
sua acdo possa se dar por efeito direto nas células tumorais. Jackson et al.
(2007), por sua vez, fizeram uso de pectinas de citros com diversas modificacdes
estruturais a fim de verificar os efeitos em linhagens de células de cancer
prostatico. Os autores concluiram que a atividade pro-apoptética é favorecida
pela presenca de ramificacdes e ligagBes ésteres e que os efeitos observados
nao se deram por interacdo com a GAL-3, tido que os tipos celulares estudados
nao expressam esta proteina, indicando que outro mecanismo independente da
inibicdo desta proteina possa estar associado a inducédo da morte celular pelas
pectinas.

Ortega-Gonzalez et al. (2014) demonstraram que oligossacarideos néo-
digeriveis foram capazes de produzir efeitos n&o-prebidticos em células do

epitélio intestinal através de sinalizacdo imunologica. O grupo observou que
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células cultivadas com polissacarideos de diferentes origens foram capazes de
induzir a producdo de citocinas inflamatérias, como NF-kB, através de
sinalizagéo de receptores TLR4, proteinas classicamente associadas a inducgéo
de processos inflamatoérios em células do sistema imunoldgico.

Atualmente, sabe-se que o receptor TLR4 também é expresso em
enterocitos e, embora ndo seja explicada com precisdo qual a funcdo deste
receptor nestas células do epitélio intestinal, reconhece-se a importancia de sua
acdo na defesa do organismo através do reconhecimento e subsequente
resposta a agentes patdgenos. Cario et al. (2000) comprovaram a atividade
imunologica do TLR4 em enterdcitos quando estimulados pelo LPS de forma
dose-dependente, embora sua acdo seja bastante atenuada no ambiente
intestinal. Isso se da pelo fato destas células ndo expressarem o CD14
nativamente em sua membrana celular, utilizando-se da forma soluvel desta
proteina presente no meio extracelular. Tal fenbmeno explica a constante
exposicdo do epitélio intestinal & microbiota da regido sem desencadear
respostas imunoldgicas agressivas constantemente.

Liu et al. (2010) ao investigarem a via de sinalizagcdo LPS/TLR4/NFkB,
concluiram que um oligogalactano de maca foi capaz de promover a
internalizacdo do TLR4 da membrana celular para o citoplasma, fazendo com
que a resposta intestinal inflamatéria de ratos a DMH/DSS (1,2-dimetil-hidrazina
/ Dextran Sulfato de Sodio - mistura de compostos capaz de provocar inflamacéo
intestinal que rapidamente evolui para cancer colorretal) fosse otimizada,
impedindo a instalacao e progressao do cancer por vias relacionadas a resposta
inflamatoria, mostrando assim uma via independente da GAL-3 na progressao
e/ou inibicdo do cancer de célon. Neste mesmo estudo, culturas celulares de
HT29 submetidas a tratamento com pectinas exibiram leve aumento da sintese
de RNA mensageiro para TLR4, maior producdo de TNFa e aumento da
fosforilacdo de IkBa, o que resulta na otimizacdo da resposta destas células
epiteliais a estimulos inflamatorios decorrentes dos tratamentos com as pectinas.

JaVogt et al. (2016) comprovaram a capacidade que as pectinas possuem
de promover protecdo do epitélio intestinal através da interacdo com o TLR4, ao
avaliar a reducdo da resisténcia elétrica transepitelial de células expostas ao
tratamento com PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Os autores ainda

associaram esta propriedade de defesa celular a esterificagdo das pectinas,
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concluindo que as pectinas com maior grau de esterificacao resultaram em maior
ativacdo do TLR4 epitelial.

Embora o receptor TLR4 esteja associado ao desencadeamento de
respostas imunoldgicas, a sinalizacao resultante da estimulacéo desse receptor
e/ou do receptor TLR3 também é capaz de promover a morte celular através do
mecanismo de necroptose. A necroptose € uma via de morte celular programada,
com caracteristicas necréticas, que pode ser desencadeada quando ocorre
evasdo dos mecanismos apoptoticos normais (geralmente promovida por
patdgenos intracelulares), funcionando como uma via emergencial de garantir a
eliminacdo do patégeno. Este mecanismo tem sido associado a condi¢des
inflamatérias como esclerose multipla, esclerose lateral amiotréfica e doenca de
Crohn. Entretanto, ndo se sabe se estes sdo causas secundarias associadas a
doenca, ou se seriam fatores promotores destas, ja que o processo de liberacdo
de material intracelular provoca o desencadeamento de processos inflamatorios
(NEWTON, 2016). A figura a seguir representa esquematicamente 0 processo
de inducéo da necroptose por ativacao de receptores TLR3/4.

CoAD — DADAMAA

DNA Viral

Necroptose

Figura 3. Representacdo esquematica da via necroptética. TRIF: dominio TIR contendo
interferon-B indutor de adaptadores; RIPK3: proteina quinase serina/treonina 3 interagente com
receptor; DAI: ativador dependente de DNA de fatores reguladores IFN; MLKL: dominio tipo
quinase de linhagem mista; Figura adaptada de ABCAM.
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Prado, et al. (2017) verificaram que linhagens de cancer colorretal
HCT116 e HT29 e de cancer de prostata PC3 submetidas a tratamentos com
fracOes sollveis em &gua ricas em pectinas extraidas da polpa de mamdes
papaia com diferentes tempos de amadurecimento sofreram necroptose.
Pectinas extraidas do fruto com 3 dias de amadurecimento pos-colheita
promoveram elevagcdo dos niveis de pAkt e pErk1/2 em HCT116, enquanto na
HT29 promoveu efeito contrério, sugerindo que a linhagem HCT116 pode ter
rapidamente acumulado espécies reativas de oxigénio, sugerindo possivelmente
uma sinalizacdo de receptores TLR visto que as pectinas testadas nao inibiram
a GAL-3 humana recombinante.

Ao avaliar a estrutura das pectinas, € possivel inferir que os
ramnogalacturonanos apresentam maior acao anti-proliferativa em células de
cancer que os homogalacturonanos quando comparado a inibicdo da GAL-3. Ja
quando comparado a interacdo com o TLR4 e o possivel desencadeamento de
reacbes bioquimicas responsaveis pela morte celular, a porcdo de
homogalacturonanos poderia interagir de maneira mais efetiva. Dados prévios
do grupo de pesquisa mostram que as pectinas extraidas de diferentes
amostragens de mamd&es podem ou ndo inibir a GAL-3, além de estimular vias
de sinalizacdo possivelmente envolvidas na estimulacdo do TLR4 de forma
diferente aos resultados obtidos para as pectinas modificadas de citros. Isso
pode ser devido ao fato de que nos mamdes a modificacdo das pectinas se da
atravées do fendbmeno de amadurecimento, aumentando a solubilidade destas em
agua e provavelmente favorecendo uma possivel interacdo com a GAL-3 ou com
0 TLRA4. Destaca-se que a fragdo soluvel em agua das pectinas do mamao
apresenta grau de esterificacdo de mais de 90% (KOUBALA et al. 2014) e,
conforme mencionado anteriormente, a agcao das pectinas em receptores TLR4
e favorecida de forma proporcional ao grau de esterificacdo destas.

Devido a essas informacdes preliminares a eficacia das pectinas na
promocéao da apoptose e inibicdo da proliferacédo celular ser4 estudada em duas
culturas de células de cancer colorretal, a HCT116 e a HT29. A linhagem
HCT116 € uma cultura indiferenciada de células tumorais, isolada a partir de um
carcinoma (BRATTAIN, et al., 1981), apresenta alta capacidade invasiva
(JUNIOR, et al. 2011) e possui mutagdo no gene KRAS (TABUSA, 2013). A
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linhagem HT29, por sua vez, provém de um adenocarcinoma (HEKMATI, 1990),
apresenta diferenciacdo com mutacao no gene BRAF e perfil menos agressivo
(PRADO et al., 2017; CHRISTENSEN, 2012).

Ambas as células expressam a GAL-3 (PRADO et al., 2017), mas a HT29
apresenta o receptor TLR4 em quantidades significativamente maiores que a
HCT116 (ZHAO et al. 2007; SUZUKI et al. 2003). Através da inibicdo quimica
intercalada das moléculas alvo (GAL-3 e/ou TLR4), sera possivel compreender
sob qual dessas vias as pectinas exercem sua fungdo anti-proliferativa nas
células de cancer epitelial de colon. Além disso, a inibicao bioldgica da expresséo
da GAL-3 e TLR4 com uso do método CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Regions), permitira complementar as informagfes obtidas
pelas inibicdes quimicas e assim propor um panorama bioquimico da acédo das
pectinas de frutas nas células de cancer.

A ferramenta CRISPR-Cas9 foi desenvolvida a partir da descoberta de
que bactérias e arqueas apresentavam sistema de imunidade adaptativa contra
fagos e plasmideos, através do reconhecimento de padrbes adjacentes de
protoespacados (PAMs — Protospacer Adjacent Motifs) presentes no material
genético do organismo invasor. A partir do reconhecimento desses padrdes, o
microorganismo afetado é capaz de produzir fitas de RNAs complementares,
chamadas crRNA (CRISPR RNA), que formam complexos ribonucleoproteicos
com endonucleases especificas, denominadas Cas (CRISPR Associated
protein). A partir da formacéo deste complexo, a bactéria € capaz de reconhecer
0 material genético invasor na ocorréncia de nova infec¢ao, e promover a quebra
das ligacbes fosfodiésteres da molécula alvo. Como o reparo de material
genético em biossistemas, nessas situacoes, é suscetivel a erros, geralmente o
material genético invasor é destruido através do mecanismo de juncdo ndo
homologa das extremidades da fita de DNA (AMITAI e SOREK, 2016). Desta
forma, sabendo-se que o complexo ribonucleoproteico formado possui uma
regido de RNA editavel, é possivel desenvolver uma molécula chamada gRNA
(guide RNA) gque seja complementar a um determinado gene de interesse.

O gRNA produzido com base em determinado gene de interesse permite
entdo que a ribonucleoproteina desenvolvida seja capaz de reconhecer este
gene e promover a quebra da dupla-fita de DNA, para fins de inativacao do gene.

Além disso, é possivel inserir sequéncias de DNA que, através de mecanismos
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de reparo dirigido por homologia (HDR — Homology Directed Repair) podem
promover o reparo definitivo de genes relacionados com doencas genéticas, por
exemplo. Por ser altamente especifico, ter custo relativamente baixo e por
produzir mutagdes permanentes, a ferramenta rapidamente tornou-se de grande
importancia para a engenharia genética pois, além de promover a delecdo de
genes de interesse, a ribonucleoproteina, cuja funcédo de endonuclease pode ser
inativada, pode também ser acoplada a diversas proteinas, permitindo o estudos
de mapeamento gendmico através da acoplagem de GFPs (Green Fluorescent
Protein) a Cas9 permitindo ainda a regulacdo transcricional através da
acoplagem de ativadores ou repressores transcricionais a ribonucleoproteina
(TYCKO, et al. 2017).

Sendo assim, o presente trabalho utilizou dessa tecnologia na tentativa de
promover o silenciamento dos genes da galectina-3 e do TLR4, buscando
explorar alguns dos possiveis mecanismos pelos quais as pectinas de mamdes
sdo capazes de comprometer a capacidade e eficiéncia metabdlica de células
de CRC, com possiveis beneficios para a saude.

2. Objetivos

O principal objetivo do trabalho foi elencar os impactos no metabolismo
geral de células de cancer colorretal promovidos pela acdo de fracdes sollveis
em agua de mamao papaia ricas em pectinas somados as inibices quimicas da
Galectina-3 e dos receptores TLR4, assim como a inibicdo biolégica da

Galectina-3 gerada pela técnica de CRISPR-Cas9.

Este estudo buscou, em conjunto com os demais trabalhos realizados
pela equipe de pesquisadores sob orientacdo do prof. Dr. Jodo Paulo Fabi,
delinear os efeitos benéficos produzidos no organismo humano provenientes do

consumo de pectinas de mamdes amadurecidos naturalmente.

3. Material e métodos
3.1. Amostras de mamao papaia

As amostras de frutos utilizadas nos experimentos foram as mesmas
estudadas em FABI, et al. (2014) e obtidas a partir de um produtor situado na

cidade de Linhares, Espirito Santo, Brasil, tendo sido colhidos com até 25% da
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casca amarelada, correspondendo a aproximadamente 150 dias pos-antese. No
artigo referenciado, apenas os primeiros quatro dias apos a colheita foram
estudados. No presente trabalho, a amostra utilizada corresponde ao fruto
congelado com 6 dias de amadurecimento apos a colheita.

3.2. Extracao e purificacéo das pectinas do material celular de mamdes
maduros

Amostras da polpa de mamdes maduros congeladas em Nz liquido
(aproximadamente 20,00 gramas) foram trituradas e incubadas em triplicata em
mistura de cloroféormio e metanol (1:1, v/v) a 60°C por 20 minutos, para remocao
de pigmentos e gorduras, além de promover inativacdo enziméatica
(CARRINGTON et al. 1993; IRWIN et al. 2003). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 10000 Xg e os sobrenadantes foram descartados.
Os materiais precipitados foram lavados com 3 volumes de etanol 80% para
retirada de agucares sollUveis e com 3 volumes de acetona para fins de secagem
e retirada de impurezas remanescentes. ApOs secagem em temperatura
ambiente, os residuos foram pesados a fim de determinar a constituicdo da
massa total de parede celular extraida e calculo dos rendimentos. Finalizadas as
pesagens, as amostras foram extraidas por 3 vezes com 20 mL de &agua
destilada sob agitacdo constante por 20 minutos e centrifugadas (10000 Xg) por
10 minutos. Os sobrenadantes foram liofilizados, pesados e denominados como

fracdo solavel em agua (FSA).

3.3. Ensaios de caracterizagédo da pectina de mamao papaia
3.3.1. Composi¢cdo em monossacarideos da pectina do mamao

A determinacdo da composi¢cdo de aclUcares neutros e &cidos urbnicos
das amostras em triplicata de pectina extraidas foi realizada através da hidrolise
de 1,0 mg da FSA (extraida conforme descrito em 3.2) em 1,0 mL de Acido
Trifluoracético (TFA) 2,0 M a 120° C por 90 minutos. Apos hidrolise, foram
adicionados 2,0 mL de alcool t-butilico as replicatas da amostra, e
posteriormente submetidas a secagem em fluxo de N2 até atingir pH em torno de
6,0. Em seguida, as replicatas foram ressuspendidas em H20 MilliQ e filtradas
em filtro millipore de 0,45 um de porosidade e analisados em sistema HPAEC-
PAD ICS 5000+, em coluna analitica CarboPac PA10 (250 x 4 mm), com
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respectiva pré-coluna. Os padrdes utilizados para os acuUcares neutros foram
fucose, arabinose, ramnose, galactose, glicose, xilose e manose; e para 0S

acidos urénicos foram os &cidos galacturénico e glicurénico.

3.3.2. Determinacdo da homogeneidade e peso molecular de

polissacarideos da FSA de pectina do mamao papaia

Para avaliacdo da homogeneidade e determinacdo do peso molecular dos
polissacarideos presentes na FSA da pectina extraida do mamao papaia,
amostras em triplicata foram diluidas em agua (0,5 mg/mL) e filtradas em filtro
millipore com porosidade de 0,45 um. A analise foi realizada em sistema
cromatografico de exclusao por tamanho, acoplado com detectores por indice de
refracdo e de comprimento de onda multiplo (HPSEC-RID/MWD), em sistema
Infinity (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). O sistema dispunha de quatro colunas
PL-aquagel-OH (30, 40, 50 e 60; 300 x 7,5 mm, porosidade 8,0 um) conectadas
em série. A fase moével utilizada foi composta de solugdo de nitrito de sdédio 0,05
M com azida sédica (0,2%), em fluxo constante de 0,6 mL/min. Como padrdes,
utilizou-se a série Dextran-T de Leuconostoc mesenteroides (Sigma-Aldrich,
EUA) com tamanhos de 5, 12, 25, 50, 80, 150, 410 e 750 kDa, bem como solucao
de glicose 1,0% para indicacao do volume de permeacéao total (volume de eluicéo
total). Apos obtencdo do cromatograma, os pesos moleculares médios das
amostras sao definidos através da correlacdo entre o LogMW vs Tr dos padrdes
utilizados. Através da regressao linear obtida desta correlacéo, € possivel inferir

os valores de pesos moleculares meédios das amostras.

3.3.3. Determinacéao do teor de proteinas pelo método de Bradford

O teor de proteinas das amostras de pectinas obtidas foi determinado
baseando-se no método de Bradford (1976), adaptado para leitura em placa de
96 pocos. Replicatas técnicas de 1,0 mg de pectina foram diluidas em agua e
distribuidas em pocos contendo corante diluido para ensaio de proteinas (1,0 mL
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate + 3,0 mL H20 MilliQ) e
analisadas em espectrofotdmetro (leitura em A = 595 nm). O branco analitico foi

preparado a partir da mistura de H20 MilliQ + solugéo corante. A curva-padréo
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utilizada foi construida utilizando 10 concentracdes graduais (1,0 — 10,0 pg/uL)

de Albumina Sérica Bovina + solugcéo corante em gsp. 200 yL por poco.

3.3.4. Determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais pelo

método de Folin-Ciocalteau

A presenca de compostos fenélicos na amostra foi determinada utilizando-
se método descrito por Swain e Hillis (1959), adaptado para leitura em placa de
96 pocgos. A curva-padrdo foi preparada utilizando-se &cido gélico em 10
concentracfes graduais (0,1 — 1,0 pg/uL), completando cada poco com H20
MilliQ para 12,5 pL. Em seguida, foram adicionados 12,5 pL de Solucéo
Reagente de Folin, 200,0 pL de H20 MilliQ e 25 pL de solugao supersaturada de
Na2COs (0,5 g/mL de H20 MilliQ). As amostras foram preparadas utilizando o
mesmo procedimento utilizado na construcdo da curva-padrdo, substituindo as
diluicdes de acido galico por 12,5 uL de solucdo 2,0 mg/mL de pectina (FSA).
Para o branco de leitura, utilizou-se 12,5 pL de H20 MilliQ em substituicdo a
amostra e ao acido galico, seguindo mesmo método de preparo descrito
anteriormente. ApGs as preparacfes, a placa foi mantida em repouso por 30
minutos, sob abrigo de luz. Apds o tempo de descanso, foi realizada leitura em
espectrofotdmetro sob A = 720 nm. Os resultados obtidos foram expressos em

miligramas de equivalente de Acido Galico (EqAG).

3.4. Ensaios bioldgicos
3.4.1. Cultivo celular e contagem de células viaveis

As linhagens de células de cancer colorretal provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, EUA) HT29 (ATCC: HTB-38) e
HCT116 (n° ATCC: CCL 247) utilizadas foram cultivadas de acordo com as
diretrizes da ATCC para manutencgao celular e instru¢des descritas em PERES
(2005). As linhagens foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10%
Soro Bovino Fetal (FBS) e incubadas em atmosfera umidificada, a 37° C e 5%
CO2. Ambas as linhagens celulares foram adquiridas do Banco de Células do
Rio de Janeiro. A viabilidade celular foi contabilizada através em contador de
células automatizado Bio-Rad TC20 Automated Cell Counter apés tratamento

com Azul de Tripano (1:1 v/v).
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3.4.2. Inibi¢cdes quimicas in vitro da GAL-3 e do TLR4

Para a realizacdo dos ensaios de inibicdes quimicas das referidas
proteinas, replicatas técnicas e biologicas das linhagens celulares foram
distribuidas em placas de 96 pocos, de forma a se obter a concentragdo de 1 x
10* células/poco. Os pocos foram preparados com 180 pL de cada cultura celular
e, apos tempo necessario para total adesdo das células a placa (12h), houve
adicéo posterior de 20 pL de solucao contendo a substancia a ser analisada, de
forma a obter um volume final de 200 pL/poco. Para cada linhagem celular, foram
realizados cinco tipos de tratamentos distintos, cada um com duracédo de 24, 48
e 72 horas, detalhadamente descritos a sequir.

Como controle positivo de morte celular, as replicatas foram submetidas
a tratamento com Triton-X 0,2% e, concomitantemente, células foram cultivadas
em meio de cultura sem tratamentos a fim de estabelecer o branco experimental
(controle positivo de crescimento celular). A viabilidade celular foi determinada

através do ensaio colorimétrico de redugéo do MTT (descrito em 3.3.9).

3.4.2.1. Tratamento O: Inibidores quimicos

A fim de averiguar se os inibidores quimicos especificos utilizados (N-
Acetil-Lactosamina para GAL-3 e Resatorvid para TLR4) seriam capazes de
produzir alteracdes na viabilidade celular das linhagens HCT116 e HT29, trés
diferentes passagens das células foram distribuidas em triplicatas técnicas em
placa de 96 pocos e submetidas a 4 concentracdes diferentes de cada inibidor,
preparadas em meio DMEM 10% FBS. As concentracOes utilizadas para os
inibidores foram definidas de acordo com MORRIS et al. (2004) e MATSUNAGA
et al. (2011). Os pocos contendo branco experimental (sem tratamento) foram
preparados nas placas correspondentes a este tratamento, bem como os
controles positivos para morte celular (tratamento com Triton-X 100).
Experimentos prévios realizados por outros integrantes do grupo de estudo,
demonstraram que a suplementacdo dos inibidores ao longo das 24 horas para

os tempos de 48 e 72 horas de tratamento nao alterou os resultados.

3.4.2.2. Tratamento 1: FSA da pectina de mamao
De modo semelhante ao explicado no item 3.4.2.1, replicatas biolégicas e

técnicas das linhagens utilizadas no estudo foram submetidas a tratamento, apos
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tempo necessario para adesdao em placa, com 4 solucbes da FSA extraida
conforme descrito em 3.2, em diferentes concentracées (0,2%; 0,05%; 0,03% e
0,01% p/v) a fim de constatar os efeitos provocados pela exposi¢cao das células
as pectinas do mamao papaia.

3.4.2.3. Tratamento 2: N-Acetil-Lactosamina + FSA

As células foram submetidas inicialmente a tratamento com solugéo 1,0
UM de N-Acetil-Lactosamina em meio DMEM 10% FBS e, apds 15 minutos de
exposicao, foram tratadas com 4 solucdes de FSA em concentracfes diferentes,
em triplicata, conforme descrito em 3.4.2.2. A solucdo estoque de N-Acetil-
Lactosamina foi preparada através da diluicdo do composto em H20 MilliQ, onde
a partir desta, foi aliquotado volume necessario para preparo da solugéo descrita

anteriormente em meio DMEM.

3.4.2.4. Tratamento 3: Resatorvid + FSA

Assim como descrito em 3.4.2.3, as células foram submetidas a
tratamento com solucéo de 1,0 uM de Resatorvid em meio DMEM 10% FBS e,
apos 15 minutos de exposicdo, foram tratadas com as 4 solucdes de FSA
referidas anteriormente, em triplicata. A solucdo estoque de Resatorvid foi
preparada através da diluicdo do composto em Dimetilformamida (MATSUNAGA
et al., 2011), onde a partir desta, foi aliquotado volume necessario para preparo

da solucéo descrita anteriormente em meio DMEM.

3.4.2.5. Tratamento 4: N-Acetil-Lactosamina + Resatorvid + FSA

Conforme metodologia utilizada nos outros tratamentos, fora preparada
uma solugéao contendo 1,0 uM de N-Acetil-Lactosamina + 1,0 uM de Resatorvid
em meio DMEM 10% FBS e aplicada as células aderidas em placa. Ap6s 15
minutos, foram adicionadas as 4 solu¢des de FSA referidas anteriormente no
item 3.4.2.2.

3.4.3. Ensaio colorimétrico de viabilidade celular (reducdo do MTT)

A viabilidade celular de ambas as linhagens estudadas foi medida através

da reducdo do composto MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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difeniltetrazélio) pelas desidrogenases mitocondriais de células vivas, apds os

tratamentos de inibicdes quimicas serem concluidos.

ApGs os tempos de tratamento decorridos, o0 meio de cultura de cada pogo
foi removido, com subsequente adi¢do de 180 pL de novo meio DMEM 10% FBS.
Em seguida, foram adicionados 20 pL de solucéo 5,0 mg/mL de MTT (coloracao
amarelada) em cada poco. Apés 3 horas de incubacdo em atmosfera
umidificada, a 37° C e 5% COz2, o meio de cultura + MTT foi removido de cada
poco, com subsequente adicdo de 150 puL de Dimetil Sulféxido (DMSO) para
promover lise celular e, consequentemente, diluir o composto MTT reduzido (cor
roxa). As placas foram entdo submetidas a agitacao constante por 3 minutos e,
em seguida, foram analisadas em espectrofotdmetro, em A = 490 nm. O branco
experimental (células sem tratamentos) foi utilizado como parametro de
crescimento celular de 100%, e os outros grupos foram comparados a ele para

obtencéo da porcentagem de viabilidade celular.

3.4.4. Curva padrao de crescimento populacional

Considerando que o ensaio de viabilidade celular por reducdo do MTT
reflete a condicdo metabdlica das populacfes celulares avaliadas, in vitro, seus
valores néo séo capazes de refletir, direta e numericamente, a populacao celular
avaliada, embora seja um teste de grande valia para avaliar o comportamento
metabdlico das linhagens celulares frente aos tratamentos utilizados. Para tal, é
necessaria a realizacdo de uma curva padréao de crescimento, a fim de fornecer
uma regresséo linear capaz de correlacionar os valores de absorbéancia obtidos
de acordo com a redugcdo do MTT com as populacdes celulares, permitindo
converter os valores obtidos nos testes descritos ao longo do item 3.4.3 e 4.6 em

valores de crescimento ou queda populacional.

A curva padrdo de crescimento foi obtida através da distribuicdo de
valores crescentes de células em placa de 96 pocos, obtendo um total de 6
pontos, sendo estes 1,00 x 10%; 5,00 x 10%; 1,00 x 104 3,00 x 10% 5,00 x 10* e
1,00 x 105 Apos distribuicdo das populacdes celulares em seus respectivos
pocos com 180 pL de meio de cultura (DMEM, suplementado com 10% FBS +
1% Streptomicina e Ampicilina), foi adicionado 20 pL de solucdo de MTT 5,0
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mg/mL em cada poco, e as placas foram incubadas por 3 horas, em incubadora
a 37° C, com atmosfera de 5% CO2. Apds tempo de incubacéo, as placas foram
submetidas a processo de centrifugacao por 2 minutos, a 960 rpm. Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado, e o precipitado solubilizado em 150 uL de DMSO,
a fim de promover lise celular e solubilizacdo dos cristais reduzidos de MTT
(coloracéao roxa). As placas foram entdo submetidas a agitacdo constante por 3

minutos e, em seguida, foram analisadas em espectrofotdmetro, em A = 490 nm.

3.4.5. Knock-out da expressdo de TLR4 e Galectina-3 das linhagens
HCT116 e HT29 através da técnica CRISPR-Cas9

O knock-out da expressao das proteinas TLR4 e Galectina-3 nas linhagens
celulares HCT116 e HT29 foi realizado com a utilizagdo da técnica CRISPR-
Cas9. Os desligamentos foram realizados isoladamente para cada proteina.

Para tal, as linhagens foram semeadas em placas de cultura de 6 pocos
(1,5x10° — 2,5x10° células em 3 mL de meio de cultura DMEM) 24 horas antes
do procedimento de transfeccéo.

Em seguida, foram preparadas as solucdes contendo o DNA plasmidial
correspondente a proteina de interesse (Solucdo A: 1,0 ug TLR4 ou galectin-3
CRISPR/Cas9 KO Plasmid + 1,0 ug TLR4 ou galectin-3 Double Nickase Plasmid
+ 1,0 pg TLR4 ou galectin-3 HDR Plasmid em Plasmid Transfection Medium
gsp.150,0 uL), e outra solucdo contendo reagente de transfeccao (Solucdo B:
5,0 — 10,0 pL Ultracruz Transfection Reagent em Plasmid Transfection Medium
gsp. 150 pL). Cada solucdo foi preparada em temperatura ambiente e
permaneceu em repouso por 5 minutos.

ApOs o0 tempo de repouso, as solucbes A e B foram misturadas,
imediatamente agitadas e incubadas em temperatura ambiente por 20 minutos,
de forma a serem adicionadas aos poc¢os contendo as culturas celulares.

Apos transfeccéo, as células foram mantidas sob incubacédo em incubadora
a 37° C, sob atmosfera de 5,0% de CO2 por 72h, sem troca de meio de cultura.
Em seguida, as células foram selecionadas em meio de cultura DMEM,
suplementado com 10% FBS e Puromicina (1,0 pg/mL), a fim de selecionar os

clones mutantes.
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Ao fim do procedimento de mutacdo e selecdo dos clones estaveis, as
culturas celulares foram analisadas em microscépio 6tico de fluorescéncia, a fim
de detectar a emissao de fluorescéncia proveniente da expresséo de GFP e RFP
(Green Fluorescent Protein e Red Fluorescent Protein, respectivamente). O gene
para a expressao dessas proteinas estava contido em cada um dos plasmideos
utilizados na transformacéao, conforme descrito anteriormente (CRISPR/Cas9 KO
Plasmid e Double Nickase Plasmid continham os genes para a expressao de
GFP, enquanto o HDR Plasmid continha o gene para a expressao de RFP), e
sua visualizagcdo em microscopia o6tica de fluorescéncia é um indicativo de que a
incorporacao dos plasmideos e assimilacdo da informacdo genética ali contida

pelas células foi bem-sucedida.

3.4.6. Isolamento de linhagens fluorescentes por citometria de fluxo (FACS
Cell Sorting)

Apoés transfeccao dos plasmideos e suposta modificacao génica das células
pelo método descrito em 3.4.5., e subsequente constatacdo de fluorescéncia
oriunda da expressao de GFP e RFP em microscopia 6tica de fluorescéncia, as
linhagens que apresentaram melhores sinais de adaptacdo ao procedimento
(velocidade de crescimento, contagem celular de viabilidade e pontos de
fluorescéncia em placa), foram submetidas a técnica de citometria de fluxo
ativada por fluorescéncia (FACS), a fim de isolar as células que potencialmente
tenham sofrido o desligamento génico, com o intuito de otimizar o método de
modificagcao génica.

A citometria de fluxo foi realizada utilizando-se as instalacbes do
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, por

intermédio do Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP).

3.4.7. Western Blotting

A técnica de Western Blotting foi empregada para confirmar o desligamento
da expressédo génica das proteinas TLR4 e Galectina-3 na linhagem HCT116,
promovido através da técnica CRISPR-Cas9.

A linhagem HT29 néo foi capaz de resistir a modificacdo génica induzida
pelo sistema CRISPR-Cas9 utilizado neste trabalho, deixando, portanto, de ser

utilizada para os demais experimentos conduzidos.
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As culturas celulares submetidas ao processo de desligamento génico e
selecionadas de acordo com o descrito no item 3.4.5. foram submetidas a lise
celular em tampao RIPA contendo coquetel inibidor de protease (protease
inhibitor cocktail — Sigma — p8340), sob agitacdo por 15 minutos, a 4° C. ApG0s
lise, as células foram coletadas com o auxilio de espatula adequada, e
centrifugadas a 10.000 Xg, por 10 minutos, a 4° C. Ao fim do processo, o
sobrenadante foi coletado e armazenado em congelador a -20° C.

Ap6s lise celular e coleta do material proteico resultante, a quantidade total
de proteinas foi determinada através do ensaio BCA (Bicinchonic Acid - Pierce™
BCA Protein Assay Kit — Thermo Fisher) com leitura das amostras em
espectrofotometro (A = 562 nm).

As amostras dos lisados obtidos a partir das culturas celulares HCT116
foram submetidas ao processo de separacdo por eletroforese em géis de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de gradiente 4 — 20% (Bio-rad), sob corrente
constante de 140 V até o fim da corrida, indicado pela chegada da banda do
corante de Laemmli adicionado & amostra, no fim da placa contendo o gel. Os
pocos dos géis foram ocupados com 5 L de padrdes de pesos moleculares (GE
Healthcare Amersham ECL Plex Fluorescent Rainbow Markers); 20 pg, 10 ug e
5 ug de proteinas totais obtidas dos lisados de células HCT 116 nativas; e 20 ug
de amostras de culturas HCT116 tratadas com os plasmideos, separadas por
procedimento FACS (descrito em 3.4.6.), divididas entre os clones que foram
selecionadas pela expressdo de RFP, e clones recuperados apdés cell sorting
(portanto, contendo RFP e tracos de GFP). Para as amostras de lisado celular
HCT116 TLR4 KO, foram adotados como controle, as mesmas quantidades em
massa de proteinas totais e volumes de lisado de HCT116 nativa que as
utilizadas para o teste de HCT116 GAL-3 KO; com 0s po¢os correspondentes as
amostras de HCT116 TLR KO contendo 20 ug de proteinas totais, em duplicata.

ApoGs separagéo, os géis de poliacrilamida contendo as amostras foram
submetidos a processo de transferéncia semi-dry, a fim de fixar as proteinas de
interesse em membrana de nitrocelulose, para posterior revelagédo. O processo
de transferéncia foi realizado em equipamento Trans-Blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad), de forma que as amostras foram submetidas a 25 V e 1.0 A
constantemente, por 45 minutos. Ao fim do procedimento, as membranas

contendo as amostras foram imersas em solu¢gbes de anticorpos primarios
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especificos para cada uma das proteinas de interesse, e sequencialmente
submetidas a tratamento com anticorpos secundarios, acoplados a enzima HRP,
permitindo a revelagdo da membrana por imunofluorescéncia. A proteina
utilizada como referéncia para o teste foi a B-Actina, devido ao seu peso
molecular (43 kDa).

Apoés tempo de incubacéo com os devidos anticorpos, as membranas foram
submetidas a tratamento com o kit Clarity Max Western ECL Substrate, de
acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante, e entdo reveladas. A
auséncia de fluorescéncia na regido de banda correspondente a proteina de
interesse, em comparacdo com amostra de cultura celular ndo submetida ao

desligamento génico, confirma a a¢éo do sistema CRISPR-Cas9.

3.4.8. Tratamentos da linhagem HCT116 KO para expressdo de GAL-3 com
diferentes pectinas de mamao

Ap6s modificagdo génica, isolamento e confirmacdo do KO para a
expressao de GAL-3 em linhagem HCT116, conforme descrito em 3.4.5., 3.4.6.
e 3.4.7., passagens da referida linhagem foram submetidas a tratamentos com
diferentes fracbes de pectinas de mamédo papaia, com subsequente
determinacdo do estado metabdlico através do ensaio de reducdo do MTT,
conforme descrito em 3.4.3. Os ensaios foram conduzidos considerando tempos
de 24, 48 e 72h, e n=4 para cada passagem, com popula¢ées celulares de 10*
células/poco.

As amostras de fibras utilizadas para este ensaio com suas concentracdes
designadas foram cedidas por outros alunos do departamento para os testes, e
séo denominadas a seguir:

e MCP: Modified Citrus Pectin [1,0 % e 0,1% p/V] — Pectinas de Citrus
Modificadas, através de tratamentos com altas temperaturas e/ou pH.
Tratam-se de oligossacarideos extensivamente conhecidos em
literatura por sua atividade antitumoral (GLINSKY e RAZ, 2009;
PRADO et al, 2019a; LECLERE, et al. 2013). As diferentes
concentracbes foram aplicadas as culturas isoladamente, e em

concomitancia com o inibidor de receptores TLR4 Resatorvid [1,0 uM].
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A amostra utilizada foi caracterizada em PRADO et al, 2019b,
possuindo 35,2 kDa de peso molecular média.

e A4FA: Fracédo acida das pectinas de mamdes com maturacao de 4 dias
pos-colheita [0,1% p/V], aplicada as culturas isoladamente. A amostra
foi caracterizada por Lucas de Freitas Pedrosa, e € composta por uma
fracdo péctica de 133 kDa de peso molecular média (dados néo
publicados).

e 4FSA e 5FSA: Fracdes sollveis em agua das pectinas de mamdes
com maturacgdo de 4 e 5 dias pos-colheita, respectivamente [0,1% p/V],
aplicadas as culturas isoladamente e em concomitancia com o inibidor
de receptores TLR4 Resatorvid [1,0 pM]. As amostras foram
caracterizadas em PRADO, et al. 2016, cujos pesos moleculares
correspondem a 71 e 73 kDa.

e 3FSO: Fracdo solivel em oxalatos das pectinas de mamdes com
maturacdo de 3 dias pos-colheita [0,1% p/V], aplicadas as culturas
isoladamente e em concomitancia com o inibidor de receptores TLR4
Resatorvid [1,0 uM]. A amostra foi caracterizada em PRADO, et al.
2019c, apresentando peso molecular médio entre 410 e 80 kDa.

e 6DPC: Anteriormente identificada apenas como ‘FSA’ para os ensaios
de inibicdo quimica. Trata-se da fracdo solivel em agua das pectinas
de mamdbes com maturacdo de 6 dias pds-colheita [0,2 e 0,1% p/V],
aplicadas as culturas isoladamente em concomitancia com o inibidor de
receptores TLR4 Resatorvid [1,0 uM]. A amostra foi caracterizada neste

trabalho, conforme descrito no item 3.3.

Neste contexto, faz necessario destacar que todas as amostras utilizadas
foram capazes de promover inibicdo da GAL-3, exceto a do atual trabalho, 6DPC
(dado ndo exposto), sendo de grande valia para este trabalho, especialmente
considerando que foram obtidas de pontos de maturacdo e formas de extracao

diferentes, conforme abordado na descricdo de cada uma delas.

3.5. Analise estatistica dos resultados
Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (DP) para

graficos em barras e em mediana + valores minimo e maximo para cada grupo
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de dados nos graficos em barras flutuantes (floating bars). Para verificacdo do
cumprimento dos pressupostos de normalidade (distribuicdo normal dentro de
um conjunto de dados) foi utilizado o teste de D’Agostino-Pearson. Dados
paramétricos foram comparados com grupo controle através do teste de Dunnet
e entre si através do teste de Tukey. As analises estatisticas foram realizadas
com auxilio do programa GraphPad Prism 6.0 (Graph Pad Software®, La Jolla,
CA, EUA).

4. Resultados e Discussao

4.1. Extracdo e purificacdo das pectinas da parede celular de mamdes
maduros
Partindo-se de triplicatas de amostra de mamao papaia congeladas do

sexto dia pés colheita (6DPC), conforme descrito em 3.1 e 3.2, o rendimento
meédio obtido foi de 1,83% + 0,11 de fracdo celular total (FCT) sobre a massa

fresca de fruto.

Apbs a extracao da fracdo soluvel em dgua (FSA) a partir da fracéo celular
total (FCT), foi obtida massa final de 0,177 g + 0,006, com rendimento de 48,18%
+ 8,7 com relacédo a FCT. Desta forma, houve rendimento final de 0,88% + 0,10
de FSA com relacdo a massa fresca do fruto, corroborando com o descrito em
KOUBALA, et al. (2014) e PRADO, et al. (2016).

4.2. Composicdo em monossacarideos da pectina do mamao

A determinacdo da composicdo em monossacarideos da pectina de
mamao papaia extraida se faz necessaria a fim de se delimitar com clareza quais
Sao 0s acglcares que estardo atuantes na atividade biologica do polissacarideo

utilizado, bem como o teor de cada um deles na amostra.

Os dados brutos das analises realizadas conforme descrito em 3.3.1 estéo
representados a seguir (média + desvio-padrao), em grafico de barras (Figura
4):
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Composicao em Monossacarideos
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Figura 4. Gréafico em barras dispondo os valores obtidos em % (mol) para cada
monossacarideo constituinte da amostra de pectina de mamé&o papaia avaliada. Dados
representados como média + desvio padréo de triplicatas das amostras.

Avaliando os dados obtidos, é possivel inferir que a FSA obtida é formada,
em sua grande parte, por pectina consistindo majoritariamente de &cido
galacturonico (92,5%), caracterizando as estruturas de homogalacturonanos
predominantes da amostra (HARHOLT, 2010), com fracbes menores dos demais

acucares neutros sendo os de maiores propor¢des a galactose e a xilose.

Tendo em vista que a amostra de mamé&o papaia utilizada para extragao
da pectina consistiu de frutos com 6 dias de amadurecimento pos-colheita, os
teores de monossacarideos obtidos nos experimentos apresentaram
comportamento esperado para o periodo de amadurecimento considerado. De
acordo com descrito por PRADO et al. (2016), a pectina do mamao papaia
apresenta aumento consideravel das concentracbes de acido galacturénico e
galactose nas fracbes sollveis em agua ao longo de seu amadurecimento,
devido a hidrdlise dos acucares complexos pela acdo de enzimas enddgenas.
PRADO et al. (2017), utilizando a mesma amostragem de amadurecimento de
mamdes, mas de frutos do dia 1° ao 4° apds a colheita, verificaram através de
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analise de ligacOes de carboidratos que as pectinas de mamdes, possuem em
sua estrutura, arabinogalactanos do tipo Il. Os resultados aqui demonstrados
corroboram com os dados expostos em PRADO et al. (2017), considerando a
quantidades dos monossacarideos em predominancia, bem como com o

comportamento esperado no processo de amadurecimento deste fruto.

A tabela a seguir, apresenta os valores em % molar dos monossacarideos

da amostra utilizada:

Tabela 1. Composi¢cao em monossacarideos (% molar)

Fuc | Ara | Ram | Gal | Gli | Xil |Man | GalA |Glia| He* |Re.w| EaLlt4ra)
Ram
Média| 0,17 [0,34] 0,72 [1,41 1001240599247 1,97 [91,75] 3,18 242

Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Ram: Ramnose; Gal: Galactose; Gli: Glicose; Xil: Xilose; Man:
Manose; GalA: Acido Galacturdnico; GliA: Acido Glicurénico; HG: Homogalacturonanos; RG-I:
Ramnogalacturonanos do tipo I.

* Valores de porcentagem da somatdria de monossacarideos.

Gal+A = o g . q
% : Razéo aplicada para estimar o valor percentual representado pelas cadeias laterais de

acucares neutros, ligadas as frac6es de RG-I da amostra. (HOUBEN, et al. 2011)

A Tabela 1 foi construida considerando os dados em % molar dos
monossacarideos constituintes da amostra de FSA utilizada, através do método

descrito em 3.3.1.

A determinagdo estimada de teor em homogalacturonanos e
ramnogalacturonanos do tipo | foi realizada utilizando a equacao proposta por
M’SAKNI, et al. (2006), exposta a seguir:

e HG (%) = GalA (%) — Ram (%)
e RG-I (%) = [GalA (%) — HG (%)] + Ram (%) + Ara (%) + Gal (%)

Os dados expostos delimitam e séo capazes de predizer a composi¢cao
das fracbes pécticas da amostra utilizada, permitindo inferir que, conforme
descrito anteriormente, a amostra €& composta majoritariamente de
homogalacturonanos, contendo fragdes discretas de ramnogalacturonanos do

tipo I.
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4.3. Determinacdo da homogeneidade e peso molecular de
polissacarideos da FSA de pectina do mamao papaia
Conforme descrito em 3.3.2, de acordo com os tempos de retencao (T)
obtidos para cada padréo utilizado, obteve-se a seguinte equacéo da reta: y = -
0,1954x + 12,70 (R? = 0,997). Os tempos de retencéo relativos a cada padrédo de

peso molecular estédo representados a seguir (Tabela 2):

Tabela 2. Correlacéo entre os
tempos de retengéo e respectivos
padrées de peso molecular

Peso molecular Tempo de
(kDa) retengcao
5,0 45,742
12,5 44,357
25,0 42,514
50,0 40,965
80,0 39,900
150,0 38,596
410,0 36,191
750,0 34,899

O perfil cromatografico da amostra analisada em triplicata esta
representado a seguir, em conjunto com a regressao linear obtida a partir dos

padrées moleculares utilizados na andlise.
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Peso Molecular - FSA
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Figura 5. Sobreposicdo dos cromatogramas por exclusdo de tamanho obtidos para cada
replicata técnica da amostra de FSA. A reta pontilhada representa a regressao linear obtida a
partir dos valores logaritmicos dos pesos moleculares dos padrées utilizados vs os tempos de
retencdo indicados na parte superior do cromatograma (Equacgéo da reta: y = - 0,1954x + 12,70;
R? = 0,997). Separacgdo realizada em coluna PL-aquagel-OH (30, 40, 50 e 60; 300 x 7,5 mm,
porosidade 8,0 pm) conectadas em série. Vo: Volume de exclusdo total (volume morto); Ve:
Volume de Permeacao Total (volume de elui¢do).

A partir dos cromatogramas obtidos da amostra analisada e aplicacéo
dos valores de Tr para cada pico em respectiva equacéo da reta (Figura 5), é
possivel calcular os valores de peso molecular para as fracdes de

polissacarideos presentes na amostra. Abaixo, estdo representados os valores
individuais dos picos para cada replicata da amostra.

Tabela 3. Valores de pesos moleculares obtidos por replicata em analise

por HPSEC.
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
. PM . PM . PM
r (kDa) r (kDa) r (kDa)

Picol | 39,27 |104,27 | 39,42 98,54 39,29 103,66

Pico2 | 45,33 6,80 45,43 6,50 45,39 6,61

Tr: Tempo de retencdo; PM: peso molecular.
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Com base no exposto, pode-se afirmar que a amostra € composta de
duas fracdes polissacaridicas com peso molecular de 102,16 kDa * 3,04, e 6,64
kDa + 0,12 (expressos como média * desvio padrdo por pico).

Tais valores aproximam-se do encontrado em amostras de maméao
papaia com 3 e 4 dias de amadurecimento (PRADO, et al. 2017). Neste cenatrio,
seria esperado que 0S picos apresentassem peso molecular reduzido,
entretanto, ao longo do amadurecimento do fruto, pela acdo das pectinases,
ocorre migracao de polissacarideos anteriormente insolUveis em agua, para a
FSA, justificando o peso molecular semelhante encontrado para as fracdes
extraidas de frutos no terceiro e quarto dia apds a colheita (PRADO, et al.
2016).

4.4. Determinacédo do teor de proteinas pelo método de Bradford

A fim de garantir que a FSA extraida fosse composta apenas por
carboidratos, fez-se necessario determinar a presenca de possiveis
contaminantes na amostra que pudessem, eventualmente, interagir com as
células utilizadas no estudo. Para tal, foi realizada analise da presenca de
proteinas pelo método de Bradford, conforme descrito em 3.3.3. A imagem a

seguir representa foto da placa obtida no experimento:

Figura 6. Amostra preparada em placa de 96 pocos utilizada para analise de teor de proteinas
pelo método de Bradford. Linhas A1 — A10, B1 — B10 e C1 — C10: Pocos contendo 10 pontos de
concentracdes graduais de padrédo analitico (0,005 pug Albumina/uL — 0,05 pg Albumina/pL);
Linha D1 — D10: Branco analitico; Linhas E1 — E10, F1 — F10 e G1 — G10: replicatas amostrais.
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A partir dos valores de absorbancia obtidos, foi possivel inferir que a
amostra ndo possui quantidades significativas de proteinas, tido que os dados

obtidos por amostra se encontraram abaixo do limite de detec¢do do método.

4.5. Determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais pelo
meétodo de Folin-Ciocalteau

A determinacéo da presenca de compostos fendlicos na amostra de FSA
extraida faz-se necesséria, tido que estas moléculas podem interferir na
sobrevida de células tumorais através da modulacdo da expressdo de NF-kB,
por exemplo (GUTIERREZ-GRIJALVA et al., 2016), podendo produzir possiveis
resultados falso-positivos.

Os resultados obtidos através da andlise de placa de 96 pocos em
espectrofotometro, preparada conforme método descrito em 3.3.4,
demonstraram valores de absorbancia menores do que o limite de detec¢édo do
método. Abaixo, esta representada foto da placa preparada a partir da amostra

analisada:

=90 2>

-

Figura 7. Amostra preparada em placa de 96 pocos utilizada para analise de teor de compostos
fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteau. Linhas A1 — A10, B1 — B10 e C1 — C10: Pogos
contendo 10 pontos de concentracdes graduais de padrdo analitico (0,0004 EQAG — 0,004
EQAG); Linha D1 — D10: Branco analitico; Linhas E1 — E10: amostra.
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4.6. Inibicbes quimicas in vitro da GAL-3 e do TLR4

4.6.1. Tratamento O: Inibidores quimicos

Conforme descrito em 3.4.2.1, as células cultivadas foram tratadas com
0S compostos responsaveis por promover a inibicdo quimica das proteinas de
interesse, a fim de averiguar se estes poderiam alterar de alguma maneira a
viabilidade das células estudadas. As Figuras 8 e 9, ilustradas a seguir, dispdem
os resultados referentes a viabilidade celular (em porcentagem) das células
tratadas com  N-Acetil-Lactosamina (NAcLac) e com Resatorvid,

respectivamente, considerando os tempos de 24, 48 e 72 horas de tratamento.

TO - NAcLac
= 7 : : ; .
wf LD
HCT116 R A
LY T T RN ¢ |
S wal ‘K. ol 0
s : ol 1 : ; B Branco
=] 50 1 ] [ ] []
3 : : : ! : B NAclac 1,0 pM
L — ! ' : ! i+ + | W NAcLac 0,5 uM
3 AR A A A = NAcLac 0,1 uM
3 ! ! : ! : 1 NAcLac 0,05 uM
> 150 ' *1 1 ' ! )
E : : ]I: : 1 Triton-X
AL A
50 AL RN

T T T—T—T—T— T
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Figura 8. Gréaficos em barras relacionando as viabilidades celulares (em porcentagem) de cada
linhagem celular, tratadas com N-Acetil-Lactosamina em respectivos tempos de tratamento (24,
48 e 72 horas). Os asteriscos representam diferenca estatistica entre os valores de cada
concentracao utilizada em relagcdo ao branco experimental relativo aos respectivos tempos de
tratamento (p < 0,05; Teste de Dunnett). A auséncia de asteriscos indica que ndo houve
diferenca estatistica relevante.

Ao avaliar os gréficos representados na Figura 8, é possivel inferir que o
tratamento com o inibidor da GAL-3 foi capaz de produzir queda na viabilidade

celular da linhagem HCT116, com relacdo ao branco experimental, no periodo
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de 24 horas, para as quatro concentracdes utilizadas no experimento. A HT29
mostrou-se ligeiramente mais resistente ao tratamento. Percebe-se também que,
ao longo do tempo, as linhagens recuperam sua viabilidade inicial. Conforme
descrito em 3.4.2.1., experimentos foram repetidos com a suplementagéo dos
inibidores ao longo das 24 e 48 horas, mas o comportamento de viabilidade

permaneceu o mesmao.

Podem ser varios os motivos pelos quais se observou um efeito de queda
da viabilidade. Entretanto, devido ao contraponto de que essa queda néo foi dose
dependente, pode-se especular que o estresse que as ceélulas sofreram apés o
tratamento, ao serem submetidas a presenca de um composto originalmente
estranho ao meio de cultura, pode ter sido determinante na queda de viabilidade,
especialmente devido ao fato destas recuperarem a sua viabilidade ao longo do

periodo de tempo estudado.

TO - Resatorvid

200 : : : :
15 .
HCT116 _ 100 S TR LR ¥
T . E* 2 - B Branco
S 50 i W & B Resatorvid 1,0 uM
[ 1 [ [ [] o
5 : :H :W ' [ Resatorvid 0,7 uM
¥ 200 e ] W Resatorvid 0,4 pM
3 - [2 Resatorvid 0,1 uM
S 150 i E E l | | Triton-X
HT29 100 P % E
50 : B ﬁ :

Tt
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Figura 9. Graficos em barras relacionando as viabilidades celulares (em porcentagem) de cada
linhagem celular, tratadas com Resatorvid em respectivos tempos de tratamento (24, 48 e 72
horas). Os asteriscos representam diferenca estatistica entre os valores de cada concentracéo
utilizada em relacdo ao branco experimental relativo aos respectivos tempos de tratamento (p <
0,05; teste de Dunnett). A auséncia de asteriscos indica que ndo houve diferenca estatistica
relevante.
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Assim como observado na Figura 8, inicialmente as células tratadas com
resatorvid apresentaram queda na sua viabilidade em 24 horas de tratamento,
com recuperacdo ao longo do tempo. Entretanto, diferentemente do que foi
observado no tratamento com NAcLac, a HT29 apresentou maior sensibilidade

ao tratamento com Resatorvid, de acordo com o observado em Figura 9.

A gqueda da viabilidade da HCT116 ap0s o tratamento com Resatorvid
refor¢ca a hipotese anterior para o tratamento com NAcLac de que as células
sofreram estresse resultante da inser¢cdo de moléculas estranhas ao meio de
cultivo. Dado o fato desta linhagem expressar o receptor TLR4 né&o-funcional,
nao seria esperado haver alteracdo de suas atividades metabdlicas, ao menos

nao por acéo direta do composto utilizado.

bY

Quanto a HT29, observa-se que o tratamento com o inibidor da
sinalizacao do receptor TLR4, na concentracdo de 1,0 uM foi capaz de, ao longo
do tempo, promover elevacdo acentuada da viabilidade celular. Este efeito pode
ter sido observado provavelmente por efeito protetor do composto utilizado, ja
que a molécula é capaz de impedir a cascata de sinaliza¢cdes promovida pela
ativacao do receptor TLR4. A linhagem poderia, por alguma razdo nao estudada
no presente trabalho, estar exposta a um estado de estresse oxidativo resultante
de estimulo ao TLR4 constante que manteria a viabilidade celular equilibrada.
Uma vez que se tenha a diminuicdo da sinalizacdo do TLR4, pode-se ter uma
diminuicdo de uma possivel resposta inflamatéria com consequente diminuicédo
de liberacdo de radicais livres de oxigénio, permitindo assim uma diminuicdo da

morte celular e uma consequente elevacao da viabilidade celular observada.

4.6.2. Efeito dos tratamentos concomitantes (T1, T2, T3 e T4) em HCT116

Os graficos obtidos a partir de cada tratamento (realizados conforme
descrito em 3.4.2.2; 3.4.2.3; 3.4.2.4 e 3.4.2.5) em linhagem HCT116 estédo

dispostos a seguir (Figura 10):
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Figura 10. Gréficos de viabilidade celular (em porcentagem) da linhagem HCT116 representados
como barras flutuantes para cada tratamento (pontos minimos, pontos maximos e mediana), em
cada periodo de tempo considerado. Os asteriscos representam, em ordem crescente de
relevancia, a diferenca estatistica obtida entre os dados comparados com o branco experimental,
de acordo com teste de Dunnett (* - p < 0,05; ** - p <0,01; *** - p < 0,001, **** - p < 0,0001; n =
9). As letras representam, em ordem crescente de relevancia, a diferenca estatistica obtida da
comparacao entre os grupos de dados considerados, de acordo com teste de Tukey, onde cada
marcacao presente na barra horizontal imediatamente abaixo da letra representa a comparagéo
entre o grupo de dados considerado no inicio da barra, com o grupo de dados indicado pela
marcacao (a-p<0,05;b-p=<0,01;c-p=<0,001;d-p<=<0,0001; n=9). FSA: Fracdo Solavel
em Agua (T1); FSA + Lac.: Fracéo Solavel em Agua + N-Acetil-Lactosamina (T2); FSA + Res.:
Fracdo Solivel em Agua + Resatorvid (T3); FSA + Lac. + Res.: Fracdo Solivel em Agua + N-
Acetil-Lactosamina + Resatorvid (T4).
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Ao avaliar os gréaficos de viabilidade celular dispostos na Figura 10, é
possivel observar que houve queda na viabilidade celular no tempo de 24 e 48
horas para os 4 tratamentos concomitantes realizados. As 72 horas, percebe-se
gue a queda da viabilidade foi mantida com maior relevancia quando utilizada
FSA em concentracdo de 0,2%, sendo observavel lenta recuperacdo da
viabilidade nos demais tratamentos. Sendo assim, é possivel inferir que a queda
da viabilidade apresenta relacdo de dose-dependéncia para os tratamentos com
as pectinas dos mamaoes.

Observa-se também que para esta linhagem celular, o tratamento
realizado em T2 (FSA + NAcLac), produziu queda de viabilidade celular mais
acentuada e duradoura que observado nos demais tratamentos, indicando que
a inibicdo da GAL-3 € um fator importante para a eficacia da acdo da FSA
extraida. Conforme mencionado anteriormente, sabe-se que as pectinas
utilizadas neste estudo nao inibiram a GAL-3 em testes prévios realizados pelo
grupo. Ao observar que uma pectina que nao inibe a GAL-3 tem o efeito de
diminuicdo de viabilidade exacerbado utilizando um inibidor de GAL-3 (T2),
confirma-se que essa inibicao pode ter papel secundario no efeito biolégico, mas
ndo menos importante. Além disso, ao se observar que em T3 (FSA +
Resatorvid) ocorreu menor queda da viabilidade celular, quando em comparacao
com o observado em T2, pode-se supor que a acdo da FSA extraida esteja
relacionada com o estimulo dos receptores TLR4 e/ou um outro mecanismo
complementar ainda nao elucidado.

Curiosamente, ao avaliar a viabilidade obtida em T4, percebe-se que, ao
longo do tempo, a inibicdo concomitante das duas proteinas estudadas aparenta
promover reducdo do efeito de queda de viabilidade promovido pela FSA,
demonstrando que ambos os fendémenos de inibicdo da GAL-3 e do TLR4 podem

alterar os efeitos anti-proliferativos das pectinas de mamdoes.

4.6.3. Efeito dos tratamentos concomitantes (T1, T2, T3 e T4) em HT29

Os graficos obtidos a partir de cada tratamento (realizados conforme
descritoem 3.4.2.2; 3.4.2.3; 3.4.2.4 e 3.4.2.5) em linhagem HT29 estao dispostos
a seqguir (Figura 11):
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Figura 11. Gréficos de viabilidade celular (em porcentagem) da linhagem HT29 representados
como barras flutuantes para cada tratamento (pontos minimos, pontos maximos e mediana), em
cada periodo de tempo considerado. Os asteriscos representam, em ordem crescente de
relevancia, a diferenca estatistica obtida entre os dados comparados com o branco experimental,
de acordo com teste de Dunnett (* - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001; **** - p<0,0001; n =
9). As letras representam, em ordem crescente de relevancia, a diferenca estatistica obtida da
comparacao entre os grupos de dados considerados, de acordo com teste de Tukey, onde cada
marcacao presente na barra horizontal, imediatamente abaixo da letra, representa a comparagao
entre o grupo de dados considerado no inicio da barra, com o grupo de dados indicado pela
marcacao (a - p<0,05;b-p=<0,01;c-p=<0,001;d-p=<0,0001; n =9). FSA: Fragao Soluvel
em Agua (T1); FSA + Lac.: Frac&o SolGvel em Agua + N-Acetil-Lactosamina (T2); FSA + Res.:
Fracdo Solivel em Agua + Resatorvid (T3); FSA + Lac. + Res.: Fracdo Soluvel em Agua + N-
Acetil-Lactosamina + Resatorvid (T4).



53

A Figura 11 permite concluir que, assim como observado na linhagem
HCT116, as células HT29 apresentam queda de sua viabilidade quando tratadas
com a FSA rica em pectinas em uma relagcdo dose-dependente. Entretanto,
diferentemente do que foi observado na outra linhagem celular, a HT29
apresenta queda menos acentuada aos tratamentos em 24 horas, com maior
queda as 48h, e ligeira recuperacdo as 72h de tratamento, dados estes que
corroboram com os dados obtidos por Prado et al. (2017), ao menos com relagcéo
as amostras extraidas de mamdes maduros do terceiro dia apds a colheita. Os
tratamentos de FSA isoladamente com os respectivos inibidores quimicos (T2 e
T3) promoveram reducdo da viabilidade celular de maneira similar entre si,
enquanto que o tratamento com os inibidores em concomitéancia (T4), novamente
pareceu promover certa protecao contra o efeito da FSA utilizada, visto que néo
s6 a queda da viabilidade foi menos acentuada, como ocorreu uma aparente
perda da relacdo dose-dependente do efeito de FSA, conforme observado no

tratamento em 72 horas.

4.6.4. Comparacdao entre os tratamentos e as linhagens celulares

Ao comparar os tratamentos realizados, levando em consideracéo apenas
a maior concentracdo de FSA utilizada nos experimentos (0,2%), é possivel
visualizar que a linhagem HCT116 apresenta queda de viabilidade acentuada
com 24 horas de tratamento, que se mantém ao longo do periodo observado,
para os tratamentos T1, T2 e T3, de forma que o tratamento concomitante com
N-Acetil-Lactosamina produziu maior impacto na viabilidade. Em T4, é possivel
observar ligeira recuperacao da viabilidade em 72 horas de tratamento.
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Figura 12. Gréficos de viabilidade celular (em porcentagem) referentes aos quatro tratamentos
realizados com FSA da pectina extraida, conforme tempo de tratamento e linhagem utilizada,
representados como barras flutuantes para cada tratamento (pontos minimos, pontos maximos
e mediana). Os asteriscos representam, em ordem crescente de relevancia, a diferenca
estatistica obtida entre os dados comparados com o branco experimental de acordo com teste
de Dunnett (* - p < 0,05; ** - p < 0,01; ** - p < 0,001; **** - p < 0,0001; n = 9). As letras
representam, em ordem crescente de relevancia, a diferenca estatistica obtida da comparacao
entre os grupos de dados considerados, de acordo com teste de Tukey, onde cada marcacédo
presente na barra horizontal imediatamente abaixo da letra representa a comparagéo entre o
grupo de dados considerado no inicio da barra, com o grupo de dados indicado pela marcacéo
(a-p<0,05b-p<0,01;c-p<0,001;d-p=<0,0001; n=9). FSA: Fracdo Soluvel em Agua
(T1); FSA + Lac.: Fracdo Soluvel em Agua + N-Acetil-Lactosamina (T2); FSA + Res.: Fracio
Soluvel em Agua + Resatorvid (T3); FSA + Lac. + Res.: Fra¢do Soltvel em Agua + N-Acetil-
Lactosamina + Resatorvid (T4).
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Com relacdo a HT29, observa-se que esta linhagem nao apresenta tanta
sensibilidade & FSA da pectina de mamao quanto a HCT116, conforme ja
observado anteriormente (Prado et al., 2017), além de apresentar recuperagao
de viabilidade mais pronunciada ao longo do tempo. Além disso, verifica-se que
os tratamentos demonstraram diferencas de capacidade de reducdo da
viabilidade celular apenas entre 24 e 48 horas, demonstrando que,
aparentemente, a linhagem HT29 é capaz de adaptar-se as condi¢cbes adversas
do ambiente com maior facilidade que a HCT116.

Conforme explicitado anteriormente, sabe-se que a amostra utilizada ndo
€ capaz de promover inibicdo da GAL-3, justificando o fato da queda da
viabilidade em T3 néo ser tdo significativa quando em T2, especialmente para a
linhagem HCT116, dentro deste modelo experimental. Estes dados reforcam a
possibilidade de as pectinas estimularem a via necroptética observada por
Prado, et al. (2017), possivelmente pela interacdo com receptores TLRS3,
especialmente com relacdo a linhagem HCT116, que os expressa em maior
abundéancia com relacéo aos receptores TLR4 (KLIMOSCH, 2013; ZHAO, 2007).
Neste contexto, destaca-se também a importancia da inibicdo da GAL-3 para o
efeito de queda da viabilidade das células tumorais promovido pelas pectinas
utilizadas, tido que em ambas as linhagens se observou a manutencao de niveis

reduzidos de viabilidade com relacdo ao branco experimental.

4.6.5. Populacgao celular final apés tratamentos concomitantes (T1, T2, T3
e T4) em HCT116 e HT29, in vitro.

Apoés a obtencéo da curva padrao de crescimento (descrita em 3.4.4.) foi
possivel refletir os valores populacionais obtidos ao fim do teste de viabilidade
celular por reducdo do MTT, com seus respectivos valores de absorbancia. A
Figura 13, exposta a seguir, ilustra as populacdes celulares obtidas ao longo dos
tratamentos realizados conforme descritos em 3.4.3., nos tempos de 24, 48 e
72h. Considerando que os dados relativos aos tratamentos utilizando
concentracdes de FSA de 0,20% foram 0s que representaram maior impacto ao
metabolismo celular, as curvas de crescimento representadas a seguir, referem-

se as populacdes tratadas com FSA 0,2%.
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Figura 13. Gréficos das curvas de crescimento das linhagens HCT116 e HT29. Branco: Cultura
de células sem tratamentos; T1: Fracdo Sollvel em Agua; T2: Fracdo SolGvel em Agua + N-
Acetil-Lactosamina; T3: Fragéo SolGvel em Agua + Resatorvid; T4: Fragéo SolGvel em Agua +
N-Acetil-Lactosamina + Resatorvid
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Os valores de viabilidade foram calculados com base nas seguintes
regressoes lineares obtidas a partir das curvas de calibracdo, produzidas

conforme descrito em 3.4.4:

e HCTI116
O Eg.dareta: y=3,633 x 10°x + 0,3255; R? = 0,9617

e HT29
O Eg.dareta: y=2,432 x 105x + 0,1385; R? = 0,9843

Conforme observado no ensaio de viabilidade celular por reducédo do
MTT, a curva de crescimento permitiu visualizar que, de fato, para ambas as
linhagens celulares, T2 foi o tratamento que produziu a maior queda na
populacédo celular nas condi¢des avaliadas, seguido por T3. Através do disposto,
€ possivel confirmar que a inibicdo da atividade da GAL-3, in vitro, permite que
a FSA de mamao papaia promova com maior intensidade a queda populacional
das linhagens avaliadas. E possivel notar também que a queda na populagéo
celular ocorre jA nas primeiras 24h de tratamento em ambas as linhagens
celulares (com excecdo de T4 em HT29), de tal forma que este perfil de queda
se mantém em T3 para HCT116, e em T4 para HT29, corroborando com o

exposto em 4.6.4.

4.7. Knock-out génico da expressao de GAL-3 e TLR4 via CRISPR-Cas9, e

selecédo celular por citometria de fluxo (FACS)

As tentativas de knock-out da expresséao das proteinas GAL-3 e TLR4 nas
linhagens celulares utilizadas no trabalho foram realizadas conforme descrito em
3.4.5., para ambas as linhagens celulares. Entretanto, apenas a linhagem
HCT116 sobreviveu as transformacdes. Algumas imagens representativas

obtidas através de microscopia 6tica de fluorescéncia sdo apresentadas a seguir.
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Figura 14. Microscopia otica de fluorescéncia de cultura de células HCT116 apdés mutacéo
génica com sistema CRISPR-Cas9 para KO da expressao de GAL-3. Sobreposicdo de campos
BF + FITC + TRITC; visualizacdo em aumento de 10x. Imagem obtida 3 dias apés modificacdo

génica.

200 pm

Figura 15. Microscopia 6tica de fluorescéncia de cultura de células HCT116 apés mutacéo
génica com sistema CRISPR-Cas9 para KO da expressao de GAL-3. Sobreposicdo de campos
BF + FITC + TRITC; visualizacdo em aumento de 10x. Imagem obtida 5 dias ap6s modificacdo

génica.
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Figura 16. Microscopia otica de fluorescéncia de cultura de células HCT116 apds mutacéo
génica com sistema CRISPR-Cas9 para KO da expressédo de TLR4. Sobreposi¢cdo de campos
BF + FITC + TRITC; visualizagdo em aumento de 20x. Imagem obtida 7 dias ap6s modificagao

génica.

200 pm

Figura 17. Microscopia otica de fluorescéncia de cultura de células HCT116 apés mutacéo
génica com sistema CRISPR-Cas9 para KO da expressédo de TLR4. Sobreposi¢cdo de campos
BF + FITC + TRITC; visualizacdo em aumento de 10x. Imagem obtida 14 dias apds modificacdo

génica.
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Analisando-se as figuras 14, 16, e 17, é possivel observar a emisséo de
fluorescéncia verde e vermelha em intensidades consideraveis, embora néo
sejam correspondentes a maioria dos clones, resultantes respectivamente da
sintese de GFP e RFP, indicando que as culturas celulares assimilaram os
plasmideos utilizados para o knock-out dos genes de interesse. Em passagens
celulares ndo submetidas a transfeccéo dos plasmideos, ndo foram detectados

sinais de fluorescéncia.

Conforme explorado no item 3.4.5., o sistema de plasmideos empregado
para o knock-out consistiu no uso de trés grupos de plasmideos adquiridos
separadamente. O primeiro grupo de plasmideos (CRISPR/Cas9 KO Plasmid —
Figura 18) consiste em uma constru¢do plasmidial contendo a informacao
génica para producao da enzima Cas9 e o gRNA de interesse, em conjunto com
uma sequéncia génica para a sintese de GFP, permitindo que a deteccao de
GFP produzida pelas células, fosse indicativo da assimilacdo deste plasmideo.
Além disso, considerando o fato do gene da GFP estar localizado concomitante
ao gene da Cas9 e ao sistema de promotores de transcricdo utilizados, a
expressao da proteina fluorescente indicaria, indiretamente, que a endonuclease
teria sido expressa e, portanto, o gene de interesse teria sido nocauteado através

do mecanismo de quebra da fita dupla de DNA (DSB — Double Strand Break).
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Sequéncia de RNA nao-codificanie de 20
nucikecideos: guia a Cas? ao alvo gendmico no DNA

Promoior U6: guia a

Alca’ do gRNA: auxiia a
expressao de gRNA

Cas? a ligar-se ao DNA alvo
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da transfeccdo )
Plasmideo de Nocaute

CRISPRI/Cas9

Promotor CBh (Hibrido
beta-Acina de galinha):

! - 3 )
Pepideo 2A: permie guia a expressao da Cas?

preducac de ambas
Cas9 e GFP parindo do
mesmo promotor CBh

Sinal de localizagao nuciear

Sinal de localizagao nuciear SpCas9 ribonuclease

Figura 18. Representacdo esquematica do plasmideo contendo gRNA + Cas9 para KO dos
genes de interesse. Imagem adaptada de Santa Cruz Biotechnologies (Fonte: https://www.scbt.
com/scbt/pt/product/tir4-crispr-knockout-and-activation-products-h. Acesso em: Julho de 2016).

O segundo grupo de plasmideos utilizado (Double Nickase Plasmid —
Figura 19), por sua vez, consiste em dois plasmideos, construidos de forma que
ambos permitem a insercdo da informacdo génica para que as células
transfectadas produzam uma forma mutante da enzima Cas9, nomeada Cas9n-
D10A. Entretanto, um deles foi construido contendo um gene promotor de
resisténcia ao antibiético Puromicina, enquanto o outro contém a informacéao
génica para a producdo de GFP pela célula. A Cas9n-D10A, diferentemente de
sua forma nativa, apresenta uma modificacdo que faz com que a endonuclease
promova a quebra de apenas uma das fitas de DNA, e n&do das duas fitas
simultaneamente, possuindo denominacgao de ‘nickase’. Em sistemas que visem
a insercao de modificacbes génicas, 0 emprego deste grupo de endonucleases
€ especialmente interessante por reduzir as chances de delec¢bes “off-targets”
(REIS, et al. 2014). No entanto, em sistemas que visem apenas a delecao de
genes, como no caso deste trabalho, o emprego deste tipo de construcéo
plasmidial em conjunto com o grupo plasmidial descrito anteriormente,

aumentam as chances de sucesso do nocaute génico.
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Sequéncia de RNA néo codificante de 20 nucleotideos: guia a
Cas9n ao alvo gendmico no DNA
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Peptideo 2A: permite a produgéo de ambas

Cas9n e Puro a partir do mesmo promotor CBh Cas9n (Nickase D10A mutante)

Figura 19. Representagdo esquematica do plasmideo contendo gRNA + Cas9n (D10A) para
auxilio do KO dos genes de interesse, contendo gene de resisténcia a Puromicina, ou para
expressdo de GFP acoplado. Imagem adaptada de Santa Cruz Biotechnologies (Fonte:
https://datasheets.scbt.com/sc-400068-NIC.pdf. Acesso em: Julho de 2016).

Por fim, o dltimo grupo plasmidial utilizado (HDR Plasmid — Figura 20)
consiste de um plasmideo contendo a informacgéo génica para a producao de
RFP em conjunto com o0 gene para o desenvolvimento de resisténcia a
Puromicina. Este plasmideo foi construido a fim de ser assimilado pela célula
através do mecanismo de reparo dirigido por homologia do DNA (HDR —
Homology Directed Repair), de tal forma que este seria incorporado ao genoma
celular a partir do momento que a célula tenha sofrido a delecdo gendmica,
passando entdo a expressar RFP e podendo ser selecionada com o0 uso da

Puromicina no meio de cultura, isolando os mutantes bem-sucedidos em placa.
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Proteina Fluorescente Vermelha:
permite visualizagéo da transfecgéo

Gene de resisténcia a
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Figura 20. Representacdo esquemética do plasmideo contendo gene de resisténcia a
Puromicina e gene para a expressdo de RFP acoplado. Imagem adaptada de Santa Cruz
Biotechnologies (Fonte: http://datasheets.scbt.com/sc-400068-HDR.pdf. Acesso em: Julho de
2016).

Apos transfeccéo, a selecdo prévia dos clones mutantes com uso meio de
cultura DMEM suplementado com Puromicina, e a constatacao da assimilagéo
dos plasmideos através da microscopia 6tica de fluorescéncia, foi realizado

isolamento dos clones viaveis por FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting).

O cell-sorting foi realizado com tempo maximo de uma semana apos
transfeccao, utilizando-se das linhagens que apresentaram viabilidade celular
maior que 80% para 106 células/mL. Sendo assim, apenas as células submetidas
ao KO da expressao de GAL-3 foram selecionadas para o procedimento, tendo
em vista que as células submetidas ao KO do receptor TLR4 ndo apresentaram

crescimento satisfatorio dentro do periodo maximo considerado.

O FACS foi utilizado a fim de isolar as células que apresentassem
fluorescéncia proveniente da expressdao de GFP, tido que, como ilustrado
anteriormente, a expressao dessa proteina estaria indiretamente relacionada a
expressao da Cas9 e, portanto, as células que apresentassem fluorescéncia

verde, seriam as mutantes com maiores chances de ter sofrido o nocaute génico
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desejado. Os graficos obtidos na citometria de fluxo sdo exibidos a seguir
(Figura 21).

Controle GAL-3 KO

<« At e T T T
w T TR T w0t
[F FITC-A FITC-A

P4

TP
10 10 10" 10
FITC-A

Figura 21. Gréficos correspondentes a citometria de fluxo ativada por fluorescéncia (FACS) do
grupo Controle e dos grupos submetidos a transfeccdo dos plasmideos para nocaute da
expressdo de GAL-3 de células HCT116. FITC-A: eixo correspondente a deteccdo de
fluorescéncia verde; PE-A: eixo correspondente a deteccdo de fluorescéncia vermelha; P3:
grupo correspondente aos eventos com emissdo de fluorescéncia vermelha; P5: grupo
correspondente aos eventos com emissao de fluorescéncia verde; P4: grupo correspondente ao
controle celular, utilizado para delinear a deteccao de eventos de fluorescéncia para os grupos
P3 e P5.

Como é possivel observar pelos graficos, a linhagem submetida ao
tratamento com os plasmideos apresentou contagem de células com
fluorescéncia correspondente ao espectro verde (eixo X — FITC-A -
Agrupamento P5) severamente reduzido, ndo sendo possivel obter nimero
satisfatorio de células para isolamento em cultura, enquanto a contagem de
células emitindo fluorescéncia vermelha (eixo Y — PE-A — Agrupamento P3) foi
consideravelmente elevada. Desta forma, apds a citometria de fluxo, foram
obtidos dois grupos de células HCT116 submetidas ao KO da GAL-3: as células
do grupo P3, que apos isolamento emitiam apenas fluorescéncia oriunda da
expressdo de RFP, e o grupo de células com emissado de fluorescéncia
majoritariamente oriunda da expressédo de RFP, mas ainda com alguns focos de

fluorescéncia proveniente da expressao de GFP.
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Considerando que a expressao de Cas9 pelas células, apés incorporagao
dos plasmideos, faz-se necessaria apenas para a delecao do gene de interesse,
uma vez que a mutacdo tenha sido efetuada, ndo é esperado que a
endonuclease seja novamente produzida na proxima geracao de células (DONG,
et al. 2015; BORDING, et al. 2019). Sendo assim, embora o isolamento das
células que emitissem fluorescéncia verde fosse de grande interesse, o resultado
obtido nos gréficos de citometria expostos na Figura 21, corroboram com o

esperado.

Novas imagens apoés a citometria de fluxo foram obtidas em microscopia

de fluorescéncia, a fim de assegurar a eficiéncia da técnica, e sdo expostas a

seqguir.

Figura 22. Microscopia 6tica de fluorescéncia de cultura de células HCT116 apés mutacéo
génica com sistema CRISPR-Cas9 para KO da expressdo de GAL-3, submetidas a FACS.
Sobreposicao de campos BF + TRITC / Campo TRITC; visualizacdo em aumento de 20x.
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Figura 23. Microscopia otica de fluorescéncia de cultura de células HCT116 apdés mutacéo
génica com sistema CRISPR-Cas9 para KO da expressdo de GAL-3, recuperadas apdés FACS.
A: Sobreposicdo de campos BF + FITC + TRITC; B: Campos FITC + TRITC; C: Campo FITC;
D: Campo TRITC. Visualizagdo em aumento de 20x.

As Figuras 22 e 23 permitem constatar a eficacia do FACS realizado. Na
Figura 22, no foi detectada fluorescéncia oriunda da expresséo de GFP, devido
a selecédo do grupamento P3 (Figura 21) para cultura e isolamento celular. Na
Figura 23, por sua vez, é possivel visualizar com clara distincdo as
fluorescéncias oriundas da expressdo de GFP e de RFP. Nas imagens
apresentadas, é possivel perceber que ndo ha sobreposicdo de emissao das
fluorescéncias observadas, indicando que as culturas estariam expressando
regides diferentes de seus genes, isto €, seriam clones com padrao de expressao
bem diferentes entre si. Entretanto, esses fatores ndo séo conclusivos para a

real eficacia do silenciamento dos genes por CRISPR/Cas9, demandando sua
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confirmacgdo através de outra técnica analitica, como o ensaio de Western

Blotting.

4.8.Western Blotting

A técnica de Western Blotting, conduzida conforme descrito em 3.4.7., foi
utilizada a fim de confirmar efetivamente se o nocaute génico das proteinas GAL-
3 e TLR4 foi bem-sucedido. Para tal, apés determinacdo da quantidade de
proteinas totais (Tabela 4) obtidas a partir da lise das culturas celulares
selecionadas e realizacdo do Western Blotting, foram obtidas as seguintes

imagens:

Tabela 4. Determinacao da quantidade total de proteinas pelo método BCA

ASIES LS | s el | HETHE TR
HCT116 Nativa KO RFP
_ KO FACS KO
isolada
Média (ug/uL) 1,72 1,10 1,51 2,04

Regresséo linear aplicada: Y = 0,001205x + 0,06711; R2 = 0,9907

HCT 116
GAL-3 KO
RFP isolada

HCT 116
Nativa

HCT 116

PM (kDQ) GAL-3 KO FACS

& B-Actina

< GAL-3

Figura 24. Western Blot das amostras de HCT116 submetidas ao tratamento visando KO da
expressdo de GAL-3. As bandas coloridas representam as faixas de peso molecular incluidas no
padrdo de pesos moleculares utilizados no teste. PM: Peso Molecular; Peso molecular da GAL-
3: 31 kDa. Peso molecular da B-Actina: 43 kDa. Quantidades de proteina total por banda:
HCT116 = 20; 10 e 5 ug, respectivamente; HCT116 GAL-3 KO RFP isolada = 20 ug; HCT116
GAL-3 KO FACS = 20 ug, ambas em duplicata.
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Nativa TLR4 KO

[¢ B-Actina

Figura 25. Western Blot das amostras de HCT116 submetidas ao tratamento visando KO da
expressdo de TLR4. As bandas coloridas representam as faixas de peso molecular incluidas no
padrdo de pesos moleculares utilizados no teste. PM: Peso Molecular; Peso molecular do TLR4:
95/120 kDa. Peso molecular da B-Actina: 43 kDa. Quantidades de proteina total por banda:
HCT116 = 20; 10 e 5 ug, respectivamente; HCT116 TLR4 KO = 20 ug.

A partir da analise das figuras 24 e 25, é possivel visualizar que ocorreu
diminuicdo significativa da expressdo da GAL-3 em ambas as linhagens que
foram testas para a metodologia de silenciamento da expressdo génica.
Entretanto, nenhuma delas silenciou completamente o gene, demonstrando que
na populacéo analisada, podem ter clones totalmente silenciados misturados aos
clones néo silenciados, embora os clones mutantes se apresentem em maior
proporgéo. A linhagem representando reducéo significativamente expressiva da
producdo da referida proteina, foi aquela em que as células foram recuperadas
da citometria de fluxo, ou seja, as linhagens representadas pela Figura 23.

Os resultados aqui expressos fogem do esperado, uma vez que a
combinacdo de plasmideos, os processos de cultivo em meio de cultura
suplementado com Puromicina e a propria citometria de fluxo, deveriam

favorecer a selecao das células cuja aplicacdo da técnica CRISPR/Cas9 tenha
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sido bem-sucedida. Neste contexto, faz-se necessario destacar que culturas de
células HCT116 nativas foram cultivadas sob as mesmas condicbes que as
células que foram submetidas ao processo de transfeccdo, de tal forma que,
gquando em contato com a Puromicina, ndo foram capazes de sobreviver por
mais que 5 dias, aléem de ndo apresentarem qualquer tipo de fluorescéncia
quando analisadas em microscopia Otica de fluorescéncia (dados né&o
apresentados). Esta informagdo, em conjunto com a constatacdo de
fluorescéncia (como observado nas figuras 16, 17 e 22), demonstram que,
embora o silenciamento génico completo que deveria ser promovido pela Cas9
nao tenha sido bem-sucedido, as células foram capazes de assimilar os
plasmideos utilizados, e entdo expressar os genes introduzidos para producao
de RFP, GFP e de resisténcia a Puromicina, indicando que os procedimentos de
transfeccdo dos plasmideos e, até certo ponto, da modificacdo gendémica das
células, foi bem-sucedido.

Neste contexto, duas solu¢fes sdo cogitadas para refinamento da técnica
em aplicagbes futuras no laboratério do departamento, visando unicamente o
nocaute génico:

A primeira delas, sugere que os plasmideos utilizados sejam mantidos, e
apos transfeccdo destes, que as células sejam submetidas a citometria de fluxo
tdo logo possivel para isolamento e cultivo dos clones que estejam expressando
GFP nos primeiros dias ap0s a transfeccdo, de preferéncia em concomitancia
com a primeira troca de meio a ser realizada apos o procedimento. Desta forma,
€ esperado que estes clones isolados tenham expressado a Cas9 e estariam
entdo aptos a crescer em um ambiente livre de competicdo com clones néo
mutantes.

A segunda solugao, consistiria no uso de construgdes plasmidiais que
contivessem a informacdo génica para a sintese da endonuclease Cas9, do
gRNA para a regido alvo do DNA, de GFP ou RFP e do gene de resisténcia a
algum antibiotico, como a Puromicina. Desta forma, ao submeter as células a
cultura com meio suplementado com o antibiético, apenas as células que tenham
assimilado os plasmideos seriam capazes de sobreviver, desta forma, havendo

garantia de que estes clones sofreram a modificacdo génica desejada.
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Independentemente do exposto, para prosseguimento dos experimentos,
foi selecionada a cultura de células cuja expressédo de GAL-3 foi diminuida com

maior intensidade, conforme exposto na Figura 24.

4.9. Tratamentos da linhagem HCT116 GAL-3 KO com diferentes pectinas
de mamaéo.

Conforme descrito em 3.4.8., submeter a linhagem nocauteada para a
expressdo de GAL-3 a tratamentos com pectinas com diferentes caracteristicas,
oriundas das suas formas de obtencdo e dos tempos de maturacéo
diferenciados, permite tracar um panorama de atividade desses polissacarideos
quanto a capacidade de afetar a atividade metabdlica de células tumorais, in
vitro, em um ambiente onde a GAL-3 tenha sido efetivamente removida.

Os resultados obtidos a partir do tratamento com as amostras utilizadas
para os tratamentos com inibicdo quimica (item 4.6), representados na Figura
26, permitem observar que as células modificadas para a expressdo de GAL-3
foram capazes de manter sua atividade metabdlica ao longo de 3 dias de
tratamento, sugerindo que, para esta amostra de pectinas, a inibicdo bioldgica
da expresséo de GAL-3 foi capaz de promover ‘protecao’ das culturas celulares
com relacédo aos efeitos das pectinas, resultado esse que contradiz a inibicdo
quimica da GAL-3.
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HCT116 GAL-3 KO

Figura 26. Gréficos de viabilidade celular (em porcentagem) da linhagem HCT116 GAL-3 KO
representados como barras para cada tratamento, em cada periodo de tempo considerado. Os
asteriscos representam, em ordem crescente de relevancia, a diferenca estatistica obtida entre
os dados comparados com o branco experimental, de acordo com teste de Dunnett (* - p < 0,05;
** . p<0,01;**-p=<0,001; ****-p<0,0001; n=4). As letras representam, em ordem crescente
de relevancia, a diferenga estatistica obtida da comparacdo entre os grupos de dados
considerados, de acordo com teste de Tukey, onde cada marcacao presente na barra horizontal
imediatamente abaixo da letra representa a comparacgédo entre o grupo de dados considerado no
inicio da barra, com o grupo de dados indicado pela marcacao (a-p<0,05b-p=<0,01;c-p<
0,001; d - p = 0,0001; n = 9). 6DPC: Fracdo Solivel em Agua de amostras com estagio de
maturagdo de 6 dias p6s-colheita; Res: Resatorvid.

Isso pode ter ocorrido pois a inibicdo quimica é pontual, com poucas
chances das células se adaptarem através de alteracdo da expressao génica.
Por outro lado, a inibicéo biolégica por silenciamento génico aumenta as chances
das células se adaptarem a essa disfuncionalidade for¢cada e duradoura, fazendo
com que a célula de adapte para continuar com o perfil agressivo de crescimento
acelerado. A Figura 12 poderia corroborar essa hipotese, pois exibe que a
amostra, quando isolada, € capaz de promover queda acentuada e duradoura
da viabilidade de células HCT116 (T1). Quando em cenario de inibicdo quimica
(T2), a amostra teria acentuado seus efeitos de promocéo de queda da atividade
metabdlica e da populacao celular. Entretanto, a inibicdo quimica concomitante
da GAL-3 e de TLR4 (T4) fez com que a viabilidade fosse maior do que apenas
a inibicdo quimica da GAL-3, indicando que, apesar dos resultados de maior
atividade metabdlica das células silenciadas e a diminuicdo dos efeitos das
pectinas da amostra 6DPC, a inibicdo quimica do TLR4 pode ter auxiliado na

diminuicdo dos efeitos do tratamento com as pectinas.
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A Figura 27 ilustra que, ao longo do tempo, a amostra 4FSA [0,1% p/V] +
Res [1,0 uM] foi a que apresentou maior capacidade de comprometer a

viabilidade celular, com relagéo ao grupo Branco.

HCT116 GAL-3 KO

150

Figura 27. Gréficos de viabilidade celular (em porcentagem) da linhagem HCT116 GAL-3 KO
representados como barras para cada tratamento, em cada periodo de tempo considerado. Os
asteriscos representam, em ordem crescente de relevancia, a diferenca estatistica obtida entre
os dados comparados com o branco experimental, de acordo com teste de Dunnett (* - p < 0,05;
** . p<0,01; " -p=<0,001; ***-p<0,0001; n=4). As letras representam, em ordem crescente
de relevancia, a diferenca estatistica obtida da comparacdo entre os grupos de dados
considerados, de acordo com teste de Tukey, onde cada marcacéo presente na barra horizontal
imediatamente abaixo da letra representa a comparacgédo entre o grupo de dados considerado no
inicio da barra, com o grupo de dados indicado pela marcagdo (a - p<0,05;b-p<0,01;c-p<
0,001; d - p <0,0001; n = 9). 4FSA e 5FSA: Fracdo Solivel em Agua de amostras com estagio
de maturacdo de 4 e 5 dias p6s-colheita, respectivamente; 3FSO: Fra¢do Soluvel em Oxalato de
amostras com estagio de maturagao de 3 dias pds-colheita; Res: Resatorvid.

Explorando diferentes amostras de pectinas de mamdes, vale a comparagéo
com a amostra caracterizada no atual trabalho. A amostra 6 DPC, conforme
explorado na Figura 26, ndo foi capaz de produzir impacto significativo no
metabolismo celular geral da células ao longo do periodo de tratamento, e que
essa amostra apresenta cadeias de aproximadamente 102,16 kDa e 6,64 kDa.
Jé a observacao de que a amostra 4FSA (com pesos moleculares mais elevados
(PRADO, et al. 2016)) foi capaz de reduzir a atividade metabdlica das células
nocauteadas para a expressdo de GAL-3, em um cenario onde o uso de
Resatorvid se fez importante, sugere que as pectinas com pesos moleculares
mais elevados sejam capazes de ativar outras vias que dificultem a manutencéo

dos processos metabdlicos normais das células tumorais, sem dependéncia da
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interacdo com GAL-3, tampouco da possivel estimulacdo do receptor TLR4, cuja
inibicdo quimica auxiliou na reducéo da viabilidade, ao contrario do observado
para a amostra 6DPC (Figuras 12 e 26). Em outras palavras, os dados expostos
evidenciam que a reducéo das taxas metabdlicas de células de cancer colorretal
por acdo de pectinas de mamao, in vitro, pode também se dar por vias
independentes da interacdo com a GAL-3 e também por vias de estimulacdo ou
inibicdo dos receptores TLR4, havendo correlagdo com o peso molecular do
polissacarideo em questéo.

O conflito originado entre os dados obtidos pelos testes descritos em 4.6.2. e
em 4.9., com relacdo a amostra 6DPC, demonstram a complexidade das
possiveis intera¢des bioquimicas que venham a ocorrer nas células nos cenarios
avaliados, especialmente considerando a possibilidade de alteracdes
metabdlicas oriundas de adaptacdo das células em resposta ao desligamento
génico (NEWLACZYL e YU, 2011), bem como de mutacOes off-target que
possam ter sido originadas a partir da mutacao induzida por CRISPR-Cas9 e que
nao sao incomuns (ZHANG, et al. 2015; WIENERT, et al. 2019).

A Figura 28, ilustrada a seguir, explicita que as amostras com menores pesos
moleculares dentre os grupos considerados, promoveram os resultados com

maior relevancia estatistica.
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Figura 28. Gréficos de viabilidade celular (em porcentagem) da linhagem HCT116 GAL-3 KO
representados como barras para cada tratamento, em cada periodo de tempo considerado. Os
asteriscos representam, em ordem crescente de relevancia, a diferenca estatistica obtida entre
os dados comparados com o branco experimental, de acordo com teste de Dunnett (* - p < 0,05;
** . p<0,01; ** -p=<0,001; *** - p=<0,0001; n = 4). As letras representam, em ordem crescente
de relevancia, a diferenca estatistica obtida da comparacdo entre os grupos de dados
considerados, de acordo com teste de Tukey, onde cada marcacao presente na barra horizontal
imediatamente abaixo da letra representa a comparacgéo entre o grupo de dados considerado no
inicio da barra, com o grupo de dados indicado pela marcagéo (a - p<0,05;b-p<0,01;c-p <
0,001; d - p=<0,0001; n=9). MCP: Pectina de Citros Modificada; 4FA: Fracdo Acida com estagio
de maturacgédo de 4 dias p6s-colheita; Res: Resatorvid.

A amostra MCP utilizada no estudo apresenta peso molecular de 35 kDa
(PRADO, et al. 2019b), e no periodo de 72h de estudo, foi capaz de manter,
isoladamente, queda na atividade metabdlica das células nocauteadas para a
expressdo de GAL-3, de tal forma que, quando na presenca de Resatorvid, este
efeito deixa de ser tdo pronunciado, assim como observado com a amostra
6DPC. Esse fato sugere que para ocorrer efeito redutor da viabilidade das células
pela acdo dessas pectinas, a interacdo através do receptor TLR4 possua alguma
forma de atuacéo representativa.

Outro dado digno de destaque é o comportamento observado nas células
guando tratadas com a amostra de 4FA, tratamento este que produziu 0 maior e
mais duradouro impacto entre 0os grupos testados. Neste contexto, é necessario
pontuar que todas as amostras testadas, em alguma intensidade, apresentavam
capacidade interativa com a Galectina-3 (dados néo expostos), com excec¢éo da
amostra 6DPC. Ao observar a queda de viabilidade produzida pela amostra 4FA,
em grupo celular cuja expressao de GAL-3 foi nocauteada, é possivel afirmar
gue sua atuacao se da por algum mecanismo independente da presenca de

GAL-3, e quando em comparacao com 0s demais grupos, a combinacao variada
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de tamanhos moleculares dos polissacarideos presentes na amostra poderiam
também ter papel fundamental no efeito observado, de forma que o efeito pode
ter se manifestado por mais de uma via independente de Galectina-3.
Infelizmente, devido a restricdo da quantidade de amostra 4FA, néo foi possivel

efetuar o tratamento com a inibicdo do TLR4.

5. Considerac0es finais

De acordo com os dados expostos, 0 amadurecimento natural do fruto
produziu cadeias de polissacarideos com tamanhos de aproximadamente 102
kDa e 6 kDa, valores aproximados aos apresentados pelo fruto com 3 e 4 dias
de amadurecimento apos a colheita. Isto se deve ao fato de ocorrer a migracao
de polissacarideos pertencentes nas fracfes insollveis em agua para as fragcdes
de maior solubilidade em &gua devido a acdo de pectinases enddgenas
estimuladas ao longo do amadurecimento, justificando assim o0s pesos
moleculares encontrados.

Quanto a atividade bioldgica, pode-se inferir que a fragédo sollvel em agua
da pectina extraida da polpa de maméao papaia com 6 dias de amadurecimento
apos a colheita apresenta atividade, in vitro, sobre o metabolismo celular de
linhagens de células de cancer colorretal, diminuindo a viabilidade destas com
mecanismos dose-dependentes, e que a associacdo com N-Acetil-Lactosamina
potencializa o efeito destes polissacarideos. Neste contexto, é importante
destacar que outros pesquisadores do grupo realizaram experimentos buscando
visualizar a capacidade de inibicdo da GAL-3 pela FSA da amostra de mamao
papaia extraida ao longo deste trabalho, e verificaram através de teste de
hemaglutinagdo que a amostra n&o foi capaz de inibir a referida proteina. Estes
dados, em conjunto com as observa¢fes produzidas apoOs tratamento com
células nocauteadas para a expressao de GAL-3, indicam que provavelmente a
acdo da FSA da amostra 6DPC se da por alguma via que possa estar
evidenciada quando a GAL-3 esta inibida. Além disso, os demais dados
apresentados ao longo do texto permitem supor que, provavelmente, a
necroptose descrita em PRADO et al., 2017, pode ter se dado por estimulagéo
de receptores TLRs.

Ao avaliar o comportamento das células submetidas ao nocaute génico

da GAL-3 com amostras de pectinas com caracteristicas proprias, oriundas de
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suas formas de extracdo e do tempo de amadurecimento dos frutos a partir das
quais foram extraidas, € possivel perceber que, embora a interacdo com a GAL-
3 pareca exercer papel fundamental para a promocgéo de efeito supressor da
atividade metabdlica das células tumorais, outras vias metabdlicas podem
também ser acionadas a depender de caracteres como peso molecular das

amostras, reforcando os eventos descritos em PRADO, et al. 2017.

6. Conclusao

Os dados coletados ao longo do projeto, em conjunto com informacdes
oriundas dos demais projetos do departamento, permitem constatar que a via
biolégica pela qual as pectinas de mamao papaia impactam negativamente na
capacidade metabdlica de células tumorais de cancer colorretal, in vitro, pode
estar correlacionada com o peso molecular da fibra em questéo, de tal forma que

seus efeitos podem envolver, mas nao se limitando, a interacdo com a GAL-3.
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