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1. INTRODUGAO

O céancer € um termo abrangente que engloba mais de 100 tipos diferentes
de doengas malignas, caracterizadas pelo crescimento anormal de células
desprovidas de fungao util e com a capacidade de se disseminar para células
vizinhas, 6rgaos ou outras regides do corpo (WANG; LEI; HAN, 2018). Entre eles,
o cancer colorretal € o terceiro mais comum e a segunda principal causa de morte
relacionada ao cancer em todo o mundo, representando um problema de saude
consideravel (WHO, 2023). No Brasil, € o terceiro mais frequente em homens e o
segundo mais incidente em mulheres (INCA, 2023). O modelo celular HT-29 é
amplamente utilizado em estudos voltados a compreensao da biologia deste tipo
de cancer e na avaliagdo de novas abordagens terapéuticas. O tratamento do
cancer ainda representa um grande desafio, tanto pela eficacia limitada de
algumas terapias quanto pelo elevado custo associado. Em 2022, o Governo
Federal gastou aproximadamente R$ 4.000.000,00 em tratamentos oncoldgicos,
valor que evidencia a necessidade de alternativas mais eficientes e acessiveis.
Nesse contexto, a busca por moléculas bioativas com potencial antitumoral tem
se destacado como estratégia relevante.

As lectinas constituem uma classe de proteinas com capacidade de se
ligarem reversivelmente a diferentes carboidratos. Estdo amplamente distribuidas
na natureza, presentes em animais, plantas, bactérias, virus e fungos (AKKOUH
et al., 2015). Sua importancia biotecnoldgica decorre da habilidade de reconhecer
glicanos em receptores de superficie celular, glicoconjugados ou agucares livres,
permitindo a detecgdo de células anormais relacionadas a diversas doencas.
Entre suas subclasses, as lectinas ligadoras de manose apresentam diversas
atividades conhecidas, incluindo efeitos antitumorais (SINGH, S.; DEVI; NG,
2014). A ativagdo da via apoptodtica, mecanismo natural de morte celular
programada, pode ocorrer a partir da interagdo entre lectinas e receptores de
carboidratos presentes na membrana de células cancerigenas (GAUTAM et al.,
2019). Em destaque, nosso grupo tem estudado a atividade antitumoral de
lectinas recombinantes manose especificas, engenheiradas para melhorar sua
atividade frente a linhagens celulares cultivadas in vitro.
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Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar as vias de agao de
duas lectinas recombinantes frente a uma linhagem tumoral. A analise foi
realizada por meio de RT-qPCR, com foco nas principais rotas de sinalizagao
envolvidas na apoptose dessas células.

2. METODOLOGIA

2.1 Expressao das proteinas recombinantes: Para a expressédo das proteinas
(lectina de interesse engenheirada pelo grupo — rLec1 e lectina com atividade
tumoral conhecida — rLec2), os plasmideos contendo os genes das lectinas
previamente construidos foram inseridos em cepas de expressao de Escherichia
coli, que foi entdo induzida com IPTG para a produgao das proteinas. Apds o
cultivo, as células foram recolhidas, lisadas e as porgdes soluveis e insoluveis
foram separadas por centrifugagdo. As proteinas recombinantes presentes na
fracdo soluvel foram purificadas por cromatografia de afinidade a ions metais
niquel, dialisadas contra agua destilada. A concentragdo das proteinas foi
determinada com teste colorimétrico comercial BCA. Apds a quantificacao foi feita
a caracterizagdo da proteina recombinante por SDS-PAGE e pela técnica de
Western Blot.

2.2 Cultivo Celular: Células da linhagem tumoral HT-29 foram cultivadas em
Meio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO. em garrafas de cultivo.

2.3 Andlise da expressdo génica: Para os experimentos, as células foram
tripsinizadas e semeadas em placas de 12 pocos, em concentracido de
aproximadamente 5 x 10° células por pog¢o. Apds a adesao celular, as culturas
foram tratadas com lectinas recombinantes (100 pg/mL) pelos periodos de 24h e
48h. Em seguida, o RNA total foi extraido com TRIzol® e tratado com DNase para
remog¢ao de contaminantes de DNA. A sintese de cDNA foi realizada a partir do
RNA purificado, que foi posteriormente utilizado nas reacbées de RT-qPCR. Para
garantir a confiabilidade das analises, foram realizados testes de eficiéncia dos
primers em diferentes concentragdes, de modo a selecionar a condicdo mais
adequada para cada gene. A quantificagdo génica foi realizada no sistema
QuantStudio™ 1 (Applied Biosystems) com o reagente SYBR® Green. Para a
analise dos dados, a expressao relativa dos marcadores da via apoptotica (Bax,
Bcl-2, Caspase 8 e Caspase 3) foi determinada pelo método de Fold Change de
Pfaffl, utilizando o gene GAPDH como normalizador endégeno. O grupo controle
nao tratado foi empregado como amostra de referéncia para todos os calculos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em trabalhos anteriores, nosso grupo confirmou a atividade antitumoral das
lectinas utilizadas neste trabalho, porém os mecanismos de acdo ainda nao
haviam sido confirmados. Dessa forma, para investigar os mecanismos de agao
antitumoral destas lectinas, realizamos analises de RT-qPCR.

Na via mitocondrial, verificou-se modulagédo significativa na expresséo dos
genes Bax e Bcl-2. Em células tratadas com rLec1, Bax apresentou discreta
inducdo tardia, passando de valores reduzidos em 24 horas para niveis
superiores ao controle em 48 horas, enquanto Bcl-2 manteve-se reprimido, ainda
que préximo ao valor basal. Ja a rLec2 promoveu um aumento robusto de Bax,
especialmente em 48 horas, acompanhado de uma redugao consistente de Bcl-2
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em ambos os tempos avaliados. Esse desequilibrio entre os fatores
pré-apoptético (Bax) e antiapoptético (Bcl-2), mais evidente no tratamento com
rLec2, favorece a permeabilizagio da membrana mitocondrial externa,
considerada um ponto de nao retorno no processo apoptético (LOPEZ; TAIT,
2015; KALKAVAN; GREEN, 2018). A ativacado de Bax em paralelo a supressao de
Bcl-2 tem sido amplamente associada a indugao de apoptose em células tumorais
e a redugédo da resisténcia celular frente a estimulos terapéuticos.
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Figura 1. Expressao relativa dos genes Bax e Bcl-2 em células HT-29. As células
foram tratadas com as lectinas recombinantes rLec 1 e rLec 2 (100 pg/mL) por 24
horas (barras pretas) e 48 horas (barras cinzas). Os niveis de expressao foram
normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e calculados em relagdo ao grupo
controle nao tratado (valor = 1).

Na via extrinseca, observou-se uma modulacédo da expressao de caspase-8,
enzima iniciadora deste mecanismo. Em células tratadas com a rlLec2,
verificou-se indugdo em 24 horas, seguida de queda nos niveis de expressao em
48 horas, enquanto para rLec1 os valores permaneceram abaixo do controle ao
longo do periodo. Esse comportamento sugere uma ativagao inicial da cascata
extrinseca, possivelmente de carater transitorio, coerente com o papel da
caspase-8 como sinalizador precoce da apoptose mediada por receptores de
morte (KALKAVAN; GREEN, 2018).

Quanto a caspase-3, principal caspase executora que atua no
desmantelamento final da célula (CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020), os niveis de
expressao mantiveram-se abaixo do controle em todas as condigdes, mas em
rLec1 foi possivel observar um aumento relativo entre 24 e 48 horas, indicando o
inicio de uma possivel ativagao da fase executora da apoptose. Apesar disso, os
resultados sugerem que o tempo de avaliagdo pode ter sido insuficiente para a
plena deteccdo desse marcador, uma vez que a caspase-3 costuma apresentar
picos de expressdo em tempos mais tardios.
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Figura 2. Expressao relativa dos genes Caspase 3 e Caspase 8 em células
HT-29. As células foram tratadas com as lectinas recombinantes rLec 1 e rLec 2
(100 pg/mL) por 24 horas (barras pretas) e 48 horas (barras cinzas). Os niveis de
expressao foram normalizados pelo gene de referéncia GAPDH e calculados em
relacdo ao grupo controle nao tratado (valor = 1).

4. CONCLUSOES

Em conclusao, os achados indicam que rLec2 possui maior potencial como
agente indutor de apoptose em comparacao a rLec1, embora sua eficacia pareca
depender da dindmica temporal da resposta celular. De qualquer forma, as duas
lectinas apresentam ac¢ao antitumoral estimulando vias apoptoticas.
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