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1. INTRODUGCAO

O Cancer € um termo abrangente que engloba mais de 100 tipos diferentes
de doencas malignas, caracterizadas pelo crescimento anormal de células
desprovidas de funcao util e com a capacidade de se disseminar para células
vizinhas, 6rgaos ou outras regides do corpo (WANG; LEI; HAN, 2018). O cancer
de colorretal € o terceiro cancer mais comum e a segunda principal causa de
morte relacionada ao cancer em todo o mundo, representando assim um
problema de saude consideravel (WHO, 2023). Segundo dados do INCA, o
cancer colorretal € o terceiro mais frequente em homens, e o segundo mais
incidente nas mulheres (INCA, 2023). A HT-29 é uma das linhagens mais
utilizadas para estudar diferentes aspectos da biologia deste tipo de cancer. No
Brasil, o Governo Federal gastou somente no ano de 2022 cerca de R$
4.000.000,00 em tratamentos oncoldgicos. Este valor pode ser reduzido com o
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes e menos custosos.

Lectinas sdo uma classe de proteinas com a capacidade de se ligarem
reversivelmente a varios tipos de carboidratos. Essas proteinas estao
amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontrada em diversos
organismos com diferentes niveis de complexidade, como em animais, bactérias,
virus, fungos e plantas (AKKOUH et al, 2015). Possuem aplicagbes
biotecnolégicas por conta da sua propriedade de reconhecer sitios de ligagao a
carboidratos que identificam glicanos presentes em receptores de superficie
celular, glicoconjugados ou agucares livres, detectando, assim, células anormais
relacionadas a diversas doencgas. As lectinas ligadoras de manose sdo uma das
classes que apresentam diversas atividades conhecidas, incluindo atividade
antitumoral (SINGH, S.; DEVI; NG, 2014). A via apoptética de células
cancerigenas, mecanismo natural de morte programada, podem ser ativadas
através da ligagcdo da lectina com o receptor de carboidratos presente na
membrana celular (GAUTAM et al., 2019).

Neste trabalho utilizamos uma lectina recombinante ligadora de manose,
engenheirada para conter muta¢des visando aumentar sua avidez frente a
linhagem tumoral HT-29. A atividade da lectina foi comparada a outras proteinas
recombinantes da mesma origem, mas com mutag¢des diferentes. A lectina
demonstrou ser segura, sem provocar toxicidade indesejada sobre células nao
tumorais, diferenciando-se da acido da quimioterapia.

2. METODOLOGIA

2.1 Expressao das proteinas recombinantes: Para a expressao das trés
proteinas (Lectina de interesse engenheirada pelo grupo - rLec3, proteina
controle positivo - rLec1 e proteina controle negativo - rLec2, mutada para nao ter
atividade), os plasmideos contendo os genes das lectinas foram inseridos em
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cepas de expressao de Escherichia coli, que foi entdo induzida com IPTG para a
producao das proteinas. Apds o cultivo, as células foram recolhidas, lisadas e as
por¢cdes soluveis e insoluveis foram separadas por centrifugacédo. As proteinas
recombinantes presentes na fragcao soluvel foram purificadas por cromatografia de
afinidade a ions metais niquel, dialisadas contra agua destilada. A concentragéo
das proteinas foi determinada com teste colorimétrico comercial BCA. Apds a
quantificacao foi feita a caracterizacdo da proteina recombinante por SDS-PAGE
e pela técnica de Western Blot.

2.2 Cultivo celular: Para os ensaios de atividade antitumoral, células da
linhagem HT-29 (Adenocarcinoma Colorretal Humano) foram cultivadas em Meio
Essencial Minimo Dulbecco (D-MEM) suplementadas com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram mantidas a 37 °C em uma atmosfera umidificada
de 5% de CO2 e 95% de ar. Células normais da linhagem MDBK (Madin-Darby
Bovine Kidney Cells) foram utilizadas nos testes de citotoxicidade da proteina,
elas foram cultivadas em Meio Essencial Minimo Earle (E-MEM) suplementado
com 10% de SFB em garrafas de cultivo celular em estufa com temperatura 37
°C.

2.3 Teste de atividade das lectinas: Para a utilizacdo nos ensaios elas foram
retiradas das garrafas pelo processo de tripsinizagao e cultivadas em placas de
96 cavidades até a formagdo da monocamada celular. O ensaio 3-(4,5
dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo (MTT) foi feito para medir o
efeito das lectinas na viabilidade das células tumorais. Os testes foram realizados
em ftriplicata, utilizando diferentes concentragdes de lectinas, para testar sua
efetividade, e incubados em diferentes momentos sob as mesmas condi¢cdes até
a leitura. Como controles, foram utilizadas células mantidas em meio de cultivo
sem lectinas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi testado a acdo de uma lectina recombinante frente a
linhagem celular de adenocarcinoma de colon retal humano e a comparamos com
outras duas lectinas semelhantes. Todas as proteinas foram obtidas por
processos de engenharia genética e producao heterdloga em sistema procarioto.
As lectinas foram expressas com sucesso, solubilizadas, purificadas, liofilizadas e
caracterizadas. Realizou-se um Western blot que confirmou a presenga de
apenas uma unica banda, demonstrando a eficacia do método de purificagao
empregado, como ilustrado na Figura 1. Apds, as proteinas foram quantificadas
usando o método colorimétrico de BCA, resultando em um rendimento
aproximado de 710 pg/mL da proteina rLec1, 750 ug/mL da proteina rLec2 e 630
pMg/mL da proteina rLec3.
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Figura 1. Western blot utilizando o anticorpo anti-histidina conjugado com peroxidase,
demonstrando a purificagdo das lectinas recombinantes, onde (M) representa o Marcador de Peso
Molecular (Rainbow protein marker full range —BioRad®); (1) rLec 3, (2) rLec 2 e (3) rLec 1.

A atividade frente a linhagem celular HT-29 foi confirmada (Figura 2),
sendo a agao da proteina semelhante a sua homodloga, usada como controle
positivo (rLec2). Destaca-se também que nenhuma das lectinas apresentou
toxicidade frente as células da linhagem normal MDBK, todos tratamentos
mantiveram mais de 80% de viabilidade celular (dados ndo mostrados). No que
diz respeito a rLec1, observou-se uma notavel supressao da proliferacédo celular
apos 4 dias de tratamento, levando a apoptose de até 76% das células. Em
contraste, durante o mesmo periodo, a rLec3 demonstrou uma taxa de
mortalidade celular em torno de 62,6%, confirmando sua eficacia nas
propriedades antitumorais. Quanto a rLec2, sua eficacia foi relativamente menor,
registrando uma taxa de 35,59% apdés 4 dias de tratamento. E importante
destacar que essa lectina possui uma afinidade reduzida na ligagdo a
carboidratos, o que resulta em uma atividade biolégica mais fraca. A partir de
duas horas do dia 0 foi possivel detectar uma diferenca estatistica no tratamento
rLec1 em relagdo ao controle(p < 0,05).Por outro lado, no dia 4, todos os grupos
experimentais apresentaram diferenca estatistica significativa ao comparar com o
controle (p < 0,05).
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Figura 2. Avaliagdo da morte celular da linhagem HT-29 em relacdo as lectinas rLec 1, rLec 2 e
rLec 3 nos dias 0, 3 e 4 apds o tratamento, na concentragao de 300 pg/mL, sendo DMEM como
controle. ANOVA seguido por post hoc de Tukey. Para todos p < 0,05. Letras diferentes
demonstram diferenca significativa.

Apos o periodo de 4 dias de tratamento, foi possivel notar o
arredondamento das células, o que sugere a ocorréncia de possiveis
modificacdes no citoesqueleto e a formacdo de lacunas na matriz celular,
caracteristicas associadas a morte celular. Enquanto isso, as células de controle
que ndo foram submetidas a nenhum tratamento mantiveram sua morfologia
padrdo com o formato fusiforme e presenca de projecbes da membrana
plasmatica.

Os resultados do trabalho estdo em concordéncia com outros estudos
feitos anteriormente sobre a acdo antitumoral das lectinas, como no caso da
lectina do quiabo Abelmoschus esculentus que possui uma efetividade de 63% na
inibicdo da proliferagdo de células cancerigenas no cancer de mama (MONTE et
al.,2014).
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4. CONCLUSOES

A expressao das lectinas recombinantes foi feita com éxito, uma vez que
elas mantiveram a sua atividade biologica. A morte programada € induzida
seletivamente nas células de cultivo HT-29.

A partir dos resultados, conclui-se entdo, que as lectinas ligantes de
manose apresentam um grande potencial como tratamento para o céancer
colorretal, embora ainda seja necessario mais estudos e testes em modelos in
vivo para compreender os efeitos citotoxico, os resultados indicam que elas
podem ser utilizadas com sucesso para diversos fins terapéuticos e diagnosticos.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. AKKOUH, Ouafae et al. Lectins with anti-HIV activity: A review. Molecules,
[s. 1], v. 20, n. 1, p. 648—-668, 2015.

2. FOGH, J.; FOGH, J. M.; ORFEO, T. One hundred and twenty seven
cultured human tumor cell lines producing tumors in nude mice. Journal of
the National Cancer Institute, [s. |.], v. 59, n. 1, p. 221-226, 1977.

3. FORGUE-LAFITTE, Marie Elisabeth et al. Proliferation of the Human Colon
Carcinoma Cell Line HT29: Autocrine Growth and Deregulated Expression
of the c-myc Oncogene. Cancer Research, [s. I.], v. 49, n. 23, p.
6566-6571, 1989.

4. GAUTAM, Ajay Kumar et al. Legume lectins: Potential use as a diagnostics
and therapeutics against the Cancer. International Journal of Biological
Macromolecules, [s. |.], 2019.

5. MONTE, Leonardo G. et al. Lectin of Abelmoschus esculentus (okra)
promotes selective antitumor effects in human breast cancer cells.
Biotechnology Letters, v. 36, p. 461-469, 2014.

6. MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of
immunological methods, Netherlands, v. 65, n. 1-2, p. 55-63, 1983.

7. SINGH, Senjam Sunil; DEVI, Sanjenbam Kunjeshwori; NG, Tzi Bun.
Banana lectin: A  brief review. Molecules, [s. ], v. 19, n. 11, p.
18817-18827, 2014.

8. WANG, J. J.; LEI, K. F.; HAN, F. Tumor microenvironment: Recent
advances in various cancer treatments. European Review for Medical
and Pharmacological Sciences, [s. |.], v. 22, n. 12, p. 3855-3864, 2018.



