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RESUMO

O cancer de mama (CM) é mundialmente o tipo de cancer mais incidente em
mulheres, excetuando-se os canceres de pele ndo melanoma. Sabe-se que parte
do crescimento tumoral é resultante da inibicdo da apoptose. Nesse contexto, as
proteinas da familia BCL-2 sao classificadas como anti e pré-apoptéticas, como a
BCL-2 e BAX, respectivamente. A amplificacdo génica através das técnicas de
biologia molecular tem sido cada vez mais utilizada, com destaque para a técnica da
reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR). Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo realizar um levantamento bibliografico sobre a
expressao dos genes BCL-2 e BAX em células de CM, bem como confeccionar
primers para deteccdo da expressao destes por RT-gPCR. A metodologia incluiu um
levantamento bibliografico na base de dados Medline (PubMed), seguido do
desenvolvimento de primers especificos para os genes BCL-2 e BAX. Os resultados
indicaram que a regulacao positiva de BAX e a reducao de BCL-2 estao fortemente
associadas ao aumento da apoptose celular em linhagens tumorais de CM.
Adicionalmente, os primers desenvolvidos apresentaram alta especificidade, sendo
eficazes para a deteccdo dos genes-alvo. Conclui-se que o conhecimento
aprofundado das vias apoptoéticas pode contribuir significativamente para o
desenvolvimento de novas terapias contra o CM, especialmente na indugéo seletiva
de apoptose em células cancerigenas.

INTRODUCAO
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O cancer de mama (CM) é a neoplasia maligna mais prevalente entre mulheres, com
aproximadamente 2,3 milhées de novos casos estimados globalmente em 2020
(IARC, 2020) e 73.610 novos casos anuais no Brasil entre 2023 e 2025 (INCA,
2022).

O CM é uma doencga complexa e as células tumorais usam diferentes vias para
escapar da morte induzida pela terapia e adquirir resisténcia as drogas. Diante disto,
€ evidente a necessidade de compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos
no processo de carcinogénese e morte celular para auxiliar na descoberta de novas
opcobes e abordagens para o tratamento deste cancer.

Admite-se que parte do crescimento tumoral seja resultante da inibicdo da morte
celular programada, a apoptose. Tal fenbmeno é basicamente regulado pelo
equilibrio entre moléculas antiapoptéticas e pré-apoptoticas. Nesse contexto, a
familia BCL-2 (proteina 2 do linfoma de células B) compreende um conjunto de
genes codificadores de proteinas da membrana mitocondrial externa que bloqueia a
morte apoptotica de algumas células. As proteinas membros dessa familia sao
classificadas como anti e pré-apoptoticas, como a BCL-2 e BAX (Proteina X
Associada a BCL-2), respectivamente (Manne et al, 2021).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento
bibliografico sobre a expressdo dos genes BCL-2 e BAX em células de CM, bem
como confeccionar primers para deteccdo da expressao destes por reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR).

MATERIAIS E METODOS

Levantamento Bibliografico

Foi realizado um levantamento bibliografico abrangente na base de dados Medline
(PubMed), com o objetivo de identificar estudos que avaliaram a expressao dos
genes BCL-2 e BAX em células de CM utilizando a técnica de RT-gPCR. Foram
considerados os artigos publicados nos ultimos 5 anos (janeiro 2019 a janeiro 2024),
em lingua inglesa e com resumo disponivel.

Confeccéo e Avaliagdo dos Primers

A selecao das sequéncias génicas dos genes BCL-2 e BAX foi realizada a partir do
GenBank. Utilizou-se os softwares IDT e Primer3 para o desenho dos primers,
considerando parametros como temperatura de Melt, comprimento dos primers e a
proporcao de guanina e citosina (GC).

A qualidade dos primers foi avaliada através de andlises adicionais de alinhamento e
especificidade utilizando as ferramentas Clustal Omega e BLAST, para garantir a
precisdo do pareamento com as sequéncias génicas-alvo. Os primers que melhor
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atenderam aos critérios estabelecidos serdo adquiridos para uso em estudos futuros
para avaliacao destes genes por RT-qgPCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento bibliografico foi realizado utilizando a base de dados Medline
(PubMed). A partir dos Mesh Terms definidos (“Breast Neoplasms” AND "Genes,
BCL-2" OR “BCL-2-Associated X Protein”), 827 artigos foram recuperados. Desses,
132 artigos, publicados nos ultimos 5 anos, em lingua inglesa e com resumos
disponiveis, foram considerados para andlise. Ap6s a verificacdo dos titulos e
resumos 42 atenderam aos critérios de inclusdo estabelecidos. Esses artigos foram
analisados para verificar o comportamento e expressao dos genes BAX e BCL-2 em
células de CM apds algum tratamento.

A revisdo dos artigos revelou que a regulacdo da apoptose é crucial para o
tratamento das células cancerigenas. Os genes BAX e BCL-2 desempenham papéis
centrais na regulacao da apoptose, com BAX atuando como pré-apoptético e BCL-2
como anti-apoptético. A maioria dos estudos analisados mostrou que tratamentos
que promovem a regulacao positiva de BAX e a reducao de BCL-2 favorecem a
inducao da apoptose celular. A relagdo BAX/BCL-2 foi consistentemente aumentada,
0 que sugere um efeito positivo na inducdo da morte celular programada (Aborehab
et al., 2021; Manne et al., 2021).

Com base nos dados levantados, foram desenvolvidos pares de primers para 0s
genes BCL-2 e BAX utilizando softwares IDT, Primer 3 e Primer-BLAST. A selecdo
dos primers foi feita de acordo com parametros de afinidade, especificidade e
similaridade com o gene-alvo, utilizando as ferramentas Clustal Omega e BLAST.

Os primers que apresentaram melhor desempenho foram:

BCL-2 - Forward. CTGGATGTTCTGTGCCTGTAA, Reverse:
GAAGAGCAGACGGATGGAAA; com temperaturas de Melt 62.1 e 61.8°C, Delta G
para formacdo de Homo dimeros -3.61 e -3.14 kcal/mole, Delta G para formacgéo de
Hetero dimeros -5.13 kcal/mole e conteudo de GC 47.8% e 50%, com amplificacéo
de 82 pares de bases.

BAX - Forward. CGCCCTTTTCTACTTTGCCA, Reverse:
CCAATGTCCAGCCCATGATG; com temperaturas de Melt 62.9 e 63.1°C, Delta G
para formagao de Homo dimeros -5.38 e -3.61 kcal/mole, Delta G para formacao de
Hetero dimeros -9.28 kcal/mole e conteudo de GC 50% e 55%, com amplificacédo de
92 pares de bases.

CONCLUSOES
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Os resultados destacam a importancia dos genes BCL-2 e BAX na regulacédo da
apoptose em células tumorais de CM. A modulacao positiva de BAX e a reducao de
BCL-2 sao cruciais para a inducdo de morte celular. Os primers desenvolvidos sao
especificos e promissores para futuros estudos. A compreensdo das vias
apoptoéticas relacionadas a esses genes pode impulsionar novas abordagens
terapéuticas no combate ao CM.
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