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1. INTRODUCAO

Lectinas s&o proteinas bioativas de complexidade variavel, que estdo amplamente
distribuidas na natureza. Sao predominantemente presentes em plantas, as quais
séo encontradas e estocadas em suas sementes (LAGARDA-DIAZ et al., 2017).
Possuem pelo menos um dominio ndo catalitico com capacidade de se ligar
especificamente e reversivelmente a carboidratos (CAGLIARI; KREMER; PINTO,
2018). Essa capacidade de ligacdo a carboidratos pode ser usada para reconhecer
modificacdes especificas frequentemente associadas a altera¢cées anormais em
células e implicadas nas diferentes doencas.

Em células tumorais, por exemplo, as mudancas em seu glicoma sao
consideradas uma parte essencial da oncogénese. Em células normais e
saudaveis, carboidratos como a high-mannose — na qual 5-9 moléculas de manose
estdo ligadas a uma asparagina (N) — sdo cortadas na jornada atraves do reticulo
endoplasmatico (ER) e do Golgi. Em células tumorais a manose ramificada nao é
processada e é apresentada como high-mannose, sendo assim reconhecida
especificamente por alguns grupos de lectinas. Por outro lado, a O-glicosilacao
refere-se a ligacdo de moléculas de acucar ao atomo de oxigénio de serina ou
treonina e, menos frequentemente, tirosina. Certos O-glicanos sédo apresentados
na superficie celular das células cancerigenas como formas anormalmente
truncadas. Contrastando com a N-glicosilagdo, a O-glicosilacdo no cancer é
caracterizada pela presenca de estruturas de carboidratos truncadas. As estruturas
mais comumente encontradas sao o antigeno T (também denominado TF) e o
antigeno Tn, que decoram a superficie celular de cancer de colon, colo do Utero,
mama, pulmao, bexiga, ovario, estbmago e prostata , enquanto as células normais
nao abrigam essas estruturas (COSTA et al., 2020; MATSUMOTO et al ., 2023).

Com base nestas caracteristicas, recentemente uma lectina quimérica bi
especifica foi projetada para ligar-se simultaneamente a glicoconjugados sialilados
e fucosilados, sendo denominada Janus lectina. Devido a sua arquitetura
multivalente, esta lectina atinge a avidez nano molar para acido siélico e fucose. A
lectina foi projetada para detectar hipersialilacdo, uma desregulacdo nos padrdes
fisiol6gicos de glicosilacdo, que promove o crescimento e a progressao tumoral de
varios tipos de cancer (SIUKSTAITE et al., 2021). O termo "Janus" é utilizado para
descrever essa abordagem, fazendo uma aluséo a divindade bifronte da mitologia
romana, que possuia duas faces opostas em sua cabeca. Neste trabalho focamos
na construcdo de uma lectina quimérica com dupla especificidade, ligando
simultaneamente epitopos de high-mannose e de galactose, dois dos principais
carboidratos encontrados em células tumorais.
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2. METODOLOGIA
2.1. Construcédo da quimera in silico

Para a construcao da nova lectina quimérica, inicialmente foi realizada uma busca
em bancos de dados biolégicos para lectinas com afinidade para residuos de high-
mannose e de antigenos Tn com capacidade de matar células tumorais. As
proteinas escolhidas ndo seréo informadas por motivos de protegéo intelectual,
com isso serdo denominadas como Lectina A e Lectina B. A lectina foi construida
in silico, sendo conectada por um linker, contendo uma cauda de histidina (His6x-
tag) na porcdo C-terminal, assim como um sitio de restricdo enzimatica para
separacédo das proteinas (Figura 1). ApGs a definicdo do melhor arranjo (Lectinas
na posicdo A-B ou B-A) utilizando modelagem 3D pelo software AlphaFold
(JUMPER et al., 2021), o gene sintético foi adquirido junto a empresa Epoch Life
Science, e clonado em um vetor de expressdo em bactérias pET24a(+).

Lectina & Linkar Lectina B
Figura 1. Desenho esquematico da construcdo da Quimera.
2.2. Expressao recombinante da lectina Janus

O plasmideo contendo o gene sintético foi introduzido em Escherichia coli, para a
expressdo heteréloga apdés inducdo com IPTG (Isopropil (-D-1-
tiogalatopiranosideo) e purificada através da cromatografia de afinidade ao niquel.
A amostra final purificada foi submetida a dialise em tampé&o PBS (Phosphate Buffer
Saline) e quantificada por espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 280 nm.

2.3 Ensaio de atividade antitumoral

A lectina purificada foi testada na linhagem celular de adenocarcinoma de
pancreas (CFPAC-1). As células foram mantidas em meio IMDM (25 mM hepes +
L-glutamina) suplementado com 10% soro fetal bovino e em atmosfera umidificada
com 5% de CO2. Para os experimentos, foram utilizadas 3x10* células por pogo
em placas de 48 pocos, em triplicata. No dia do tratamento (dia 0) e a partir do 3°
dia do ensaio, foi utilizado o equipamento Countess (Invitrogen) para a contagem
das células viaveis através de exclusdo pelo corante azul de tripano. O nimero de
células foi analisado estatisticamente por meio do software GraphPad, utilizando
analise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA) e teste de Tuckey, a fim de
identificar diferencas entre os grupos nos dias 3, 4, 5 e 6 de tratamento. Foi
considerado estatisticamente significante um valor de p<0.05. Os dados foram
normalizados em relacdo a porcentagem de proliferacdo do dia "0"

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel produzir uma nova lectina quimérica (Lectina Janus)
com dupla afinidade a residuos tanto de high mannose quanto para antigenos Tn,
caracteristicos de células tumorais. Na Figura 2 € possivel observar o resultado da
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expressdo da lectina apds a purificagdo. A lectina quimérica possui massa
molecular de aproximadamente 32 kDa (Proteina A 16 kDa e proteina B 16 kDa).
Foram utilizadas condi¢des tanto desnaturantes, quanto ndo desnaturantes, para
verificar a formacéo de dimeros.
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Figura 2. A) Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (20%) e B) Western Blot das proteinas A,
B e a Lectina quimérica, utilizando anticorpo conjugado com anti-histidina. 1 - Marcador de
proteina de massa molecular Biorad 1Kb Plus Dual Color; 2 - Lectina A em condicdes ndo

desnaturantes (sem a presenca de beta mercaptoetanol); 3 - Lectina A em condi¢cBes
desnaturantes ; 4 - Quimera em condi¢ces ndo desnaturantes; 5 - Quimera em condi¢des
desnaturantes; 6 - Lectina B em condi¢des ndo deshaturantes; 7 - Lectina B em condicfes
desnaturantes.

Em relacdo ao efeito citotoxico resultante do tratamento da lectina Janus e das
lectinas isolados na linhagem de CFPAC-1, na concentracdo de 10 uM, foi possivel
observar a eficacia da inducdo do processo de morte celular, caracterizada pela
formacao de cavidades no tapete celular geradas pelo desprendimento de células
mortas, diferente do observado nas células controle, que apresentaram
crescimento normal e confluéncia (Figura 2).

Quimera

:

Lectina A

Figura 2. Efeito citotoxico nas células CFPAC-1 tratadas com a quimera e as lectinas que a
compdem isoladamente, apds 5 dias de incubagéo.

Conforme observado na Figura 3, a quimera foi capaz de reduzir o crescimento
da linhagem celular CFPAC-1 j& nos 3 primeiros dias de tratamento, demonstrando
diferenca estatistica significante em relacdo ao controle e aos demais grupos do
tratamento. Além disso, apoés 4, 5 e 6 dias subsequentes, a quimera continuou a
exibir uma alta taxa de inibigcdo do crescimento celular.
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Figura 3. Avaliacéo da viabilidade celular da linhagem CFPAC-1 em rela¢do ao tratamento com as

lectinas Janus, A, B e o controle em periodos de 3, 4, 5 e 6 dias (two way ANOVA, teste post hoc

de Tuckey). Valor de p < 0,05 considerado estatisticamente significante, * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p < 0,001; **** p < 0,0001.

4., CONCLUSOES

Em sintese, a expressao da lectina quimeérica foi obtida com éxito, validando a
eficacia de sua construcdo in silico. Os resultados revelaram a capacidade de
induzir seletivamente a morte celular em células de adenocarcinoma de pancreas,
destacando uma notavel diferenca na eficacia. Portanto, essa quimera demonstra
um promissor potencial como tratamento antitumoral, abrindo caminho para sua
possivel utilizacdo em diversas terapias contra o cancer em um futuro proximo.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CAGLIARI, R.; KREMER, F. S.; PINTO, L. da S. Bauhinia lectins: Biochemical

properties and biotechnological applications. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 119, p. 811-820, 2018.

COSTA, A. F; et al. Targeting Glycosylation: A New Road for Cancer Drug
Discovery. Trends in Cancer, v. 6, n. 9, p. 757-766, 2020.

JUMPER, J; et al. Highly accurate protein structure prediction with AlphaFold.
Nature Journal, v. 596, p. 583-589, 2021.

LAGARDA-DIAZ, I; et al. Legume Lectins: Proteins with Diverse Applications.
International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n. 6, p. 1242, 2017

MATSUMOTO, Y; et al. Aberrant Glycosylation as Immune Therapeutic Targets for
Solid Tumors. Cancers, v.15, n. 14, p. 3536, 2023.

SIUKSTAITE, L; et al. The Two Sweet Sides of Janus Lectin Drive Crosslinking of
Liposomes to Cancer Cells and Material Uptake. Toxins, v. 13, n. 11, p. 792, 2021.



