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tumorais de carcinoma ovariano. A: Selec@o de peptideos ligantes a IgGs
sorolégicas de pacientes com tumores malignos de ovario. As bibliotecas de
peptideos randémicos fusionados em fagos Ph.D.-7 e Ph.D.-12 foram
expostas as moléculas alvo — IgGs purificadas de soro de pacientes com
tumores malignos de ovéario. B: Selecdo de peptideos ligantes a 1gGs de
proteinas tumorais de pacientes com cancer de ovario. As bibliotecas de
peptideos randémicos fusionados em fagos Ph.D.-7 e Ph.D.-12 foram
expostas as moléculas alvo — IgGs purificadas de proteinas tumorais malignas
de ovério.

Esquema representativo da selecdo de peptideos miméticos a antigenos
tumorais de cancer de ovario. Biblioteca de peptideos em fagos filamentosos:

Ph-12 e Ph-7 foram expostas as moléculas alvo. Os fagos ligantes foram
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Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

eluidos negativamente com IgGs de soros de pacientes com tumores
benignos e pacientes controle. Os fagos remanescentes e de interesse neste
estudo foram eluidos e recuperados na eluicdo positiva por afinidade a
proteinas totais de tumores malignos de ovario.

Gréfico representativo da razdo do indice ELISA (IE) entre tumores
malignos/benignos e entre tumores/controles, indicando a reatividade dos
clones de fagos, detectada pelo anticorpo anti-M13, contra IgGs de amostras
sorolégicas de pacientes com tumores malignos de ovario, com tumores
benignos e de mulheres clinicamente sadias. Para comparar os diferentes
experimentos, o IE (IE=OD/cut-off) foi calculado. As amostras mostrando
razéo do IE>1 para ambas as amostras foram consideradas positivas.
Alinhamento dos peptideos obtidos nos dois processos de selecdo por Phage
Display com a proteina CA125 pelo programa MATCH (https:
/Iwww.relic.bio.anl.gov/match.aspx). Os peptideos identificados na figura
alinharam com a sequéncia protéica do antigeno tumoral de carcinoma
ovariano entre 0s aminoacidos 11852 e 11895 denominada Seq. ID N° 85. Os
aminoacidos em destaque demonstram o alinhamento.

Mapeamento putativo da regido mimética da proteina homoéloga a
MUC16/CA125, utilizando-se 10 peptideos obtidos no processo de selecdo em
estrutura protéica catalogada no Protein Data Bank. (A) Cluster formado com 4
peptideos (Seq.ID N° 47, Seq.ID N° 1, Seq.ID N° 8 e Seq.ID N° 21). (B)
Detalhes do alinhamento do clone Seq.ID N° 1 com a proteina homdloga a
MUC16.

Alinhamento do peptideo Seq.ID N°1 mimético a proteina CA125 com
anticorpo monoclonal murino ACA125 obtido pelo programa CLUSTALW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmL/). Os aminoacidos em
destaque demonstram o alinhamento: (*) aminoacidos idénticos, (1) e (.)
aminoéacidos semelhantes.

Alinhamento do peptideo Seq.ID N°1 com a proteina CA125 e com o anticorpo
monoclonal murino ACA125 obtido pelo programa CLUSTALW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmL/). Os aminoacidos em
destaque demonstram o alinhamento: (*) aminoacidos idénticos, (1) e (.)
aminoéacidos semelhantes.

Alinhamento dos clones obtidos nos biopannings e provaveis motivos
protéicos para os peptideos miméticos do CA125 e do ACA125. As
sequéncias dos peptideos foram repetidas entre uma a trés vezes conforme
alinhamento parcial com a sequéncia do CA125 e do ACA125, com pelo
menos 3 residuos homologos entre os peptideos e as sequéncias originais.
Em preto estdo marcados os provaveis epitopos das sequéncias do CA125 e
ACA125.

Efeito do peptideo Syntl na proliferaco de células OVCAR-3 pelo ensaio de
MTT in vitro. Células da linhagem de carcinoma ovariano OVCAR-3 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino

(SFB) em placas de 96 pogos (2x105 células/pogo). As concentra¢des do

70

71

72

73

73

75

77

XVi



Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

peptideo sintético Synt1 testadas foram de 50uM; 37uM; 25uM; 18,5uM;
12,5uM;  9,25uM; 6,25uM; 4,63uM e 3,12uM. 100% de Vviabilidade
correspondem a proliferacdo celular determinada para as células cultivadas
em meio de cultura sem peptideo.

Efeito dos peptideo Syntl e Synt2 na proliferagdo da linhagem celular de
macréfagos murinos J774A.1, pelo ensaio de MTT in vitro. A linhagem de
macro6fagos foi cultivada em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB) em placas de 96 pocos (1x105 células/pogo). As
quantidades dos peptideos Syntl e Synt2 testadas foram de 50uM; 25uM;
12,5uM; 6,25uM e 3,12uM. 100% de proliferagcdo correspondem a proliferacéo
celular determinada para as células cultivadas em meio de cultura sem
peptideo. A cultura celular de macréfagos também foi tratada com extrato
protéico da linhagem tumoral de ovario OVCAR-3, nas quantidades de 68ug,
34ug, 17pg 8,5ug e 4,25ug, correspondentes as concentracdes em pM
utilizadas para os peptideos sintéticos.

Producéo de Oxido nitrico (NO) estimado como nitrito, por células de
macrofagos J774A.1 tratadas com os peptideos Syntl e Synt2 nas
quantidades de 50uM; 25uM; 12,5uM; 6,25uM e 3,12uM. Como controle
negativo foi utilizado o diluente dos peptideos (PBS) para tratamento dos
macrofagos. A cultura celular de macréfagos também foi tratada com extrato
protéico da linhagem tumoral de ovario OVCAR-3, nas quantidades de 68ug,
34ug, 17ug 8,5ug e 4,25ug, correspondentes as quantidades em pM utilizadas
para os peptideos sintéticos. Os testes foram realizados em triplicata e
analisados pelo teste de variancia (one-way-ANOVA), seguido pelo teste de
Bonferroni: * p < 0,05; ** p < 0,001;

Reatividade dos clones selecionados pelo biopanning, expressando anticorpos
recombinantes Fab na forma sollvel e ligantes especificos ao peptideo Synt1.
A reatividade dos clones foi detectada nos ensaios de ELISA pela ligacéo ao
anticorpo anti-HA que evidencia a presenca da regido VH do anticorpo
recombinante Fab. Como controle negativo, utilizou-se um clone produzindo
Fab especifico a proteina total de Leishmania amazonensis.

Ensaio de ELISA representando a razdo da absorbancia dos clones
selecionados pelo biopanning, expressando anticorpos recombinantes Fab na
forma solavel, entre proteinas tumorais de ovario e proteinas de tumores
benignos (maligno/benigno), e entre proteinas tumorais malignas e entre
proteinas nao tumorais (maligno/controle). Os resultados aqui demonstrados
indicam a reatividade dos clones de Fab selecionados, ligantes especificos a
proteinas tumorais malignas de ovario. A reatividade dos clones foi detectada
pela ligagdo ao anticorpo anti-HA que evidencia a presenca da regido VH do
anticorpo recombinante Fab. As amostras que apresentaram razao das
absorbancias maiores que 3 foram consideradas positivas.

Reatividade dos clones selecionados pelo biopanning, expressando anticorpos
Fab ligantes a antigenos tumorais de ovario, ao peptideo Syntl. A reatividade

dos clones foi detectada nos ensaios de ELISA pela ligag&o ao anticorpo anti-
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Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

HA, que evidencia a presenca da regido VH do anticorpo recombinante Fab.
Como controle negativo da reagdo utilizou-se um clone produzindo Fab
especifico a proteina total de Leishmania amazonensis.

Absorbéancia relativa dos fagos selecionados ligantes a IgGs sorologicas de
pacientes com cancer de ovario. (A e C) O diagrama representativo mostra um
aumento estatisticamente significativo dos fagos na deteccéo de IgGs em soro
de pacientes com tumor maligno (24 casos malignos e 10 bordelines) em
relagdo a pacientes com tumores benignos (24 casos benignos). (A) Seq.ID N°
3, p = 0,017 (C) Seq.ID N° 1, p = 0,004. (B e D) Curva ROC combinada aos
diagramas indicando a eficiéncia do diagnéstico por meio de AUC e
respectivos valores de p. A linha pontilhada com pontos e sélida em cinza
ilustram a absorbancia de cada clone e o valor de referéncia, respectivamente.
Foi utilizado o teste T ndo pareado com corre¢bes de Welch's para comparar
as absorbancias dos fagos entre os grupos analisados.

Absorbancia relativa dos fagos selecionados, ligantes a IgGs sorologicas de
pacientes com cancer de ovario, em relagdo a tumores malignos (24
amostras), bordelines (10 amostras) e benignos (24 amostras). (A) Diagrama
representativo mostrando poder discriminativo significativo (p = 0,034) do fago
Seq.ID N° 3 para os tumores. (B) Diagrama representativo mostrando poder
discriminativo significativo (p= 0,023) do fago Seq.ID N° 1. Nas andlises
estatisticas foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, devido & distribuicdo né&o
paramétrica dos dados.

Absorbancia relativa do peptideo sintético Synt1, ligante a IgGs sorolégicas de
pacientes com cancer de ovario, em relagdo a tumores malignos (24
amostras) e bordelines (10 amostras). (A) Diagrama representativo mostrando
poder discriminativo significativo (p = 0,032) do peptideo Syntl para os
tumores. (B) Curva ROC combinada ao diagrama indicando a eficiéncia do
diagndstico por meio de AUC e valor de p. A linha pontilhada com pontos e
soélida em cinza ilustram a absorbancia do peptideo e o valor de referéncia,
respectivamente. Foi utilizado o teste T ndo pareado com corregdes de
Welch's, para comparar as absorbancias do peptideo entre os grupos
analisados.

Comparacéo dos valores das &reas abaixo das curvas ROC ou indices de
AUC para os testes de diagnéstico entre tumores malignos (n=34) e tumores
benignos de ovario (n=24), comparando os marcadores CA125 e CEA,
comumente utilizados na clinica médica e os fagos Seq.ID N° 3 e Seq.ID N° 1.
CA125 (AUC= 0,74 95% IC: 0,60-0,87); CEA (AUC= 0,60 95% IC: 0,44-0,75);
Seq.ID N° 1 (AUC= 0,70 95% IC: 0,57-0,83); Seq.ID N° 3 (AUC= 0,64 95%
IC: 0,45-0,78).

Esquema demonstrando a producdo de anticorpos anti-antiidiotipos (Ab3)
especificos ao CA125, baseado na hipétese de Nils Jerne (JERNE, 1974) e as
implicagbes do peptideo Syntl na resposta imune da paciente portadora de

cancer de ovario.
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Apresentagado

z

O céncer do ovario € o céancer ginecoldgico mais letal no mundo. A
auséncia de sinais e sintomas aliada a falta de estratégias de rastreamento
contribuem para que a doencga seja diagnosticada em estadios avancados na
maior parte das pacientes, resultando, assim, em baixas taxas de cura.

A taxa de sobrevida em estadio inicial € de 85% a 95% em cinco anos.
Entretanto, apenas um ter¢co dos casos € diagnosticado nesse estadio. Entre as
mulheres que estdo em estadio avancado, a taxa de sobrevida é bem inferior,
cerca de 10% a 30%.

Histéria familiar de cancer do ovario, mama, Utero, célon e reto é um
importante fator de risco para o desenvolvimento de cancer do ovério. Entretanto,
somente 5% a 10% dos casos de carcinoma ovariano sdo hereditarios. Uma
mulher sem histéria familiar de cancer do ovéario tem uma chance em 55 de
desenvolver esse cancer. Esse risco aumenta 10 vezes quando ela apresenta
historia familiar.

Acredita-se que o uso de alguns contraceptivos orais reduza o risco de
desenvolvé-lo, que declina ainda mais com o aumento da duragéo do uso. O risco
€ reduzido em 40%, 53% e 60% com o uso de contraceptivos orais por 4, 8 e 12
meses, respectivamente. Acredita-se que esse efeito protetor persiste mesmo
apds o uso descontinuado dos contraceptivos orais. Baixa paridade e menopausa
tardia aumentam o risco de desenvolvimento do cancer de ovario, enquanto que a
gravidez e a lactagdo parecem conferir um efeito protetor contra a doenca. Esse
efeito parece estar associado com a redugdo na ovulagdo associada aos altos
niveis de progesterona.

Compreender e controlar as doengas malignas requer conhecimentos
cientificos e experiéncias que vao desde o conhecimento dos complexos
mecanismos de regulacdo molecular as escolhas individuais do estilo de vida. A
prevencdo e o controle de cancer estdo entre os mais importantes desafios,
cientificos e de saude publica, da nossa época.

Ha grande necessidade de descobertas de biomarcadores para deteccao
ndo invasiva, classificacdo e estadiamento do cancer de ovario. Proteinas
ovarianas cancer-especificas podem ser identificadas para a utilizacdo como

marcadores em diagnostico e progndstico na terapia efetiva do cancer de ovario.



Apresentagado

A tecnologia de bibliotecas apresentadas em fagos tem sido extremamente
importante para a identificacdo e caracterizagdo de novos ligantes de alta
afinidade e seus receptores de uma infinidade de doengas, incluindo cancer,
doencas infecciosas, cardiovasculares e autoimunes.

A técnica de Phage Display permite a sele¢cdo de peptideos e proteinas
incluindo anticorpos, com alta afinidade e especificidade para varios alvos, o que
possibilita gerar biomarcadores especificos para auxiliar no diagnéstico e no
tratamento individualizado de pacientes com cancer de ovario. As moléculas
caracterizadas no presente trabalho apresentam potencial de geracdo de novas
ferramentas tanto no diagndstico clinico quanto na terapia contra este céancer,
além de fornecer informagBes complementares aos parametros da rotina clinica

utilizados atualmente.
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Fundamentacéo Tedrica

1 Ovérios: aspectos anatdmicos e histologicos

Os ovarios sao 6rgaos pareados que surgem no periodo fetal a partir do
mesmo tecido embrionario que forma os testiculos. Sdo do tamanho e da forma
de améndoas (Figura 1). Encontram-se um de cada lado da cavidade pélvica,
mantidos no lugar por ligamentos suspensorios e largos. Cada ovario contém um
hilo por onde entram nervos, vasos sanguineos e vasos linfaticos (TORTORA,
2000).

Figura 1: Visdo anatbmica dos ovarios (disponivel em www.bastet.atonra.com).

Apresentam forma oval com cerca de 3 cm de comprimento e 1,5 a 2cm de
largura e 1cm de espessura. O epitélio da superficie que reveste os ovarios € uma
modificacdo do peritbnio chamada epitélio germinativo. Imediatamente abaixo
deste epitélio esta a tunica albuginea, uma capsula de tecido conjuntivo denso e
irregular, pobremente vascularizada, rica em fibras colagenas que estédo
orientadas paralelamente a superficie do ovario. Cada ovario esta subdividido em
um cortex altamente celular e uma medula, que consiste principalmente em tecido
conjuntivo frouxo, rico em vasos sanguineos e células hilares (intersticiais). O
cortex € composto por um arcabouco de tecido conjuntivo, o estroma, foliculos
ovarianos em varios estadios de desenvolvimento e células do estroma
semelhantes a fibroblastos (GARTNER e HIATT, 2003) (Figura 2).
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Ovario de mulher

Figura 2: Fotomicrografia de ovario mostrando o epitélio de revestimento, a tinica albuginea e os foliculos

em crescimento localizados no cortex ovariano. (Disponivel em www. unifesp.br).

2 Cancer de Ovério

O cancer de ovério é uma doenca na qual células anormais nos ovarios se
multiplicam e formam um tumor invasivo e maligno. Tais tumores podem se
espalhar para outras partes do corpo e, se a propagacao néo for controlada, pode
resultar em morte. Tumores benignos também podem se formar nos ovarios e,
com rarissimas excec¢des, ndo sao fatais (AUSTRALIAN INSTITUTE OF HEALTH
AND WELFARE, 2010).

Os tumores ovarianos também podem surgir a partir da trompa de falépio,
de depésitos de endometriose ou da superficie da cavidade peritoneal. Além
disto, substancial heterogeneidade tem sido observada no grau celular, no indice
proliferativo e nos histotipos de tumores ovarianos (GIMBA e FRANCO, 2010).

Existem trés principais tipos de céncer do ovario, cada um dos quais
comeca em um tipo diferente de células. As células epiteliais formam um
revestimento externo sobre o ovario. A maioria dos casos de cancer de ovario
comeca nesta camada de células epiteliais e sdo chamados de cancer epitelial de
ovario (EOC). Células germinativas sdo encontradas no interior do ovario e,
eventualmente, estas células amadurecem em 6vulos que sdo liberados nas

trompas de falopio. Os cénceres que se desenvolvem nestas células séo
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chamados de cancer de células germinativas dos ovarios. As células estromais
atuam na liberacdo dos horménios estrogénio e progesterona. Tumores de ovario
que comecam nestas células sdo chamados céncer de ovério de células
estromais. Semelhante ao cancer de ovario epitelial invasivo, tumores borderline
(também conhecidos como tumores de baixo potencial maligno) se desenvolvem
a partir do epitélio dos ovéarios, mas esses tumores ndo séo tdo agressivos como
outros tumores epiteliais de ovario e ha menos risco de metastase ou reincidéncia
(AUSTRALIAN INSTITUTE OF HEALTH AND WELFARE, 2010). A maioria dos
casos de cancer de ovario é de origem epitelial (90%). O restante sdo tumores
ovarianos estromais (6%), tumores de células germinativas (3%) e tumores
metastaticos (1%) (FRIEDLANDER, 1998).

Carcinoma ovariano € uma doenca heterogénea. Com base no exame
histopatolégico, patologistas o classificam nos seguintes subtipos: seroso,
mucinoso, endometrioide, células claras, de transicdo, escamoso, misto e
subtipos indiferenciados. Cada um dos subtipos esta associado com diferentes
fatores de risco genéticos e eventos moleculares durante a oncogénese (NAROD
e BOYD, 2002; SHIH e KURMAN, 2004; BELL, 2005).

Os tumores subdivididos em cada uma destas categorias S&o
posteriormente subdivididos em trés grupos, quais sejam, benignos, malignos e
bordeline, classificacdo esta que reflete seus comportamentos clinicos (GIMBA e
FRANCO, 2010).

Com base na progressdo da doenga, 0S tumores ovarianos S&o
subdivididos em quatro estadios (I-IV) (FRIEDLANDER, 1998; AUERSPERG,
2001).

O estadiamento no momento do diagnostico tem importante valor
progndstico. Aproximadamente 85% das pacientes com céancer de ovario sédo
diagnosticadas no estédio tardio da doenca (RIES et al., 2006). De acordo com
Relatério Anual FIGO n. 26, dos 5 anos de sobrevida total, 89,6% seriam para a
fase IA, 86,1% para 1B, 83,4% para IC, 70,7% para a llA, 65,5% para IIB, 71,4%
para a lIC, 46,7% para lllIA, 41,5% para llIB, 32,5% para llIC e 18,6% para a fase
IV (HEINTZ et al., 2006).

A classificagdo do cancer de ovério é aplicavel para os tumores estroma-

epiteliais superficiais malignos, incluindo agueles de malignidade limitrofe ou de
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baixo potencial de malignidade (SCULLY, 1994) correspondendo aos "tumores
epiteliais comuns" da terminologia recente. Os canceres ndo epiteliais também
podem ser classificados utilizando este esquema. Deve haver confirmagao
histolégica da doencga e divisdo dos casos por tipo histoldgico. Os estadios da
FIGO tém por base os estadiamentos cirdrgicos. Os estadios do TNM tém por

base a classificacéo clinica e/ou patolégica (TNM, 2004) (Tabela I).

Tabela 1: Classificacdo do cancer de ovério. Fonte: TNM: classificagdo de tumores malignos, 2004.

TNM Ovario FIGO
T1 Limitado aos ovarios I
Tla Um ovério, capsula intacta 1A
Tlb Ambos os ovarios, capsulas intactas 1B
Tlc Capsula rompida, tumor na superficie, células malignas IC
em ascite ou em lavados peritoneais
T2 Extenséo pélvica Il
T2a Utero, trompa(s) 1A
T2b Outros tecidos pélvicos 11B
T2c Células malignas em ascite ou em lavados peritoneais I1IC
T3 e/ou N1 Metastase peritoneal além da pévis e/ou metastase em |llI
linfonodo regional
T3a Metéastase peritoneal microscoépia 1A
T3b Metéastase peritoneal macroscopia <2 cm 111B
T3ce/ou N1 Metéastase peritoneal >2 cm e/ou metastase em 1c

linfonodo regional
M1 Metastase a distancia (exclui metéastase peritoneal) v

2.1 Epidemiologia

Nos paises ocidentais, o cancer de ovario é a sexta neoplasia maligna mais
comumente diagnosticada em mulheres e lidera as causas de Obito por tumores
ginecolodgicos (JEMAL et al., 2007).

Nos Estados Unidos, em 2009 foram estimados 21.550 novos casos de
cancer de ovario e 14.600 mortes de mulheres acometidas com este tumor. Neste
mesmo ano constatou-se que dentre os tumores ginecoldgicos, o cancer de
ovario € o segundo de maior incidéncia, perdendo apenas para o tumor de corpo

uterino (42.160 novos casos), porém o de maior letalidade (corpo uterino: 7.780;
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colo do atero: 4.070; vulva: 900; vagina: 770 mortes), correspondendo a quinta
causa mais comum entre as mortes por neoplasias femininas (Figura 3) (JEMAL
et al., 2009).

Estimated New Cases®
LLLIRRL LI RRL L IRRil IR IRRRILIRRILIRRLLIRREIDIRRITIRRLDIRRILIRRRILIRRLIIRRIRIRDRET]]

Males  Females

Prostate 192 280 5% i Breast 192,370 2T%
Lung & bronchus 116,080 5% 0 ’ Lung & bronchus 103,350 146
Colon & rectum 75590 0% k § Colon & recim 71,380 10%
Urinary bladdar 52 810 ™% % Uterine corpus 42,160 6%
Melanoma of the skin 39,080 5% e Mon-Hadghin ymphoma 20,980 %
Non-Hodgkin ymphoma 35 990 5% B Melanoma df e skin 29,640 a%
Kidney & rersl pehis 35430 5% . B 27200 %
Leukemia 25530 3% | Kidney & renal paivis 22,330 o
Oral cavity & pharnynx 25240 3% 2 Owary 21,540 3%
Pancreas 21 050 3% {1 Pancmas 21,400 I%
Al Sites T66,130 100% . AllSites Ti3220 100%
Estimatad Daaths

Males  Femalles
Lumnyg & bronchus 88,900 A% P Lung & bronchus 70,490 6%
Prostde 27360 % | Brest 40,170 15%
Colon & rectum 25240 9% Colon & reclum 24,650 %
Pancraas 18,030 6% ! Pancmas 17,210 5%
Leukamia 12,500 4% B ovay 14,600 5%
Liver & inirahepatic bile duct 12,090 4% '-: | Non-Hodgkin kmphama 9670 4%
Esophagus 11,490 4% I Lewkamia 9,280 3%
Urinary bladdar 10,180 % | _. Wterine Cospus T.780 3%
Won-Hodgkin lymphoma 95830 3% _: i Liver & infrahapatic bl duct 6,070 2%
Kidney & renal pehvis 8,160 % o Bran & athar nervous system 5,500 2
All Sites 02 540 100% . AllSites 269,800 100%

Figura 3: Estimativas para novos casos de cancer e mortes, por sexo, nos dez principais tipos de cancer nos
Estados Unidos, 2009. Fonte: Jemal et al., 2009.

Estimou-se que 21.880 novos casos de cancer de ovario eram esperados
para os EUA em 2010. O céancer de ovério corresponde a cerca de 3% de todos
0s canceres entre as mulheres e ocupa 0 segundo lugar entre os canceres
ginecoldgicos. A incidéncia do cancer de ovario tem diminuindo desde 1985, e
mais recentemente, sua incidéncia diminuiu em 2,1% ao ano entre 2001 e 2006
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010).

No Brasil, para os casos de cancer de ovéario analisados, os maiores
valores das taxas médias de incidéncia anuais, ajustadas por idade por 100 mil
mulheres, foram encontrados em Porto Alegre (12,1); Sado Paulo (9,5) e Goiania
(9,0). A menor taxa foi observada na cidade de JoZo Pessoa (6,3) (CANCER NO
BRASIL, 2010).
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2.2 Fatores de Risco

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de ovario estéo

incluidos a etnia, idade, obesidade, histéria familiar da doenca, o uso de drogas

para fertilidade, entre outros, como mostra a Tabela 2 (CHU e RUBIN, 2006).

Tabela 2: Associagdo dos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de ovério epitelial.

Fonte: Chu e Rubin, 2006.

Fator de Risco

Especifico Fator de Risco

Tendéncia familiar

Idade

Demografia

Fatores reprodutivos

Exposi¢cao ambiental

Mutac¢do no BRCA1 e BRCA2
Sindrome de Lynch Il (cAncer de colo-retal)
Mutac¢do em genes de reparo do DNA

>50 anos

Brancos ou ascendéncia judaica ou européia
Residente em nac¢des industrializadas (exceto Japéo)

Menarca precoce, menopausa tardia
Infertilidade, nuliparidade (amamentag¢édo e contraceptivos
orais sdo protetores)

Dieta rica em gordura, café

Dieta pobre em fibras e vitamina A
Uso de talco na regido perineal
Amianto

Radiac¢do

Infec¢do viral (rubéola, caxumba)

Os estudos epidemiolégicos do cancer de ovério revelam que a historia

familiar € o maior fator de risco para o desenvolvimento deste tipo de cancer, e

depende do numero de afetados de primeiro e segundo grau (AUERSPERG et al.,

2001).

Entre os fatores de risco genéticos associados a hereditariedade do cancer

de ovario, as mutagdes no gene BRCAl1 e BRCA2 sado particularmente

importantes (LYNCH et al., 1998). Mulheres com mutac¢des nos genes BRCAL ou

BRCAZ2 tém um risco significativamente maior de desenvolvimento de cancer de

mama e cancer de ovario do que mulheres na populacéo geral (NAROD, 2002;

KING et al., 2003).
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Embora as causas do cancer de ovario ndo estejam bem compreendidas,
certos hormonios reprodutivos sdo provavelmente associados com sua etiologia
(BARNES et al., 2002).

A incidéncia do cancer de ovério € maior ap6s a menopausa e em idade
avancada (a partir dos 60 anos). Os ovérios das mulheres pés-menopausicas
normalmente se tornam rugosos, resultando na formacgao de fissuras profundas e
pequenos cistos ovarianos inclusos, revestidos com células de superficie epitelial
(AUERSPERG et al., 1998; AUERSPERG et al., 2001). Estas mudancas formam
um ambiente propicio para o desenvolvimento do cancer de ovério (FEELEY e
WELLS, 2001).

Embora a etiopatogenia ndo esteja totalmente esclarecida, uma das
hipéteses plausiveis € de que o cancer apareceria no epitélio ovariano devido a
traumas ininterruptos de ovulagdes e prolifera¢des celulares, com a formacéo de
cistos onde as células malignas poderiam se reproduzir mais facilmente. Essa
teoria pode explicar porque fatos que interrompem a ovulacdo e descansam o
ovario, como é o caso da amamentac¢ao, estariam associados a um menor risco
de cancer (DALY e OBRAMS, 1998; REA, 2004). Embora existam poucos
estudos relacionando a pratica de amamentar ao cancer de ovario, pode-se
afirmar que o risco da doenga é menor em mulheres que amamentam (LABBOK,
2001).

Os contraceptivos orais diminuem o risco de cancer do ovario em funcao
do seu tempo de utilizagdo. Quando usados por um periodo de 6 anos a redugéo
atinge 60%. Um periodo superior a 6 anos de utilizagdo ndo aumenta o efeito
protetor. No caso de risco acrescido por predisposi¢cdo hereditaria, a prevengéo
priméria pode consistir de anexectomia bilateral aos 35 anos ou 5 anos antes da
idade da familiar mais jovem afetada com cancer de ovario, e uso de
contracepcdo oral estroprogestativa, por um periodo de pelo menos 5 anos
(CONSENSO, 2003).

Fatores hormonais, ambientais e genéticos estdo relacionados com o
aparecimento do cancer de ovario. Cerca de 90% dos casos de cancer de ovario
sdo espordadicos, isto é, ndao apresentam fator hereditario. Cerca de 10% dos
canceres de ovario apresentam um componente genético ou familiar. Historia

familiar é o fator de risco isolado mais importante (INCA, 2011).
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Define-se como mulher em risco de carcinoma hereditario quando se
identifica um familiar de 1° grau com céncer de ovario antes dos 35 anos; um
familiar de 1° grau com céancer de mama e ovério (um com aparecimento na pré-
menopausa); pelo menos dois familiares do 1° grau com cancer de ovério ou de
mama (no homem ou na mulher pré-menopausica); mulher com cancer de mama
bilateral; mulher pertencente a uma familia com carcinoma do célon hereditario
ndo polipético (HNPCC) — sindrome de Lynch de tipo Il. As mulheres que se
enquadram em uma destas situagdes devem ser encaminhadas para as consultas
diferenciadas de estudo de tumores hereditarios (CONSENSO, 2003).

A presenca de cistos no ovario, bastante comum entre as mulheres, nao
sdo indicativos de doenca neoplasica desde que ndo se apresentem maiores que
10cm e possuam areas solidas e liquidas. Nesse caso, quando detectado o cisto,
a cirurgia é o tratamento indicado (INCA, 2011).

Os estudos mostram que, em ordem decrescente de significancia, os
fatores de protecdo associados ao cancer ovariano séo: uso de contraceptivo oral;
gravidez e amamentagdo; ligadura de trompas e histerectomia; ooforectomia
profilatica; e ndo exposicdo a agentes comprovadamente associados com a
doenca, tais como talco, terapia de reposicdo hormonal e drogas usadas para
infertilidade (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2011).

2.3 Prevencgéo e Rastreamento

A grande diversidade biolégica do cancer de ovario representa o maior
obstaculo para a redugdo das mortes por ele causada. Em vez da redugéo de
20% para 15% na mortalidade do céncer de ovario, os autores estimam que as
mortes cairiam cerca de 11% dos seus niveis atuais, se as mulheres na poés-
menopausa nos Estados Unidos realizassem uma triagem anual (HAVRILESKY et
al., 2011).

Existe uma auséncia de métodos confiaveis de rastreamento e detecgéo
precoce do cancer de ovario (NOSSOV et al., 2008). Devido a falta de sinais e
sintomas especificos, bem como a falta de exames clinicos eficazes, o cancer de

ovario epitelial é diagnosticado, na maioria dos pacientes, em fases avancadas,
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resultando em baixas taxas de cura. Portanto, existe uma grande necessidade em
melhorar a compreensédo da biologia do estadio inicial deste tipo de cancer, a fim
de racionalizar as abordagens experimentais e os estudos clinicos que permitam
identificar e avaliar biomarcadores associados a doenca em fase inicial (JEREMY
et al., 2009).

Ao contrario da vulva, vagina, colo do Utero e endométrio, que s&o
facilmente acessiveis, 0os ovarios sao 6rgaos localizados intra-abdominalmente, o
que os torna inacessiveis para a triagem e biopsia pré-operatéria e diagndéstico
histolégico. Embora a bidpsia ovariana sob a orientagdo do ultra-som seja viavel,
este método de deteccdo ndo € incentivado por seu risco potencial de
disseminacéo das células tumorais (CHRISTOPHER et al., 2009).

Avaliacdo pré-operatéria de massas anexiais pode ser realizada utilizando
varios métodos. Entre estes os métodos de diagndstico ndo-invasivo como ultra-
sonografia transabdominal e/ou transvaginal, sistema ultra-sonogréafico de Sasson
ou Lerner, exame de fluxo em cores e exame de ultra-som Doppler (LERNER et
al., 1994), tomografia computadorizada, ressonancia magnética e tomografia por
emissao de pésitrons. O uso de marcadores tumorais como CA125, CA15-3 e CA-
72-4 também pode ser aplicado (KUSNETZOFF et al.,, 1998; KURJAK et al.,
2000).

A neoplasia maligna de ovario representa grande desafio, pois apesar dos
avancos da terapia oncologica, a sobrevida das pacientes ndo se alterou nas
tltimas décadas (LANDIS et al., 1999).

2.4 Diagnéstico e Marcadores Moleculares

Novas abordagens séo necessérias para superar a falta de especificidade
e sensibilidade na detecgdo precoce do cancer de ovéario. Os ensaios clinicos de
combina¢gdes de dosagem de antigenos tumorais e ultra-sonografia, tais como
transabdominal ou transvaginal, foram avaliados para detecgdo precoce de
tumores ovarianos com resultados promissores (BAST et al., 2005).

Antigenos tumorais foram inicialmente classificados em duas categorias

com base em seu padréo de expressado: antigenos especificos do tumor (tumor-
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specific antigens - TSA), que estdo presentes apenas em células tumorais e ndo
em quaisquer outras células; e antigenos associados ao tumor (tumor associated
antigens - TAA), que estdo presentes em algumas células tumorais e também em
algumas células normais. No entanto, esta classificacdo € imperfeita porque
muitos antigenos inicialmente considerados tumor- especifico sdo também
expressos em algumas células normais. A moderna classificagdo dos antigenos
tumorais é baseada em sua estrutura molecular e fonte. Varias técnicas para
identificar antigenos tumorais tém sido desenvolvidas, que incluem a tecnologia
do SEREX (VAUGHAN, 2004) e andlises de bioinformatica (ODUNSI e
SABBATINI, 2008).

Marcadores tumorais sdo substancias produzidas pelo tumor e/ou em
resposta a presenca do tumor. Diversas categorias de marcadores tém sido
investigadas para o diagnostico precoce dos tumores ovarianos, entre as quais
merecem destaque: as sialomucinas epiteliais; proteases com seus inibidores
complementares e produtos de clivagem; citocinas, receptores e reagentes de
fase aguda; hormonios, fatores promotores e inibidores de crescimento;
citoqueratinas; lipideos e lipoproteinas; proteinas oncofetais e auto-anticorpos
(TERRY et al., 2004). Estas substancias podem ser utilizadas isoladamente ou
em combinacéo (REIS, 2005).

Os dois principais tipos de biomarcadores sdo marcadores de progndstico
e de diagndstico. Alguns exemplos de marcadores progndsticos no cancer de
ovario incluem calicreina 8 (BORGONO et al., 2006), matriptase (OBERST et al.,
2002) e serotransferrina (AHMED et al., 2005). Como exemplos de marcadores de
diagnéstico no carcinoma ovariano, tem-se a mesotelina (HASSAN et al., 2006) e
HE4 (SCHOLLER et al., 2006).

O marcador ideal deve ser produzido por todos os tumores da mesma
linhagem e seus niveis devem ser mensuraveis mesmo na presenca de pequena
quantidade de células. Os niveis séricos devem refletir com precisédo a evolugao
clinica e a regressdo da doenga, sendo a sua normalizagdo associada a cura.
Deve ser sensivel e especifico, apresentar niveis proporcionais ao tamanho
tumoral, ter utilidade no estabelecimento do progndstico, antecipar a ocorréncia
de recorréncias e permitir a selegdo de tratamento. Nenhum dos marcadores

estudados apresenta todas estas caracteristicas (BAST et al., 1981).
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A extracdo do RNA mensageiro e a sintese do DNA complementar a partir
de tumores e de tecido normal tém sido utlizadas para localizar genes
superexpressos e identificar uma variedade de marcadores, incluindo prostatina
(MOK et al., 2001) e a osteopontina (KIM et al., 2002).

A principal limitacdo da utilizagdo do método baseado nos microarranjos de
DNA complementar é que as sequéncias génicas identificadas, DNA ou RNA, ndo
necessariamente refletem a funcionalidade das proteinas codificadas, em virtude
da atividade transcricional tumoral, das diversas interacdes proteina-proteina e
modificacdes conformacionais, que podem alterar o padrdo de proteinas
encontrado na circulagdo. Por outro lado, proteinas produzidas por tecidos
tumorais podem ser consideradas uma forma de “assinatura molecular” da leséo
primaria. O desenvolvimento tumoral € um processo complexo que requer a
interacdo coordenada de numerosas proteinas e tipos celulares. Como resultado
de extensos estudos sobre patogénese molecular dos tumores malignos, diversas
novas vias e redes regulatdrias tém sido identificadas. O delineamento destas
vias tem revelado diversos eventos Unicos marcados por mudancas morfolégicas
e histologicas na célula, e a expressao de genes e proteinas que acompanham a
transformagéo oncogénica. Portanto, a assinatura celular muda durante o
desenvolvimento do cancer. Pela leitura destas modificacdes € possivel melhorar
a deteccgédo precoce e o diagnostico de individuos com esta doenca (REIS, 2005).

Novas tecnologias para estudo de proteinas tém sido utilizadas para a
identificacdo de novos marcadores para o cancer de ovario. Uma interessante
abordagem é a utilizacdo de padrbes de perfis gerados pela analise do soro de
pacientes com carcinoma ovariano por meio da espectrometria de massa, sem a
identificacdo de proteinas especificas. Estes perfis s8o gerados por
espectrometro de massa SELDI-TOF (Surface-Enhanced Laser Desorption and
lonisation Time-of-Flight) e analisados por complexas ferramentas de
bioinformatica (PETRICOIN et al., 2002).

Duas estratégias alternativas tém sido relatadas para a deteccdo precoce
do céncer de ovario usando marcadores biol6gicos. Uma abordagem é a andlise
de amostras de soro para encontrar proteinas ou fragmentos de proteinas, que
detectam a auséncia/presenca de cancer (KOZAK et al., 2003; ZHU e SNYDER,
2001; ZHANG et al, 2004). Outra estratégia seria a andlise da
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presenca/auséncia/abundancia de proteinas/peptideos conhecidas no soro
usando microarranjos de anticorpos, ELISA ou outras abordagens rendendo uma
série de biomarcadores combinados com maior especificidade e sensibilidade
para o cancer de ovario em relagdo ao CA125 sozinho (McINTOSH et al., 2004;
SCHORGE et al., 2004).

2.4.1 CA125/MUC16

O marcador tumoral mais utilizado no cancer de ovéario € o CA125
(HOGDALL, 2008). E uma sialomucina, também conhecida como MUC16, gue foi
inicialmente identificada por meio de anticorpos produzidos por animais
imunizados com células de cistadenocarcinoma seroso papilifero do ovario
humano (BAST et al., 1981).

CA125 é uma glicoproteina de alto peso molecular que é aumentado em
cerca de 90% dos pacientes com céancer de ovério epitelial avancado (BAST et
al.,1983). E expresso pelo epitélio amnidtico e celdémico fetal e em tecidos adultos
derivados do celoma (células mesoteliais da pleura, pericardio e peritbnio) e
epitélio milleriano (trompas, endométrio e endocérvice). O CA125 contém dois
grandes dominios antigénicos, ou seja, A e B, que se ligam a anticorpos
monoclonais OC125 e M11, respectivamente (NUSTAD et al.,1996). Desde sua
identificacdo, a mensuracdo do nivel sérico do antigeno CA125 se tornou um
componente padrdo de gerenciamento da rotina das mulheres com cancer
ovariano avancado (MARKMAN, 2003). Niveis séricos de CA125 inferiores a
35U/mL sé&o considerados normais (KENEMANS et al.,1993).

Os niveis séricos do CA125 em pacientes com cancer de ovario estdo
elevados em 50% nos estadios | e Il e em 90% no estadio IV (ZURAWSKI et al.,
1988). No entanto, a utilizacdo do CA125 no diagnéstico do cancer de ovério €
comprometida pela falta de especificidade e elevada taxa de diagndsticos falso-
positivos. Altas concentragdes deste marcador séo detectadas em outros tipos de
cancer (pancreas, mama, bexiga, figado e pulm&o), doencas benignas

(diverticulite, endometriose, cisto benigno do ovério, abscesso tubo-ovariano,
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sindrome de hiperestimulagé@o e gravidez ectdpica), e em condi¢des fisiologicas
(gravidez, menstruagcéo) (GOONEWARDENE et al., 2007).

Porém, como as concentragfes séricas deste antigeno sdo elevadas em
mais de 80% dos pacientes com cancer de ovério epitelial em estadio avangado,
este marcador tem sido estudado para o rastreamento de mulheres
assintométicas, no diagnostico diferencial de mulheres com massas pélvicas, no
monitoramento de resposta ao tratamento adjuvante e na detecgédo precoce de
recorréncia do tumor apoés tratamento (CHAUHAN et al.; 2006).

Os parametros de sensibilidade e especificidade do CA 125 na detecgéo do
cancer de ovario variam na dependéncia de diversos fatores. A sensibilidade varia
entre 24 e 97% e depende principalmente do estadio e do tipo histologico do
tumor (REIS, 2005).

A proteina CA125 também €& muito utilizada no monitoramento poés-
tratamento do cancer de ovério. As concentra¢des séricas deste antigeno tumoral
aumentam com a evolugdo da doenca, mas tendem a decrescer apds a
intervencéo terapéutica (GOONEWARDENE et al., 2007).

Mucinas s@o amplamente expressas por células epiteliais do trato
gastrintestinal, respiratorio e urogenital, além de possuirem multiplas implicagdes
no desenvolvimento do cancer (SINGH et al., 2004).

Devido ao fato de que a maioria dos casos de cancer de ovério é de origem
epitelial, as mucinas s8o atraentes marcadores para 0 seu diagnoéstico e
tratamento. Embora os mecanismos ainda n&o estejam esclarecidos, sabe-se que
muitos epitélios de ovarios com tumores malignos expressam mais mucinas de
superficie do que os de ovarios normais e benignos. As proteinas MUC1, MUC2,
MUC3, MUC4, MUC5AC e MUC16 sao super expressas em cancer de ovario
epitelial (GIUNTOLI et al., 1998; BOMAN et al., 2001; FENG et al., 2002; GUM et
al., 2002; RANGEL et al., 2003; HEINZELMANN-SCHWARZ et al., 2006; WANG
et al., 2007).

A mucina MUC16 interage com a mesotelina e esta interacdo pode
desempenhar um papel importante na metastase do cancer de ovéario (GUBBELS
et al., 2006; RUMP et al., 2004). MUC16 pode também ajudar as células tumorais
a escaparem da vigilancia do sistema imune, inibindo a atividade citolitica das
células Natural Killer por ativagdo do receptor CD16 (PATANKAR et al., 2005;
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BELISLE et al, 2007). Além disso, MUC16 também protege as células
cancerigenas ovarianas do ataque dos fatores do sistema complemento
(MURDOCH et al., 2006).

2.5 Imunoterapia para o Cancer de Ovério

Devido a baixa taxa de sobrevivéncia do cancer de ovario, novas
modalidades de tratamento eficazes sdo urgentemente necessarias. Evidéncias
convincentes indicam que a resposta imune contra o cancer de ovéario pode
desempenhar um papel importante no controle da doenga (LIU et al., 2010).

A imunoterapia como uma abordagem em potencial para o tratamento de
cancer de ovério € baseada nas seguintes evidéncias: (1) no cancer de ovario
ocorre a expressdo de antigenos associados a tumor, por exemplo, HER2/neu
(DISIS et al.,, 2004), MUC1 (VLAD et al., 2004), CA125 e OA3 (KENEMANS,
1990), receptor de folato (COLIVA et al., 2005), mesotelina (CHANG e PASTAN,
1996) e NY-ESO-1 (ODUNSI et al., 2003) que podem servir como alvos para a
resposta imune humoral e resposta imune celular; (2) a presenca de linfocitos
infiltrantes (TILs) correlacionada fortemente com a sobrevivéncia dos pacientes
(ZHANG et al, 2003); (3) no cancer de ovéario ocorre a expressdo de
peptideo/complexos MHC, que podem ser reconhecidos por linfécitos T CD8+; (4)
e, mais importante, a interagdo dinadmica entre a imunidade do hospedeiro e o
cancer. Tomadas em conjunto, foi levantada a hip6tese de que a imunoterapia
pode ser uma inovadora e eficaz terapia de suporte no controle do cancer de
ovario. Atuais opcdes de tratamento imunotergpico contra o cancer de ovario
incluem a terapia baseada em vacinas de anticorpos (Abs), por exemplo, contra o
CA125; de citocinas (como IFNy, IL-2); imunizac@o ativa com células tumorais;
vacinas de peptideos; vacinas de células dendriticas e de chaperonas (HSP).
Estas modalidades de imunoterapia estdo em diferentes fases de investigagéo
clinica (LIU et al., 2010).

A imunoterapia do céancer baseada em anticorpos tornou-se agora uma
pratica padrdo no tratamento de linfoma e outros tipos de céncer. No cancer de

ovario, a imunoterapia estd baseada no oregovomab (Mab B43.13), que é um
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anticorpo monoclonal murino que se liga ao CA125 com alta afinidade e pode
induzir uma resposta imune humoral e celular contra o carcinoma ovariano. Ehlen
et al. (2005) realizaram um estudo piloto para examinar os efeitos clinicos e
imunolégicos do oregovomab em pacientes pré-tratados com céncer ovariano
recorrente. Mais de 50% dos pacientes geraram um anticorpo anti-CA125, bem
como células T especificas. Todos os pacientes apresentaram uma estabilizac&o
da doenga e sobrevivéncia por mais de 2 anos.

Uma variedade de abordagens quimioterapicas e desenvolvimento de
diferentes estratégias de tratamentos imunoterapicos estdo sendo desenvolvidas
nos ultimos anos (KIRBY et al., 2002). Uma dessas estratégias € a vacinagdo com
anticorpos antiidiotipos (Ab2), que € baseada na hipétese de Nils Jerne (JERNE,
1974). Segundo esta teoria, as regides variadveis de ligagdo a antigenos de
anticorpos (Abl) contém determinantes (Id) que séo imunogénicos e induzem a
formacdo de Ab2. Um subconjunto destes anticorpos é funcionalmente capaz de
imitar a estrutura tridimensional do antigeno original. Assim, a vacinagéo seletiva
com Ab2 poderia induzir uma resposta imune especifica contra o antigeno original
(JEFFERIS, 1993; CHATTERJEE, et al.,1994).

Anticorpos antiidiotipos (Ab2) s&o utilizados como substituto para antigenos
associados a tumor em ensaios de vacinagdo, ja que resultam em uma resposta
antitumoral especifica. Uma intensa resposta imune com a producdo de
anticorpos Ab3 est4 associada com a sobrevida prolongada dos pacientes com
tumor, especialmente no caso de pacientes com cancer de ovario tratadas com
vacina antiidiotipo ACA125 (REINARTZ et al., 2004). Para melhor compreenséo, a
Figura 4 esquematiza a resposta imune humoral e producdo de anticorpos Ab3
especificos ao CA125.

A imunizagdo ativa com antigenos tumorais é limitada pela sua baixa
imunogenicidade. Por outro lado, mAb antiidiotipo ACA125 pode efetivamente
induzir a resposta contra o antigeno tumoral CA125 com a producdo de
anticorpos anti-antiidiotipos (Ab3) especificos ao CA125, como demonstrado em
modelos animais (SCHLEBUSCH et al.,1995) e em ensaios clinicos (WAGNER et
al., 1997; WAGNER, 1998; WAGNER et al., 2001; REINARTZ et al., 1999). Como
os titulos da resposta Ab3 se correlacionam com a sobrevida prolongada das

pacientes com cancer de ovario apos a vacinagdo (WAGNER et al., 2001), ha
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uma necessidade de aumentar especificamente a atividade de ACA125 em
células B especificas sem estimulacdo das células B sistémicas.

Muitos estudos tém utilizado um anticorpo antiidiotipo para aumentar a
imunogenicidade. Abagovomab (ACA125) € um anticorpo monoclonal antiidiotipo
produzido em camundongo cuja regido variavel reflete o antigeno CA125. Em
fase I/llb do estudo de Reinartz et al. (2004) 119 pacientes com cancer de ovario
avancado foram tratados com abagovomab. A produgdo de um anticorpo anti-
antiidiotipo especifico (Ab3) foi induzida em 81 pacientes (68,1%). Cinquenta por
cento das pacientes desenvolveu um anticorpo anti-CA125 especifico. A taxa
média de sobrevivéncia de todas as pacientes foi 19,4 meses (intervalo: 0,50-56
meses). No entanto, as pacientes Ab3-positivos mostraram uma taxa de
sobrevivéncia significativamente maior (média de 23,4 meses; p <0,0001) em
comparagao com pacientes Ab3-negativos. Nos estudos de Pfisterer et al. (2006)
em pacientes com cancer de ovario recorrente tratados com abagovomab, foi
observado um aumento de IFNy e expresséo de células T CD8+ especificas. No
entanto, ndo houve correlagéo consistente entre a inducdo de Ab3 e freqiéncias

de CTL e células T helper especificas ao CA125.
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Figura 4: Esquema demonstrando a produgdo de anticorpos anti-antiidiotipos (Ab3) especificos ao CA125,
baseado na hip6tese de Nils Jerne (JERNE, 1974). (1) As regides variaveis de ligacdo a antigenos de
anticorpos (Ab1) contém determinantes (Id) que sdo imunogénicos (2) e induzem a formacéo de Ab2 (3). Um
subconjunto destes anticorpos é funcionalmente capaz de imitar a estrutura tridimensional do antigeno
original (4). Assim, a vacinacé@o seletiva com Ab2 poderia induzir uma resposta imune especifica contra o

antigeno tumoral CA125 com a producéo de anticorpos anti-antiidiotipos (Ab3) especificos ao CA125 (5).
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3. Phage Display

A metodologia do Phage Display consiste na exposicdo de peptideos
exdgenos na superficie de fagos filamentosos, virus que infectam células
bacterianas. Foi demonstrado primeiramente por Smith (1985) ao conseguir a
expressdo da enzima de restricdo EcoRI por meio da fusdo com a proteina trés
(plll) do capsideo do fago. Desde entdo, o Phage Display tem sido amplamente
empregado com a finalidade de identificar ligantes através de interagcfes
moleculares e obter informacdes sobre a relagdo receptor-ligante.

Normalmente, utiliza-se o bacteri6fago filamentoso M13 para construcao
de uma biblioteca de pequenos peptideos fusionados a proteina plll, que permite
realizar um screening de peptideos ligantes & molécula alvo por seleg&o in vitro
(biopanning). Bacteri6fagos, ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam uma
variedade de bactérias Gram-negativas (ex. E. coli) usando o pilus sexual como
receptor. Os fagos filamentosos (linhagens M13, f1, fd) pertencem a familia
Inoviridae de bacteri6fagos e possuem como material genético DNA circular de
fita simples (ssDNA) de 6,4 kb, envolto em uma céapsula protéica (BRIGIDO e
MARANHAO, 2002).

A particula viral, apresentada na Figura 5, é composta pelo genoma viral e
por cinco proteinas estruturais. No capsidio do fago estdo presentes as proteinas
plll, pVI, pVIil, pVIl e pIX. Entre as duas extremidades, o ssDNA é recoberto por
milhares de coépias de pVIll (50 residuos de aminoacidos) que formam o corpo do
capsidio cilindrico e flexivel. Nas extremidades desse capsidio encontram-se de
trés a cinco copias das demais proteinas estruturais. A extremidade distal contém
as proteinas pVIl e plX, enquanto que a proximal é composta pelas proteinas
codificadas pelo gene 3 (plll) e pela proteina pVI (MAKOWISK, 1993).
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leader D1 D2 D3

cloning site
A |5 ﬁ

Figura 5: Esquema de um fago filamentoso. A) Composic¢éo do gene lll, mostrando o sitio de clonagem para
introducé@o do gene adicional; B) Particula viral com as proteinas plll, pVI, pVII, pVIIl e plX; C) Cristalografia

dos dominio D1 e D2 da proteina lll, as alfa-hélices estéo coloridas em vermelho e as fitas 8, em azul cianico.

A apresentacdo do peptideo pelo fago é possivel, pois, nesse sistema,
sequéncias aleatérias de DNA sdao introduzidas no gene que codifica a proteina
do capsideo do fago (camada externa e protetora). Desta forma, sequéncias
aleatérias de peptideos fundidas a proteina do capsideo (plll ou pVil,
dependendo do sistema a ser empregado) sdo geradas durante a producédo da
particula viral (SMITH, 1985). No fim do processo, bilhdes de bacteriéfagos séo
gerados, cada um deles apresentando um peptideo diferente. Esta colecao de
particulas virais recebe o nome de biblioteca apresentadora de peptideos. Estas
bibliotecas sao, entdo, incubadas com as moléculas alvo do estudo (receptores
purificados, células expressando seus receptores de superficie, anticorpos, entre
outros). Este processo denominado biopanning, ou simplesmente panning, como
demonstra a Figura 6, permite selecionar os fagos ligantes, expressando 0s
peptideos que mimetizam ligantes naturais destas moléculas (BARBAS et al.,

2001).
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Figura 6: Biopanning - a biblioteca de fagos (1) € sujeita a diversos ciclos de sele¢do por afinidade incluindo
a captura dos fagos com antigenos (2), lavagem para remover os fagos néo ligantes (3), eluicdo para
recuperar os fagos ligados ao alvo (4) e amplificagdo em E. coli (5). Quando o enriquecimento adequado é

alcancado os clones séo isolados e caracterizados (6).

Bibliotecas de peptideos randdmicos tém sido usadas com sucesso para
identificar peptideos bioativos contra receptores purificados e imobilizados ou
contra células intactas (RODI e MAKOWSKI, 1999) e para identificar alvos
ligantes de um 0Orgéo particular ou um tipo celular in vivo (PASQUALINI e
RUOSLAHTI, 1996). Sem alvo, a particula viral (fago) ndo tem tropismo por
células, exceto células bacterianas (BARRY et al., 1996).

Esta tecnologia tem sido utilizada para produzir diagnésticos clinicos,
novas drogas contra diversas patologias e para mapeamento de interacdo
proteina-proteina (RODI e MAKOWSI, 1999). Proteinas, anticorpos, hormdnios,
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inibidores de proteases, enzimas e proteinas que se ligam a acidos nucléicos tem
sido mapeados por essa técnica. Ela permite a selecdo de peptideos e proteinas
incluindo anticorpos, com alta afinidade e especificidade para varios alvos. A
vantagem crucial desta tecnologia estd na ligacdo direta que existe entre o
fenotipo experimental e o genoétipo encapsulado, mostrando a evolucdo dos
ligantes selecionados até moléculas otimizadas (AZZAZY e HIGHSMITH, 2002).

Peptideos obtidos pela tecnologia de Phage Display podem exercer um
efeito anticancerigeno por inibicdo de angiogénese, decréscimo na atividade
metastatica do tumor ou inibindo enzimas importantes para disseminacdao de
células neoplasicas. Eles também podem ser usados como componentes de
vacinas antitumor ou veiculos para carrear citocinas, quimioterapicos ou
oligonucleotideos anti-senso para o tumor. Essa tecnologia permitiu, ainda, o
desenvolvimento de anticorpos recombinantes anticAncer, mais comumente
usados como moléculas Fv de cadeia Unica (scFv), as quais podem ser
modificadas para aumentar sua afinidade e avidez. Eles podem, ainda, ser
conjugados com moléculas que induzem diferentes efeitos antigénicos
(BORYSOWSKI e GORSKI, 2004).

Varios trabalhos tém relatado a identificacdo, pela tecnologia de Phage
Display, de peptideos que mimetizam biomoléculas especificas em diversos tipos
de cancer, como por exemplo: mama (HANSEN et al., 2001), hepatocarcinoma
(DU et al., 2006), mieloma (DYBWAD et al., 2003), fibrosarcoma (POPKOV et al.,
2000), coloretal (COOMBER e WARD, 2001), cancer géstrico (HU et al., 2006),
prostata e testiculo (FOSSA et al., 2004), entre outras.

A aplicacdo dos peptideos expressos em fagos no cancer tem sido as mais
variadas, dentre elas: mapeamento da diversidade tumoral (HANSEN et al., 2001,
DYBWAD et al., 2003; LIU et al, 2004) a selecdo de peptideos que inibem
metastase (HU et al., 2006), peptideos miméticos de oncogenes (STEPHEN et al.,
1995; COOMBER e WARD, 2001), receptores vasculares (ZURITA et al., 2003;
ARAP et al.,, 2002) e muitos peptideos relacionados a fatores de crescimento
(CAMPA et al., 2002, HETIAN et al., 2002). Os peptideos selecionados podem ser
utilizados de diversas maneiras, inclusive no tratamento do cancer através do
enderecamento vascular dos peptideos (NILSSON et al., 2000) e de alvos em
imunoterapia (POPKQV et al., 2000).
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Em 1990, foram obtidos os primeiros fragmentos de anticorpos expressos
em fagos, tratando-se de uma das técnicas mais poderosas na selecdo de
anticorpos recombinantes (MCCAFFERTY et al. 1996). Nesse sentido, a técnica
de Phage Display pode ser usada: (1) na geragao de anticorpos monoclonais para
imunoterapia, (2) no isolamento de anticorpos a partir de pacientes exposto a um
determinado patégeno e (3) no estudo de anticorpos autoimunes (AZZAZY e
HICHSMITH, 2002).

Os anticorpos expressos na superficie de fagos possibilitam a selecéo de
sequéncias baseadas em sua afinidade de ligagdo a uma molécula alvo
(antigeno) por um processo de selecdo in vitro. Em um ciclo de selecdo, as
moléculas de anticorpos em solu¢do sé@o incubadas com a molécula alvo. Os
fagos contendo anticorpos com afinidades pelo alvo s&o capturados e
permanecem ligados; ja os fagos néo ligados (ndo especificos) sdo eliminados
por sucessivas lavagens. O pool de fagos ligados ao alvo é entdo eluido e
amplificado (amplificados em E. coli). Os fagos resultantes deste processo sao
titulados e submetidos a uma nova selecdo (ligagdo ao alvo, eluicdo e
amplificagdo), visando obter anticorpos mais especificos. Apos trés ou quatro
repeticdes deste processo, clones individuais sdo submetidos a ensaios
imunolégicos e suas sequéncias de DNA podem ser obtidas por sequenciamento
(BARBAS et al. 2001).

Atualmente, a maioria das bibliotecas é construida no formato scFv.
Contudo, esses fragmentos tendem a formar dimeros, por meio de um
mecanismo sem qualquer possivel predicdo. As moléculas de anticorpos
multiméricas se ligam mais fortemente a um antigeno imobilizado, o que lhe
confere uma maior avidez. Contudo, tornam-se necessarios trabalhos adicionais
para a individualizacdo dos clones com o intuito de se analisar sua real afinidade.
Os fragmentos do tipo Fab, além de mais estaveis, ocorrem em formatos
monomeéricos, 0 que permite uma rapida triagem de clones baseada,
impreterivelmente, em sua afinidade ao antigeno estudado (DE HAARD et al.,
1999).

A exposi¢cdo de anticorpos em fagos tem se transformado em uma técnica
bem aceita e, num pequeno espaco de tempo, tem gerado moléculas de altissima

qualidade. Anticorpos derivados por Phage Display tém provado sua seguranga e
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eficacia em testes clinicos. Processos de sele¢do adaptados a essa técnica, em
combinagdo com anticorpos de facil montagem, abrem amplamente as portas
para desenvolvimento sofisticado de anticorpos como medicamentos. Em adigéo,
estes anticorpos selecionados por Phage Display oferecem maiores vantagens
em termos de velocidade e rendimento para pesquisa e identificacio/validacao de
alvos. Phage Display € uma moderna ferramenta na descoberta de novas drogas
(KRETZSCHMAR e VON RUDEN, 2002).
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Resumo

RESUMO

O céncer de ovério € a neoplasia ginecolégica mais frequente no mundo
desenvolvido, que continua a matar mais mulheres do que todos os outros tipos
de cancer ginecoldgicos juntos. A auséncia de sinais e sintomas, aliada a falta de
estratégias de rastreamento, contribuem para o diagnoéstico tardio na maior parte
das pacientes, resultando assim em baixas taxas de cura. A tecnologia de Phage
Display permite a selec@o de peptideos e proteinas, incluindo anticorpos com alta
afinidade e especificidade para varios alvos. As moléculas caracterizadas no
presente estudo apresentam potencial como novas ferramentas tanto no
diagnéstico clinico quanto na terapia do cancer de ovério, além de fornecer
informacdes complementares aos pardmetros da rotina clinica utilizados
atualmente. Nossa estratégia de Phage Display produziu, com sucesso, peptideos
miméticos a antigenos tumorais ovarianos, que foram capazes de discriminar
tumores malignos de tumores benignos de ovario. Estes marcadores melhoram
significativamente o valor diagnéstico do CA125. Finalmente, temos também
produzido por Phage Display, anticorpos recombinantes Fab, ligantes especificos
aos peptideos miméticos e a antigenos tumorais ovarianos, que podem

apresentar potencial papel imunoterapéutico no tratamento do cancer de ovario.

Palavras-chaves: Phage Display, peptideos, cancer de ovario.



Abstract

ABSTRACT

Ovarian cancer is the most common gynecologic cancer in the developed world,
which continues to kil more women than all other gynecological cancers
combined. The absence of signs and symptoms coupled with lack of screening
strategies contribute to the late diagnosis in most patients, resulting in low cure
rates. The Phage Display (PD) technology allows the selection of peptides and
proteins including antibodies with high affinity and specificity for multiple targets.
The molecules characterized in this study are potential new tools in both clinical
diagnosis and therapy of ovarian cancer, and provide additional information to the
parameters of the ongoing clinical routine. Our phage display strategy produced
successful mimetic peptides to specific ovarian tumor antigens, which were able to
discriminate malignant tumors from the benign ovarian disease. These markers
have significantly improved the diagnostic value of the CA125. Finally, we have
also generated through PD recombinant Fab antibodies that specifically bind to the
mimetic peptides and to ovarian tumor antigens, which may present potential

immunotherapeutic role in the ovarian carcinoma treatment.

Keywords: Phage display, peptides, ovarian cancer.



Introducéo

1 Introducéo

Apesar do desenvolvimento de novas formas de tratamento e terapias
destinadas a melhorar a taxa de sobrevivéncia das pacientes, 0 carcinoma
ovariano continua a liderar as causas de 6bito por tumores ginecoldgicos (JEMAL
et al., 2009).

Infelizmente, a maioria dos casos de cancer de ovario sao diagnosticados
nos estadios finais da doenca, quando as taxas de sobrevida de cinco anos €
reduzida em 20%. Menos de 25% dos casos sdo limitados ao ovario, com a
maioria das pacientes com doenga metastatica e com uma piora do prognostico
(URBAN e DRESCHER, 2008).

A falta de sintomas é um dos fatores que mais contribuem para o fato de
que apenas 25% dos tumores de ovario sdo identificados na fase inicial da
doenca (BADGWELL e BAST, 2007). Portanto, a deteccdo precoce e 0
diagnéstico diferencial entre o cancer de ovario e as massas pélvicas benignas
sdo essenciais na melhora da sobrevida das pacientes. Como a maioria dos
casos é diagnosticado em fases tardias da doenca, poucas oportunidades de
tratamento estdo disponiveis (PARK et al., 2011).

CA125 é o marcador mais comumente utilizado na deteccdo e
monitoramento do cancer de ovario. No entanto, esta glicoproteina nédo €
detectada em até 20% das pacientes com tumor maligno de ovéario (ROSEN et al.,
2005) e sua concentragdo pode estar elevada em vérias condigdes benignas ou
malignas além do carcinoma ovariano (GOONEWARDENE et al., 2007). Portanto,
muitos estudos tém sido realizados para melhorar o desempenho de
biomarcadores ou suas combinagdes no diagnéstico do cancer de ovério
(HELLSTROM e HELLSTROM, 2008).

O uso de marcadores tumorais combinados pode detectar uma fragéo
maior de casos de carcinoma ovariano epitelial, nos primeiros estadios da
doenca. Desta maneira, varios esforcos tém sido realizados para identificar
adjuntos para o CA125 (GILKS et al., 2005).



Introducéo

Geralmente, o carcinoma ovariano epitelial apresenta um padré@o Unico de
progressdo. Quando a massa tumoral cresce, a superficie externa do ovario €
rompida e o cancer se estende até a regido pélvica (AUERSPERG et al., 2001).
Esta evidéncia suporta a necessidade da descoberta de biomarcadores nao
invasivos que possam ser aplicados em estadio inicial da doenga, para
complementar os testes de diagndstico, atualmente disponiveis (JACOBS et al.,
1993).

Peptideos obtidos pela tecnologia de Phage Display podem exercer um
efeito anticancerigeno por inibicdo de angiogénese, decréscimo na atividade
metastatica do tumor ou inibindo enzimas importantes para disseminacdao de
células neoplasicas. Eles também podem ser usados como componentes de
vacinas antitumor ou veiculos para carrear citocinas e quimioterdpicos. Essa
tecnologia permite, ainda, o desenvolvimento de anticorpos recombinantes
anticAncer (BORYSOWSKI e GORSKI, 2004). Esta tecnologia também pode ser
utilizada na selecdo de sequéncias de aminoacidos (mimetopos) que imitam
epitopos de proteinas naturais reconhecidos por anticorpos especificos
(CARDOSO et al., 2009).
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Obijetivos

2 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo geral selecionar marcadores
moleculares soroldgicos para o diagnéstico do céncer de ovario, além de

moléculas envolvidas na resposta imune das pacientes com carcinoma ovariano.

2.1 Objetivos Especificos

o Selecionar peptideos miméticos as proteinas tumorais, ligantes a IgGs

circulantes e teciduais de pacientes com cancer de ovario por Phage Display;

o Selecionar anticorpos recombinantes Fab ligantes aos peptideos miméticos

e antigenos tumorais de ovario;
o Testar o potencial diagnoéstico dos clones selecionados no cancer de ovario.

o Analisar o papel imunoterapéutico dos clones selecionados e suas

implicagcbes na resposta imune das pacientes com carcinoma ovariano.



Material e Métodos

3 Material e Métodos

3.1 Obtencéo das Amostras e Pacientes

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de Nanobiotecnologia do
Instituto de Genética e Bioquimica — Universidade Federal de Uberlandia em
colaboragdo com Instituto Nacional de Céncer, Coordenacdo de Pesquisa,
Divisédo de Medicina Experimental e Biologia Celular. O Projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do INCA (Processo n° 19/06). Todas as pacientes
participantes assinaram Termo de Consentimento. As técnicas de manipulagéo
dos materiais biolégicos seguiram normas do Cédigo de Etica em Pesquisa com
Humanos (Resolucdo CNS N° 196/96). As pacientes foram identificados por seus
ndmeros de prontudrios.

As amostras de soro e tecido foram coletadas no Instituto Nacional de
Cancer, de maio de 2006 a janeiro de 2008. As amostras tumorais foram obtidas
a partir de pacientes submetidas a resseccdo da lesdo tumoral do ovario. A
histologia das amostras de tecido das pacientes e algumas caracteristicas das
amostras sdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Foram obtidas 41 amostras de soro de mulheres com confirmagao
histolégica para cancer de ovério, as quais foram classificadas de acordo com a
International Federation of Gynecology and Obstetric, FIGO (1971) em
estadiamento de | a IV, conforme mostra a Tabela 1. Também foram obtidas 28
amostras de soro de pacientes com massas pélvicas benignas confirmadas
histologicamente e 10 amostras de soro de pacientes cujos ovarios, apos
avaliacdo histopatolégica, foram negativos para células tumorais. Estas amostras
foram obtidas de pacientes submetidas a histerectomia ou anexectomia devido a
outros tumores ginecoldgicos, como tumores do endométrio, do colo do Utero,
tumores de Utero ou de um cisto folicular ovariano. A média de idade para a
populacdo com tumores malignos era de 55,3 anos, sendo a paciente mais velha

e a mais nova com 90 e 26 anos de idade, respectivamente.
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Tabela 1: Caracteristicas das amostras utilizadas nos experimentos. Classificacdo das amostras em

malignas, bordeline (com baixo potencial maligno) e casos benignos.

VARIAVEIS Maligno Bordeline Benigno
n (%) n (%) n (%)
NUmero de casos 31 (44,9) 10(14,5) 28 (40,5)
estadio | 14 (45,2) 8(80,0)
la 7(50,0) 8(100)
Ib 1(7.1)
Ic 6(42,8)
estadio Il 2(6,4) 1(10,0)
lla 1(50,0)
Iib 1(50,0) 1(100)
lic
estadio Ill 13 (41,9) 1(10,0)
Ila 1(100)
b
Ilic 13 (100,0)
estadio IV 2(6.4) 0
Idade em anos (média) 55,3 485 46,89

As amostras de tumores malignos ainda foram classificadas em casos
malignos (44,9%) e casos bordeline (14,5%), sendo estas Ultimas aquelas que
apresentam um baixo potencial maligno. Os casos benignos representam 40,5%
do total de amostras (Tabela 1).

Todas as amostras incluidas neste estudo tiveram seus tipos

histopatolédgicos e subtipos histolégicos listados na Tabela 2.
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Tabela 2: Diagnostico histolégico das massas pélvicas.

Tipos Histopatolégicos n (%) Subtipos Histologicos n (%)

Tumores Malignos 31(100,0)

epitelial 24 (77,4) célula da granulosa 4(12,9)

estromal 6 (19,3) mucinoso 2 (6,4)

germinativo 1(3,2) seroso 2 (6,4)

seroso-papilifero 12 (38,7)

epitelial misto 3(9,6)

endometridide 2(6,4)

células claras 1(3,2)

nao definido 5(16,1)

Tumores Bordelines 10(100,0) mucinoso 6 (60,0)

seroro 3 (30,0)

seroso-papilifero 1(10,0)

Tumores Benignos 28 (100,0) mucinoso 5(17,8)

estromal 7 (25,0)

seroso 8(28,5)

germinativo 5(17,8)

endometrioma 2(7,1)

brenner 1(3,5)

3.2 Extracdo de Proteinas Totais

Para extracdo de proteinas totais foram utilizadas 05 amostras de tecidos
ovarianos, classificadas como tumores malignos epiteliais de ovario nos
estadiamentos Ill e IV, obtidas de pacientes submetidas & ressec¢édo da leséo
tumoral do ovério.

Amostras com aproximadamente 20mg de ovario de cada paciente foram
trituradas com um homogenizador elétrico em 800uL de tamp&o (400mM NacCl;
25mM EDTA pH 8,0; 50mM Tris pH 7,5; 2% SDS). Para preservacdo da
integridade das proteinas foram adicionados os inibidores de protease: 10uL de
benzamidina (100mM) e 3uL de PMSF (150mM). As amostras foram entéo
incubadas a 37°C por 15 minutos e em seguida adicionou-se 300uL de solucdo
saturada de NaCl e novamente incubou-se por 15 minutos a -20°C.

Apos o tempo de incubacgéo, as amostras foram centrifugadas a 15000rpm
a 4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e as proteinas precipitadas
foram ressuspendidas em tampédo fosfato salino (PBS). Ap6s a extracdo, as

proteinas extraidas das pacientes individualmente foram reunidas, quantificadas e
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visualizadas em gel SDS-PAGE, 12% (p/v), realizado segundo Barbas et al.
(2001). Os géis foram corados com coomassie-blue para visualizagcdo e andlise

da qualidade das proteinas resolvidas.

3.3 Purificacdo de IlgGs com Microesferas Magnéticas

3.3.1 Purificag&o de IgGs de amostras soroldgicas

Para purificacdo de 1gGs foram utilizadas 20 amostras de soro, sendo 10
classificadas como tumores benignos de ovéario e 10 como tumores malignos
ovarianos nos estadios I, lll e IV. Foram, ainda, utilizadas 10 amostras de soro de
pacientes negativas para tumores ovarianos.

A purificagé@o de 1gGs foi feita por meio de microesferas magnéticas (beads
magnéticos) acopladas com proteina G (Dynabeads-Invitrogen).

Para cada 2x10° particulas ou microesferas, adicionou-se 100uL de um
pool de soros contendo amostras de pacientes diagnosticadas com tumores
malignos de ovario, massas pélvicas benignas e pacientes controle (as quais ndo
apresentavam tumores ovarianos), seguida da incubagéo por 40 minutos sob forte
agitacdo a temperatura ambiente (T.A). Anteriormente & adicdo das amostras de
soro, as microesferas foram lavadas trés vezes com solucao de &acido 2-N-
morfolinoetanossulfénico (MES) 0,1 M pH=5,0 para ativagdo das mesmas.

Transcorrido o tempo de incubacéo, as microesferas foram precipitadas por
captura magnética em separador proprio. O sobrenadante foi descartado e lavou-
se trés vezes com tampao MES 1M, pH 5,0. Ao retirar o campo magnético, as
IgGs foram eluidas com tampé&o citrato de sédio 1M pH 2-3 e o pH neutralizado
com Tris 1M pH 9,1, separando as IgGs das microesferas magnéticas pela
introducdo dos tubos no separador magnético.

Para certificar-se da purificagéo, realizou-se ensaios de dot-blot com 2ul
das amostras purificadas em membrana de nitrocelulose 0,22um (Hybond ECL,
Amersham Biosciences) dos diferentes grupos. Depois de bloqueadas em solucéo

de BSA 5% em PBS 1X, as membranas foram incubadas por 1 hora a 37°C com

49



Material e Métodos

anti-lgG (VH+VL,Sigma) humana diluido na propor¢gdo 1:5000 na solucdo de
bloqueio. Ap6s a incubacéo, o ensaio foi revelado com o substrato DAB (Sigma
Fast'™ DAB). Para parar a reac&o, a membrana foi lavada com agua.

A dosagem das proteinas das amostras foi realizada pelo método descrito
por Bradford (1976).

3.3.2 Purificagéo de IgGs de amostras teciduais

Para purificagdo de IgGs de amostras teciduais foram utilizadas proteinas
totais extraidas de 05 amostras de tecido ovariano, classificadas como tumores
malignos epiteliais de ovério nos estadiamentos Ill e IV, obtidas de pacientes
submetidas a ressecc¢do da lesédo tumoral do ovério. O protocolo de purificacéo foi

o mesmo citado anteriormente, utilizando 100ug/ml de proteinas totais.

3.4 Selec¢do dos Peptideos Recombinantes Miméticos por Phage Display

3.4.1Biopanning (selegéo dos fagos)

Para a selecdo dos peptideos recombinantes miméticos a antigenos
tumorais de cancer de ovério, foram realizadas duas estratégias distintas,
conforme mostra a Figura 1.Em ambas as estratégias, foram utilizadas 5ul (1x10™
particulas virais) de duas diferentes bibliotecas de peptideos randdmicos
fusionados em fagos: Ph.D.-7 Heptapeptide Phage Display Library (complexidade:
2,8 x 10° transformantes) e Ph.D.-12 Peptide 12-mer Phage Display Library
(complexidade: 2,7 x 10° transformantes) Peptide Library Kits (New England
Biolabs Inc.). As bibliotecas eram compostas de 7 e 12 amino4cidos randdémicos
respectivamente, seguidos por uma curta sequéncia espagadora Gly-Gly-Gly
fusionada a regido N-terminal da Proteina Ill (plll) de bacteri6éfagos filamentosos
M13. Todas as cinco cépias da Proteina Ill dos fagos continham peptideos amino-

terminais.
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Estratégia 1: Estratégia 2:

Selecgéo de peptideos ligantes a 1gG de soro de Selecéo de peptideos ligantes a IgG de proteinas

pacientes com tumor maligno de ovario tumorais malignas de ovario

Ovarian tumor

’ Y

R\ -
| 1
A l

Figura 1: Esquema representativo da selec@o de peptideos miméticos a antigenos tumorais de carcinoma

S

«
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ovariano. A: Selecao de peptideos ligantes a IgGs soroldgicas de pacientes com tumores malignos de ovario.
As bibliotecas de peptideos randémicos fusionados em fagos Ph.D.-7 e Ph.D.-12 foram expostas as
moléculas alvo — IgGs purificadas de soro de pacientes com tumores malignos de ovéario. B: Selecéo de
peptideos ligantes a IgGs de proteinas tumorais de pacientes com cancer de ovario. As bibliotecas de
peptideos randémicos fusionados em fagos Ph.D.-7 e Ph.D.-12 foram expostas as moléculas alvo — 1gGs

purificadas de proteinas tumorais malignas de ovario.

Dois pocos de uma placa de microtitulagédo (Corning Incorporated Costar®
3591), sendo um para cada estratégia de selecao, foram previamente adsorvidos
com 150ul de 1gGs purificadas de soro de pacientes com cancer de ovario e 150ul
de IgGs purificada de proteina total de tumores malignos ovarianos (100pg/mL em
0,1 M NaHCOs, pH 8,6) por 16 horas (overnight) a 4°C sob leve agitacao;
bloqueada com 250ul de tampédo de blogueio (0,1M NaHCOg3, pH 8,6, 5mg/mL
BSA) por 1 hora a 4°C; e lavada seis vezes com TBST (TBS contendo 0,1%
Tween-20). Acrescentou-se, nos mesmos orificios da placa, 5ul de cada biblioteca

bY

diluidos em 100ul de TBST, agitando-se por 1 hora a temperatura ambiente.
Fagos nao ligantes foram removidos por lavagem com TBST (0,1% Tween-20)
por 10 vezes no primeiro ciclo de selegdo e nos dois ciclos subsequentes com

TBST (0,5% Tween-20). Foram realizados no total 3 ciclos de selecé&o.
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Os fagos ligantes foram eluidos em duas etapas, como mostra a Figura 2.
Primeiramente, realizou-se a eluicdo negativa na qual nos mesmos pogos da
placa adicionou-se 15ug de IgGs purificadas de soros de pacientes com tumores
benignos de ovario e 15ug de IgGs purificadas de soros de pacientes controle,
diluidos em TBS, em um volume final de 100ul, agitando-se por 1 hora a
temperatura ambiente. A eluicdo negativa teve como objetivo retirar os fagos
especificos a IgGs de amostras benignas e controle, que ndo eram alvos de
nosso estudo. Posteriormente, os orificios foram lavados 10 vezes com TBS
(0,1% Tween-20) e prossegui-se com a eluicdo positiva, na qual os fagos ligantes
foram eluidos por afinidade com 100ug de proteinas totais de tumores malignos
de ovério, diluidos em TBS, em um volume final de 100ul, agitando-se por uma
hora & temperatura ambiente. O eluato remanescente foi recolhido e utilizado na

titulacdo e nos procedimentos de amplificagéo.

Estratégia 1:

19G de soro maligno

h

1
/ \'I \
u " \ &' especificosa IgG

lse Il

ovério

NN : ‘

Estratégia2:

1]
N\
Biblioteca de

peptideos em fagos Fagos ligantes ao alvo Eluicdo Negativa Eluicdo Positiva por /!},/!;
filamentosos: Ph-12 com IgG de soro afinidade a proteina IR .
ePh-7 benigno e controle total de cancer de

ovério

Fagoseluidos - ligantes

sorolégica de cancer de

Fagoseluidos - ligantes

especificosa IgG de

proteina tumoral

19G de proteina tumoral

Figura 2: Esquema representativo da selecéo de peptideos miméticos a antigenos tumorais de cancer de
ovario. Biblioteca de peptideos em fagos filamentosos: Ph-12 e Ph-7 foram expostas as moléculas alvo. Os
fagos ligantes foram eluidos negativamente com IgGs de soros de pacientes com tumores benignos e
pacientes controle. Os fagos remanescentes e de interesse neste estudo foram eluidos e recuperados na

eluicé@o positiva por afinidade as proteinas totais de tumores malignos de ovario.
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3.4.2 Amplificacao e titulac&do dos fagos selecionados

Apos a selecdo, a amplificacdo dos fagos foi feita pela inoculacdo de um
meio Luria Bertani (LB - Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L),
contendo tetraciclina (20mg/mL), com uma col6nia isolada de Escherichia coli da
linhagem ER2738. O meio foi incubado sob agitagéo a 37°C até a fase early-log
(ODgoonm ~ 0,3).

Ao atingir esta fase, a cultura bacteriana foi inoculada com 90ul dos eluatos
dos fagos e incubada a 37°C por 4-5 horas sob forte agitagdo. Em seguida, as
culturas foram centrifugadas a 4°C a 10000rpm por 10 minutos e os
sobrenadantes foram transferidos para um tubo esterilizado contendo uma
solucéo de PEG/NaCl (20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solugéo
estéril) na quantidade de 1/6 do volume do sobrenadante. As solu¢gBes foram
incubadas por 12-16 horas a 4°C para a precipitacdo do fago e centrifugadas a
10000rpm por 15 minutos a 4°C para descartar o sobrenadante. Os precipitados
foram suspendidos em 1mL de TBS e reprecipitados com 1/6 do volume de
PEG/NaCl, por 1 hora no gelo. Centrifugou-se a 14000rpm por 10 minutos a 4°C e
o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 200uL de TBS
a 0,02% de NaNs, obtendo-se, entéo, o eluato amplificado posteriormente titulado
e armazenado a 4°C.

A titulacdo € um procedimento utilizado para determinar a quantidade de
particulas virais durante entrada e saida de cada ciclo de selecdo do biopanning.
A solucdo de fagos foi submetida as diluicdes seriadas crescentes exponenciais
sob logl0 em meio LB. Para eluatos ndo amplificados de cada ciclo foram
utilizadas as diluicbes de 10" até 10°. No caso das solugdes com eluatos
amplificados, a faixa de diluicdo utilizada foi entre 10° e 10™. Para cada diluigéo,
acrescentou-se 200uL da cultura de ER2738 na fase mid-log (ODgoonm ~ 0,5) € @
solugdo foi agitada rapidamente e incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente. As células bacterianas, agora infectadas, foram transferidas para tubos
de cultura contendo 3mL de Agar-Top a 45°C e espalhadas sobre uma placa de
Petri contendo meio LB sélido, com IPTG/Xgal e tetracilina (20mg/mL). As placas
foram incubadas a 37°C, durante 16 horas e apds este periodo, as colbnias

formadas nas placas foram contadas e quantificadas, multiplicando-se cada valor
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obtido de col6nias nas placas LB sdlido pelo fator de diluigdo com intuito de obter

o titulo dos fagos.

3.4.3 Extragédo de DNA dos fagos e sequénciamento

As colbnias oriundas das placas tituladas do 3° ciclo de sele¢do foram
isoladas e transferidas para pogos de placas de cultura (tipo deepwell), contendo
1,2mL de cultura de ER2738 em fase early-log (ODeoonm ~ 0,3) para a extragdo do
DNA dos fagos. A placa foi vedada com um adesivo perfurado e incubada a 37°C,
por 24 horas, sob vigorosa agitacdo (250rpm). Para isolar os fagos das bactérias,
as placas foram centrifugadas a 3700rpm, a 20°C, durante 30 minutos. Em
seguida, 800uL do sobrenadante foram transferidos para outra placa e incubados,
por 10 minutos, com 350uL de PEG/NaCl. Apés o periodo de incubacgéo, a placa
foi centrifugada a 3700rpm, a 20°C, durante 40 minutos para precipitacdo dos
fagos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100uL de tamp&o iodeto
(10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1mM de EDTA e 4M de Nal) foram adicionados aos
fagos precipitados. As placas foram agitadas vigorosamente por 40 segundos e
250uL de etanol absoluto foram acrescentados. Apos uma incubagdo de 10
minutos, & temperatura ambiente, as placas foram centrifugadas (3700rpm, 20°C,
10 minutos) e o sobrenadante descartado. O DNA dos fagos foi lavado com
500uL de etanol a 70% e recentrifugado nas mesmas condi¢des. Finalmente, o
DNA precipitado remanescente foi diluido em 20ul de 4gua Milli-Q. A qualidade do
DNA fita simples foi verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%
corado com solucédo de brometo de etideo.

Nas reacOes de sequenciamento, foram utilizados 500ng de DNA molde,
5pmoles do primer -96 glll (5'-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3' - Biolabs)
e Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit — Amersham Biosciences). A
reacdo de 35 ciclos foi realizada em um termociclador de placas (MasterCycler-
Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo (a 95°C por 20 segundos);
anelamento do primer (a 50°C por 15 segundos) e extensdo (a 60°C por um
minuto). A precipitagdo do DNA amplificado foi feito com 1uL de acetato de

amoénio e 27,5uL de etanol. Posteriormente, a placa foi centrifugada por 45
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minutos, a 3700rpm e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 150uL de etanol
70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por 15 minutos, a 3700rpm. A solugéo
de etanol foi descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e
nesta posigéo foi pulsada a 800rpm durante um segundo. A placa foi coberta por
papel aluminio e permaneceu em repouso durante 5 minutos para evaporar o
etanol remanescente. Os precipitados resultantes foram ressuspendidos em 10ul
do tampéo de diluicho (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit — Amersham
Biosciences). A leitura do sequénciamento foi realizada no sequénciador

automético MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).

3.4.4 Andlises de Bioinforméatica

As sequéncias de DNA foram deduzidas pelo programa DNA2PRO12. Este
programa é utilizado na deducdo de sequéncias de insertos tanto de bibliotecas
da New England Biolabs (Ph.D.-12 ou Ph.D.-7) quanto de outras bibliotecas de
interesse que contiverem as sequéncias inicial e final do vetor, no caso o
bacteriofago M13. O programa automaticamente localiza a posi¢do do inserto,
traduz o mesmo e indica qualquer erro possivel nas sequéncias de DNA, tais
como codons inesperados ou erros na  sequéncia proxima
(http://relic.bio.anl.gov/dna2pro12.aspx).

As similaridades entre o0s peptideos selecionados e as proteinas
depositadas foram realizadas utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), um conjunto de programas que comparam (alinham) as
sequéncias a serem investigadas com todas as depositadas nos bancos de dados
de &cidos nucléicos e proteinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Dentro do
Blast a busca foi realizada no “Protein blast” utilizando como database o
“swissprot protein sequences (swissprot)”, algoritmo - blastp (protein-protein
BLAST) e restrita a humanos (human - taxid: 9606).

As proteinas que apresentaram similaridade com as sequéncias dos
peptideos foram pesquisadas no banco de dados UniProtKB Swiss-Prot
(http://www.expasy.org) para identificacdo do seu nimero de acesso e obtengéo

de maiores informacdes sobre as mesmas.
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O programa de analise de alinhamento, MATCH (https:
IlIwwwe.relic.bio.anl.gov/match.aspx), foi usado para alinhar o conjunto de clones
sequenciados de fagos com as principais proteinas homologas de céancer de
ovario.

Para identificar possiveis epitopos antigénicos lineares, foi verificado se os
alinhamentos fornecidos pelo programa MATCH prediz com uma possivel regido
estimuladora na producéo de anticorpos, utilizando-se o programa de predigéo de
epitopos antigénicos lineares Bepipred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred).
Essas predigcdes sdo feitas por meio de métodos que utilizam uma escala de
tendéncias como estrutura secundaria, hidrofilicidade, acessibilidade,
randomicidade, e assim d&o valores para cada aminoé&cido.

A estratégia de localizacdo dos peptideos em proteinas especificas ao
cancer de ovério foi baseada no uso do programa Pepsurf (MAYROSE, SHLOMI
et al.,, 2007). O Pepsurf tem como entrada um conjunto de peptideos e uma
proteina no formato PDB (Protein Data Bank). O algoritmo procura agrupar um
subconjunto dos peptideos para identificar uma regido mimética na proteina alvo
que potencialmente € mimetizada por aquele grupo de peptideos.

Para alinhamento das sequéncias de aminoacidos obtidas no presente
trabalho, foi utilizado o] programa CLUSTALW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmL/).

Para analisar o alinhamento da sequéncia protéica dos peptideos com
moléculas do complexo MHC classe | e MHC classe I, utilizou-se como
ferramenta o programa de alinhamento com  moléculas MHC
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC) e moléculas MHCII que prediz a ligagéo
aos alelos HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP (http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetMHCII-2.0).
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3.4.5. Pré-Screening por Phage-ELISA

Para quantificar a reatividade dos fagos contra IgGs de amostras
sorologicas de pacientes com céncer de ovario foram realizados ensaios de
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). As placas de microtitulagéo
carregadas (NUNC Maxisorp) foram sensibilizadas em duplicata com 1gGs
sorologicas 1ug/well para todas as amostras (malignas, benignas e controle)
diluidas em tamp&o carbonato 50 mM pH 9,6 por 16 horas a 4 °C. Apés o tempo
de incubacdo, as placas foram bloqueadas com PBST (0,1% Tween 20) BSA 5%
por 1 hora a 4°C. As placas foram entédo lavadas trés vezes com PBST (0,1%
Tween 20) e incubadas por 1 hora a 37°C com 1x10'*/well de fagos selecionados
e purificados e com 1x10'/well de fago selvagem (fago que ndo expressa
qualquer proteina exdgena) para controle da reagdo. Posteriormente, as placas
foram lavadas cinco vezes e incubadas com anti-M13 conjugado com peroxidase
diluido 1:5000 em PBST (0,1% Tween 20) 5% BSA, durante 1 hora a 37°C e,
novamente, lavadas cinco vezes. A ligacdo antigeno-anticorpo foi detectada pela
adicdo de tampao orto-fenilenodiamina (SIGMAFAST™ OPD) a 1mg/mL
acrescida de 3% de agua oxigenada (H.O,). A reacéo foi interrompida pela adicao
de é&cido sulfurico 4N. A reatividade (OD) foi lida em leitor de placas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, EUA) a 492nm. Todas as amostras foram
testadas em duplicata, e como controle negativo, foi utilizado o fago selvagem
M13. A OD final foi ajustada, subtraindo as leituras dos clones de fagos
selecionados pela OD do fago do tipo selvagem M13 (controle negativo do fago).
Valores de corte foram estabelecidos utilizando a OD média de duas amostras
ndo-reagentes mais duas vezes os desvios-padrdo. Para comparar os diferentes

experimentos, o indice ELISA (IE=OD/cut-off) foi calculado.
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3.5 Validagao Diagnostica dos Fagos Selecionados por Phage-ELISA

Os fagos selecionados e confirmados como ligantes especificos a IgGs
sorologicas de pacientes com tumores malignos de ovario, foram testados para
determinar sua eficacia como marcadores bioldégicos. Foram utilizadas 58
amostras de soro, sendo 24 amostras de pacientes com tumores malignos de
ovario, 24 amostras de pacientes com tumores benignos e 10 amostras
classificadas como tumores bordelines de ovario.

As placas de microtitulagcdo carregadas (NUNC Maxisorp) foram
sensibilizadas com fagos purificados na diluicdo de 10°pfu/poco em tampéo
carbonato 50mM pH 9,6 por 16 horas a 4°C. Apds a sensibilizacdo, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS e, posteriormente, bloqueadas com PBS
suplementado com 5% de BSA por 1 hora a 37°C. Em seguida, lavou-se as
placas trés vezes com PBS e incubou-se com soro de pacientes individuais com
tumores malignos de ovario e com soro de pacientes individuais com tumores
benignos de ovério, na propor¢cédo de 1:50 diluido em PBST (0,05% Tween 20)
BSA 5% por 1 hora a 37°C. Lavou-se a placa cinco vezes com PBST (0,05%
Tween 20) e, em seguida, incubou-as com anti-IlgG humana conjugado com
peroxidase (Sigma), diluido 1:5000 em PBST (0,05% Tween 20) BSA 5% durante
1 hora a 37°C. Lavou-se, novamente, cinco vezes com PBST (0,05% Tween 20) e
a ligagdo antigeno/anticorpo foi detectada pela adicdo de tampéo orto-
fenilenodiamina (SIGMAFAST™ OPD) a 1mg/mL acrescida de 3% de éagua
oxigenada (H20,). A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido sulftrico 4N. A
reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories) pela leitura a 492nm. O experimento foi realizado em duplicata e a
absorbancia de cada fago foi obtida subtraindo-se o valor da média da sua
absorbancia pelo valor da média da absorbancia do fago selvagem M13 (sem o

peptideo), para cada paciente analisada.
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3.6 Caracterizacéo dos Peptideos Sintéticos

3.6.1 Peptideos sintéticos

O peptideo Syntl (APVHKATLSMGFGGGSAPVHKATLSMGF) foi deduzido
a partir da sequéncia de DNA do fago selecionado Seq. ID N°1, que apresentou
ser o mais frequente na selec@o de peptideos ligantes a IgGs soroldgicas. Este
peptideo foi sintetizado pela GenScript USA Inc. (Piscataway, USA) e, apos
purificagéo por cromatografia de afinidade em HPLC, apresentou 95% de pureza.
Possui duas repeticdes da sua sequéncia de aminoécidos, entre as quais foi
adicionado um espagador GGGS, totalizando 28AA.

O peptideo Synt2 (TSTLSLGLLETTGLLATSSSAETSTSTL) foi deduzido a
partir do alinhamento dos peptideos obtidos nos dois processos de selegéo
(biopannings) por Phage Display com a proteina CA125 utilizando o programa
MATCH (Figura 4). Este peptideo, que possui 28AA, representa a regido
compreendida entre os aminodcidos 11866 e 11895 da proteina CA125 e foi
sintetizado pela GenScript USA Inc. (Piscataway, USA). ApoOs purificacdo por

cromatografia de afinidade em HPLC apresentou 97% de pureza.

3.6.2 Ensaio imunoenzimético para detec¢éo de 1gGs

A reatividade dos peptideos sintéticos contra IgGs circulantes de pacientes
diagnosticadas com carcinoma ovariano e pacientes com tumores benignos de
ovario foram testadas em ensaio imunoenzimético (ELISA).

Placas de microtitulagdo (NUNC Maxisorp) foram sensibilizadas com os
peptideos sintéticos Syntl e Synt2 a uma concentragéo de 0,5ug/pogo em tampé&o
carbonato 50mM pH 9,6 por 16 horas a 4°C. Apds a sensibilizacdo, as placas
foram lavadas uma vez com PBS. Posteriormente, as mesmas foram bloqueadas
com PBS suplementado com 5% de BSA por 1 hora a 37°C. Em seguida, lavou-
se as placas uma vez com PBS e incubou-se com soro de pacientes individuais

com tumores malignos de ovario e com soro de pacientes individuais com
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tumores benignos de ovario, na propor¢éo de 1:50 diluido em PBS, suplementado
com 5% BSA, por 1 hora a 37°C. Lavou-se a placa trés vezes com PBST (0,05%
Tween 20) e, em seguida, incubou-as com anti-IlgG humana conjugada com
peroxidase (Sigma) diluida 1:5000 em PBS, suplementado com 5% BSA, durante
1 hora a 37°C. Lavou-se, novamente, trés vezes com PBST (0,05% Tween 20) e
a ligagdo antigeno/anticorpo foi detectada pela adicdo de tampdo orto-
fenilenodiamina (SIGMAFAST™ OPD) a 1mg/mL acrescida de 3% de éagua
oxigenada (H20-). A reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de acido sulftrico 4N. A
reatividade foi analisada em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow

Laboratories) a 492nm.

3.6.3 Ensaio in vitro com a linhagem tumoral de ovério OVCAR-3

Cultura da linhagem tumoral OVCAR-3 foi mantida no Laboratério de
Nanobiotecnologia — UFU. As células foram utilizadas nos ensaios in vitro da
reducdo do MTT com o peptideo sintético Synt1.

A determinacéo da proliferagé@o celular pelo método do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Reilly et al. (1998) com modificagdes. Segundo o
principio do método, as células viadveis e metabolicamente ativas reduzem o sal
tetrazolio (MTT) pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase para um
composto azul (formazan), insolavel em solu¢do aquosa. Uma vez solubilizado, a
quantidade de formazan pode ser determinada espectroscopicamente.

A linhagem de carcinoma ovariano OVCAR-3 foi cultivada em meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
antibidticos (100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina) em placas de
cultura celular com 96 pogos (2x10° células/poco). O peptideo sintético Syntl foi
adicionado em cada pogo e a atividade celular foi monitorada pelo ensaio de MTT.
As quantidades do peptideo Syntl testadas foram de 50uM; 37uM; 25uM; 18,5uM;
12,5uM; 9,25uM; 6,25uM; 4,63uM e 3,12uM. Posteriormente, as células foram
incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Apos o periodo de incubagéo, 50ul

de uma solugéo estoque a 5mg/mL de MTT (Sigma Chemical Co.) foi adicionada
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em cada poco e incubada a 37°C e 5% de CO; por 3,5 horas. Os cristais de
formazan foram solubilizados com 100ul de dimetilformamida e SDS 20%. A
absorbancia foi monitorada em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories) a 590nm. Cada amostragem foi analisada em triplicata. Para célculo

da proliferag&o celular foi utilizada a férmula:

[(ngﬁelula& tratadas — ngzaum)]

[(anmma negativo— Wgﬂmugw)]

% Proliferagdo celular = x 100

Onde:
DO Células tratadas = Densidade 6tica dos pocos com o peptideo Syntl
DO Controle negativo = Densidade 6tica dos po¢os do controle negativo (sem peptideo)

DO Branco = Densidade 6tica dos pogos contendo apenas 0 meio de cultura

3.6.4 Ensaio in vitro com linhagem celular de macrofagos

Para analisar o efeito dos peptideos sintéticos Syntl e Synt2 na ativagéo
de macroéfagos, a producéo de oxido nitrico foi estimada pela acumulacdo de NO,,
como descrito por Green et al. (1982). A linhagem celular de macréfagos murinos
J774A.1, provenientes do Banco de células do Rio de Janeiro, foi mantida em
meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB) e antibidticos (100U/mL de penicilina e 100ug/mL de
estreptomicina). As células foram cultivadas em placas de cultura celular de 96
pocos (1x10° células/pogo) e mantidas em camara umidificada com 5% de CO; a
37°C por 4 horas para aderéncia celular.

As células ndo aderidas foram removidas e os macrofagos foram entéo
tratados com os peptideos sintéticos Syntl e Synt2 nas quantidades de 50uM;
25uM; 12,5uM; 6,25uM e 3,12uM. A cultura celular de macréfagos também foi
tratada com extrato protéico da linhagem tumoral de ovario OVCAR-3, nas

mesmas quantidades utilizadas para os peptideos sintéticos.
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Posteriormente, as células foram incubadas por 36 horas a 37°C e 5% de
CO,. Apbs o periodo de incubac&o, 100ul do sobrenadante de cultura foram
transferidos para uma nova placa e armazenados a -80°C.

Para a mensuragdo de Oxido nitrico, 50uL do reagente de Griess [1%
sulfanilamida em 2.5% H3POs e 0.1% NEED in 2.5% H3PO4 (v/iv)] foram
adicionados a 50pL do sobrenadante de cada cultura em placas de 96 pogos. Os
controles e a curva padrdo para referéncia foram também determinados. A
absorbancia foi mensurada a 570nm usando leitora de placas (Titertek Multiskan
Plus, Flow Laboratories). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Para avaliar a proliferagdo celular de macréfagos estimulados com os
peptideos Syntl e Synt2 foram realizados ensaios in vitro da reducdo do MTT. A
linhagem J774A.1 foi cultvada em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos (100 U/mL de
penicilina e 100pg/mL de estreptomicina) em placas de cultura celular com 96
pocos (1x10° células/pogo). Apbs 4 horas de incubacdo em camara umidificada
com 5% de CO; a 37°C, as células ndo aderidas foram removidas e o0s
macrofagos foram, entdo, tratados com os peptideos Syntl e Synt2 nas
quantidades de 50uM; 25uM; 12,5uM; 6,25uM e 3,12uM. As células foram
mantidas por 36 horas a 37°C e 5% de CO, e ap0s o periodo de incubagéo, 50pl
de uma solugéo estoque a 5mg/mL de MTT (Sigma Chemical Co.) foi adicionada
em cada poco e incubada a 37°C e 5% de CO, por 5 horas. Os cristais foram
solubilizados com 100ul de dimetilformamida e SDS 20% e absorbancia foi
mensurada a 590nm em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Para calculo da
proliferac@o celular foi utilizada a formula anteriormente citada. A cultura celular
de macrofagos também foi tratada com extrato protéico da linhagem tumoral de
ovario OVCAR-3, nas mesmas quantidades utilizadas para os peptideos

sintéticos.
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3.7 Selecdo de Anticorpos Fab Expressos na Superficie de Fagos

3.7.1 Biblioteca de anticorpos Fab

A biblioteca de anticorpos recombinantes Fab foi construida a partir de
amostras de RNA total obtidas de leucdcitos (sangue periférico) de 20 pacientes
(média de idade de 54 anos) diagnosticadas com cancer de mama ductal invasivo
grau | (1%), grau 1l (98%) e grau Il (1%). O Kit Super Script Il (Invitrogen) foi
utilizado para a sintese do cDNA. Em seguida, as regifes referentes as cadeias
pesadas e leves (VH e VL) de IgGs e IgMs foram amplificadas em reagdes de
PCR, utilizando 20 oligonucleotideos iniciadores distintos. Para a obtenc&o do
Fab, duas reacdes de PCR por sobreposigcdo foram realizadas, o qual foi
posteriormente submetido a uma reacdo de restricdo com a enzima Sfi | (New
England Biolabs) para a clonagem. A digestdo do vetor, o fagomideo pComb 3X,
com a mesma enzima foi feita simultaneamente e a reacdo de ligagdo foi
realizada com a enzima T4 DNA Ligase. Ao final de todo o processo de
construcdo, foi obtida uma biblioteca com diversidade de 1,7 X 10° clones
diferentes (ARAUJO, 20009).

3.7.2 Selecgéo de anticorpos recombinantes Fab por Phage Display

Para a selegdo de anticorpos Fab, foram utilizados dois diferentes alvos:
proteinas totais provenientes de tecidos tumorais de ovario e o peptideo sintético
syntl, produzido sinteticamente neste trabalho. Para extracdo de proteinas totais
foram utilizadas 05 amostras de tecidos ovarianos, classificadas como tumores
malignos epiteliais de ovério nos estadiamentos | e Ill, obtidas de pacientes
submetidas a resseccédo da lesdo tumoral do ovério.

Foram conduzidos dois ciclos de seleg¢éo, sendo cada um deles antecedido
pela reamplifificacdo da biblioteca de Fab em E.coli XL1-Blue eletrocompetentes
com o auxilio do fago auxiliar VCSM13, para a montagem e replicacdo das
proteinas virais (BARBAS et al., 2001).

63



Material e Métodos

Dois pogos de uma placa de microtitulagdo (NUNC MaxiSorp®), sendo um
para cada sele¢do, foram previamente adsorvidos com 1ug de proteinas totais de
tumores malignos de ovério e 1ug de peptideo Syntl, diluidos em 50ul de tampé&o
de sensibilizagcdo (100ug/mL em 0,1 M NaHCO3, pH 8,6) e incubados por 18
horas a 4°C sob leve agitacdo. Ao final da sensibilizagéo, a placa foi bloqueada
com 250yl de solugéo bloqueio TBS-leite em p6 desnatado 5% por 1 hora a 37°C;
e lavada seis vezes com TBST (0,1% Tween 20). Foram adicionados 50ul da
biblioteca recém amplificada em cada poco e a placa foi incubada por 1 hora a
37°C. Os fagos ligantes foram eluidos com solucdo &cida (Glicina-HCI pH 2,2) e
posteriormente neutralizados com 2M de Tris-HCL pH 7,4, e posteriormente,
transferidos para a cultura de bactérias XL1-Blue eletrocompetentes j& na ODgoonm

~ 1.0 para a infecgéo, amplificacéo e titulagcdo dos bacteridfagos.

3.8 Anéalises dos Fab selecionados

Apo6s o término do segundo ciclo de selecdo, os bacteri6fagos obtidos
foram submetidos & extracdo do DNA plasmidial utilizando-se o QIAprep Spin
Miniprep Kit. Este DNA foi utilizado para transformar a linhagem E.coli ndo
supressora TOP10 (Invitrogen). Apds a transformacéo, os clones obtidos foram

induzidos para a producgédo de Fab na forma sollvel, para posteriores andlises.

3.8.1 Producéo de Fab na forma soluvel em placa deep well

Clones individuais, eluidos ap6s o segundo ciclo de selecdo foram
inoculados em 1mL de meio SB contendo 100mg/mL de carbenicilina e 2% de
glicose 2M (v/v), em placa deep well e crescidos O/N sob agitagéo a 37°C. No dia
seguinte, 50ul da cultura de cada clone foram transferidas para uma nova placa
de 96 pocos, estéril, contendo 1 mL de meio SB suplementado com 100mg/mL de
carbenicilina e 2% de glicose 2M (v/v) e crescida a 37°C até atingir uma ODggonm ~

1. Apos este periodo, a cultura foi centrifugada a 3.700rpm durante 10 minutos e o
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sedimento ressuspenso em 1,5 mL de SB suplementado com carbenicilina (100
pug/mL) e IPTG a 2 mM. A placa foi incubada sob agitagdo a 30°C por 18 horas,
seguida de centrifugagéo a 3700rpm por 20 minutos. O sobrenadante de cultura
foi transferido para uma nova placa e armazenado a 4°C até ser utilizado nos
ensaios de ELISA.

3.8.2 Analise dos fragmentos de anticorpos selecionados por meio de
ensaios de ELISA

Por meio dos ensaios de ELISA foram avaliadas as reatividades dos clones
selecionados ao extrato protéico proveniente de tumores malignos de ovario,
tumores benignos de ovério e tecidos normais de ovario, além da especificidade
destes clones ao peptideo Syntl, produzido sinteticamente neste estudo. No
teste, placas de microtitulagdo (Nunc Maxisorp®) foram sensibilizadas com
lug/poco dos alvos descritos anteriormente, diluidos em 50uL de tampéo de
sensibilizacdo (100ug/mL em 0,1 M NaHCO3, pH 8,6). Apo6s incubacdo O/N a
4°C, a solucdo de proteinas foi descartada e procedeu-se o bloqueio dos sitios
inespecificos com 250uL de leite desnatado 5% diluido PBS durante 1,5 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, a solugéo de bloqueio foi descartada e foram
adicionados 100uL do sobrenadante de cultura de indugdo dos Fabs. Seguiu-se
incubacéo por 2 horas a temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Como controle
negativo, foi utilizado o sobrenadante de um clone inespecifico, ligante a proteina
total de Leishmania amazonensis cepa (IFLA/BR/67/PH8).

Apos a incubagéo, os sobrenadantes foram descartados e a placa lavada 3
vezes com PBST (0,05% Tween 20). O anticorpo secundario anti-HA conjugado
com peroxidase foi posteriormente adicionado na diluicdo 1:1000 em PBS e a
placa foi mantida por 1 hora a temperatura ambiente, sob leve agitagdo. O
anticorpo foi descartado e a placa lavada 3 vezes com PBST (0,05% Tween 20).
A ligacdo antigeno/anticorpo foi detectada pela adicdo de tamp&o orto-
fenilenodiamina (SIGMAFAST™ OPD) a 1mg/mL acrescida de 3% de éagua
oxigenada (H.0,), incubados a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por, pelo

menos, 30 minutos. A reacao foi interrompida pela adi¢cdo de acido sulfurico 4N. A
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reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories) e realizada no comprimento de onda de 492nm, considerando-se 0s
pocos da placa que néo foram sensibilizados como controles negativos da reagéo

(brancos).

3.9 Anédlises Estatisticas

O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para a analise descritiva dos
dados, para as analises de correlacdo e para a criacdo dos diagramas
apresentados no trabalho.

Foi utilizado o teste T ndo pareado com correcbes de Welch's, para
comparar as absorbancias dos fagos/peptideos entre os grupos analisados. O
teste de Kruskal-Wallis foi utilizado devido a distribuicdo ndo paramétrica dos
dados, para comparar as aborbancias relativas no soro de pacientes com cancer
de ovario estratificados em grupos independentes. As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05.

Para avaliar a eficacia do valor discriminativo dos biomarcadores, foram
utilizadas curvas ROC (receiver operating characteristic). Esta andlise, por meio
de um grafico simples, permite a avaliacdo da sensibilidade (verdadeiros
positivos) no eixo Y contra 1 — especificidade (falsos positivos) no eixo X,
considerando cada valor observado como um possivel valor de corte ou cutoff. Os
indices de AUC (area under the curve) foram calculados como medida para o
poder discriminativo do teste diagndstico. Quando um marcador ndo possui valor
discriminativo, a curva ROC tangencia a diagonal do grafico e o valor de AUC
esta perto de 0,5. Quando um teste é fortemente discriminativo, a curva ROC se
direciona para o angulo superior esquerdo do grafico e o valor de AUC se
aproxima de 1,0.

As andlises estatisticas dos ensaios in vitro com linhagem celular de
macrofagos foram realizadas por andlise de variancia (one-way-ANOVA). As
diferencas significativas foram analisados pelo pds-teste Bonferroni. Valores de p

< 0,05 foram considerados significantes.
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Resultados

4.1. Selegcao dos Peptideos recombinantes miméticos a antigenos tumorais

de cancer de ovario

Na selecdo de peptideos recombinantes miméticos e motivos protéicos

sorolégicos, foram obtidos 58 clones com sequéncias de DNA validas, sendo 22

sequéncias distintas ligantes as imuglobulinas totais (IgGs) de soro de pacientes

com céancer de ovério. J4 na selecdo de peptideos recombinantes miméticos a

antigenos tumorais teciduais, foram obtidos 63 clones com sequéncias de DNA

vélidas, sendo 19 sequéncias distintas. Deste total, 16 clones apresentavam 12

aminoacidos em suas sequéncias protéicas e apenas 3 peptideos identificados

apresentavam 7 amino4cidos em suas sequéncias (Tabela 3).

Tabela 3: Sequéncia de aminoacidos dos peptideos obtidos por Phage Display e suas respectivas

frequéncias no biopanning.

PEPTIDEOS MIMETICOS A PROTEINAS SOROLOGICAS

PEPTIDEOS MIMETICOS A PROTEINAS TECIDUAIS

Clone Peptideo Freq % Clone Peptideo Freq %
Seq.IDN°1 apvhkatlsmgf  9/58 15,5 Seq. ID N° 47 ypfhfntspsah 27/63 41,3
Seq.ID N°2 aphkhkaslsiy 7/58 12,1 Seq. ID N° 48 mhkpvhnppkll  16/63 254
Seq.ID N°3 slyhvsslssav 6/58 10,3 Seq. ID N° 49 spypswstpagr 3/63 4,8
Seq.IDN°4 dykhtsfigrmi 6/58 10,3 Seq. 1D N° 50 allrgptaltcc 1/63 1,6
Seq.ID N°5 splhrstisiga 5/58 8,6 Seq. D N° 51 mhkpvhdppkll  1/63 1,6
Seq.ID N°6 awvhvstlsavp 3/58 52 Seq. IDN° 52 aelywthtvpts 1/63 1,6
Seq. 1D N°7 thghihvsemsi  2/58 34 Seq.ID N°53 ymtpktpspsya  1/63 1,6
Seq.IDN°8 sflhssalsydp 2/58 3,4 Seq.ID N°54 svsvgmkpsprp  3/63 4,8
Seq. 1D N°9 nhwhvhtgvisf  2/58 34 Seq. ID N° 55 sryksperqnpp  1/63 1,6
Seq. ID N° 10 apwhsssiafis 2/58 3.4 Seq. ID N° 56 sefspntskyvy 1/63 1,6
Seq.IDN°11  drlhvsniayst 2/58 34 Seq.ID N° 57 stsvystyqytp 1/63 1,6
Seq. 1D N° 12 gfrhtsylynnp 2/58 34 Seq. ID N° 58 ykynypghsnyt  1/63 1,6
Seq. D N° 13 splhratigipw 1/58 1,7 Seq. 1D N° 59 saphnlstnpad  1/63 1,6
Seq. D N° 14 dhtlytpyhthp 1/58 1,7 Seq. ID N° 60 nlfhyrshdhsl 1/63 1,6
Seq. ID N° 15 wtthtssisnrp 1/58 1,7 Seq. ID N° 61 shhpmmslliap  1/63 1,6
Seq.ID N° 16 galhissvaasr 1/58 1,7 Seq. ID N° 62 sptsfstvhwel 1/63 1,6
Seq. ID N° 17 astpwppttvfv 1/58 1,7 Seq. D N°63 vsnakns 1/63 1,6
Seq. D N° 18 lemprarivney 1/58 1,7 Seq. ID N° 64 tgalana 1/63 1,6
Seq. D N° 19 apvhkatlsmgl 1/58 1,7 Seq. ID N° 65 tnnvmpf 1/63 1,6
Seq. ID N° 20 lladtthhspwt 1/58 1,7

Seq.ID N°21 eykhtstlkylp 1/58 1,7

Seq. 1D N° 22 nhwhvhagvisf  1/58 1,7

67



Resultados

Com auxilio das ferramentas de bioinformética, os 22 clones ligantes a
imuglobulinas totais (IgGs) de soro de pacientes com céncer de ovéario foram
alinhados pelo programa BLAST (data base: swissprot) com proteinas humanas

depositadas no GenBank cujos resultados podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4: Proteinas identificadas na sele¢do de peptideos miméticos sorologicos a proteinas tumorais de

cancer de ovario por Phage Display.

Proteina  Nome; Fungdo Acesso SCORE E value Peptideos com
(bits) similaridade
MUC16 CA125 - marcador tumoral de cancer de ovario Q8WXI17.2 18.0 34,2 22/22 (100%)
BRCA1 proteina de susceptibilidade ao cAncer de mama -tipo1l P38398.2 149 98,55 7/22(31,8%)
BRCA2 proteina de susceptibilidade ao cAncer de mama - tipo2 P51587.2 15.2 53,3 5/22 (22,7%)
ErbB-1 receptor de fator de crescimento epidermal P00533.2 16.1 32,0 2/22(9,0%)
MUC-1 mucina associada a tumor P15941.2 18.0 9,8 2/22 (9,0%)
Cadherin-1 glicoproteina de adeséo celular P12830.3 16.3 27,0 1/22 (4,5%)

SCORE - E um valor calculado a partir do nimero de lacunas e substituicdes associados a cada seqiiéncia alinhada. Quanto maior o escore, 0 mais significativo o alinhamento. E value:
descreve a probabilidade de que uma seqiiéncia com uma pontuacdo semelhante ocorrerd no banco de dados por acaso. Quanto menor o seu valor, 0 mais significativo o alinhamento.

Os peptideos selecionados apresentaram similaridade com o MUC16
(antigeno de carcinoma ovariano CA125), BRCA1 (proteina de susceptibilidade
ao cancer de mama - tipo 1), BRCA2 (proteina de susceptibilidade ao cancer de
mama - tipo 2), ErbB-1 (receptor de fator de crescimento epidermal), MUC1
(mucina associada a tumor) e caderina-1 (glicoproteina de adeséo celular). Entre
0s 22 clones selecionados no biopanning, todos apresentaram similaridade com a
proteina MUC16, também conhecida como antigeno CA125, principal marcador
tumoral sérico do cancer de ovario (Tabela 4).

Os peptideos obtidos na sele¢éo, ligantes as imuglobulinas totais (IgGs) de
extrato protéico de tumores malignos de ovario, também foram alinhados pelo
programa BLAST (data base: swissprot) com proteinas humanas e os resultados

sao mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5: Proteinas identificadas na selecdo de peptideos miméticos teciduais & proteinas tumorais de

cancer de ovario por Phage Display.

Proteina Nome; Func¢éo Acesso SCORE E value Peptideos com
(bits) similaridade
MUC16 CA125 - marcador tumoral de cancer de ovario Q8WXI7.2 15.4 29,6 14/19 (73,7%)
BRCA2 proteina de susceptibilidade ao cancer de mama - tipo2 P51587.2 152 35,0 7/19 (36,8%)
BRCA1 proteina de susceptibilidade ao cancer de mama - tipo 1 P38398.2 16.6 42,0 3/19 (15,7%)
ErbB-1 receptor de fator de crescimento epidermal -1 P00533.2 14.7 745 2/19 (10,52%)
Cadherin-1 glicoproteina de adesédo celular P12830.3 159 34,0 2/19 (10,52%)
MUC-1 mucina associada a tumor P15941.2 179 124 2/19 (10,52%)
ErbB-2 receptor de fator de crescimento epidermal -2 P04626.1 16.1 32,0 2/19 (10,52%)
OVCA2 candidato a supressor de tumor ovariano Q8wzs2.1 16.1 4,7 2/19 (10,52%)
ESR1 receptor de estrogénio P03372.2 183 7,9 2/19 (10,52%)

SCORE - E um valor calculado a partir do nimero de lacunas e substituicdes associados a cada seqiiéncia alinhada. Quanto maior o escore, 0 mais significativo o alinhamento. E value:
descreve a probabilidade de que uma seqiiéncia com uma pontuacdo semelhante ocorrerd no banco de dados por acaso. Quanto menor o seu valor, 0 mais significativo o alinhamento.

Esses peptideos apresentaram similaridade com as mesmas proteinas
encontradas para os peptideos ligantes a IgGs sorologicas de pacientes com
cancer de ovéario, como o MUC16 (antigeno de carcinoma ovariano CA125),
BRCA2 (proteina de susceptibilidade ao cancer de mama - tipo 2), BRCA1l
(proteina de susceptibilidade ao cancer de mama - tipo 1), ErbB-1 (receptor de
fator de crescimento epidermal-1), caderina-1 (glicoproteina de adesé&o celular) e
MUC1 (mucina associada a tumor). Apresentaram também similaridade com
outras trés proteinas: ErbB-2 (receptor de fator de crescimento epidermal-2),
OVCAZ2 (proteina candidata a supressor tumoral de ovario) e ERS1 (receptor de
estrogénio). Em relacdo ao antigeno CA125, 14 dos 19 clones obtidos no
biopanning (73,7%) apresentaram similaridade com esta proteina (Tabela 5).

A especificidade da selecéo e a reatividade dos peptideos anteriormente
descritos foram analisadas nos ensaios de ELISA. A Figura 3 apresenta a razao
do indice ELISA entre tumores malignos e benignos (maligno/benigno) e entre
tumores malignos e amostras ndo tumorais (maligno/controle) de vinte e seis

clones.
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Figura 3: Grafico representativo da razdo do indice ELISA (IE) entre tumores malignos/benignos e entre
tumores/controles, indicando a reatividade dos clones de fagos, detectada pelo anticorpo anti-M13, contra
IlgGs de amostras soroldgicas de pacientes com tumores malignos de ovario, com tumores benignos e de
mulheres clinicamente sadias. Para comparar os diferentes experimentos, o indice IE(IE=OD/cut-off) foi

calculado. As amostras mostrando razdo do IE>1 para ambas as amostras foram consideradas positivas.

Do total de clones analisados, 21 apresentaram razdo do indice ELISA (IE)
maior que 1 e foram considerados positivos, por apresentarem maior reatividade
com amostras malignas do que com amostras benignas e normais. Entre os
peptideos reativos estdo os clones identificados por Seq. ID N°1, N°2, N°3, N°6,
N°7, N°8, N°9, N°10, N°12, N°13, N°14, N°15, N°17, N°18, N°19, N°20, N°21,
N°22, N°47, N°59 e N°64. Os resultados obtidos demonstram que os peptideos
foram especificos para o alvo utilizado, sendo possivel a selecao de peptideos

recombinantes miméticos a antigenos tumorais de cancer de ovario.
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4.2. Peptideos recombinantes miméticos ao CA125

Dentre os clones selecionados nos dois biopannings, 87,8% (36/41)
apresentaram similaridade com a proteina MUC16 ou antigeno de carcinoma
ovariano CA125. Desta forma, os peptideos ligantes as IgGs circulantes e as IgGs
de tecido tumoral foram alinhados pelo programa MATCH com a sequéncia inteira
do CA125 (acesso sp|Q8WXI7.2IMUC16_HUMAN). Os resultados do alinhamento

da proteina CA125 séo mostrados na Figura 4.

CA125

Seq.ID N° 85 I stlpe[tFtstgliststis[lg Il itgllatsSsaEtstst1{d k]
Seq.IDN°59  saphn[JYinfgad

Seq.IDN° 03 S1yhvEs[Bsav

Seq.IDN° 47 ypFhfn@gpEEh

Seq.IDN° 64 [tgel afff]

Seq.IDN° 01 apVihka@d e

Seq.IDN° 15 wtthEsiBnrp

Seq.IDN° 19 ap@ihkaEms

Seq.IDN° 06 awhvdEavp

Seq.IDN° 08 sfihsEa[Bydp

Seq.IDN° 21 eykhEdJky1p

Figura 4: Alinhamento dos peptideos obtidos nos dois processos de sele¢do por Phage Display com a
proteina CA125 pelo programa MATCH (https: //www.relic.bio.anl.gov/match.aspx). Os peptideos
identificados na figura alinharam com a sequéncia protéica do antigeno tumoral de carcinoma ovariano entre
0s aminoacidos 11852 e 11895 denominada Seq. ID N° 85. Os aminoacidos em destaque demonstram o

alinhamento.

Dentre os 41 peptideos analisados, 10 alinharam com a proteina CA125
entre as posi¢cdes 11850 a 11900. A regido compreendida entre os aminoacidos
11852 e 11895, identificada por Seq. ID N° 85 demonstrou ser a principal regido
de similaridade da proteina CA125 com alguns dos peptideos aqui mencionados
e, portanto alvo de bastante interesse neste trabalho.

Os 10 peptideos aqui identificados foram considerados positivos nos
ensaios de ELISA, demonstrando serem clones reativos as IgGs circulantes de

pacientes com tumores malignos de ovario.
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Para confirmacdo da similaridade dos peptideos obtidos no presente
trabalho com a proteina CA125, os mesmos foram alinhados com a estrutura
tridimensional do dominio SEA em proteina hipotética de camundongo, homéloga
a MUC16 em humanos. Os resultados demonstraram que os 10 clones alinharam
com a estrutura tridimensional da proteina e um cluster de 30 residuos foi
formado. A Figura 5 apresenta o mapeamento putativo do epitopo da proteina
homoéloga & MUC16/CA125 e demonstra o cluster de quatro peptideos miméticos
(Seq.ID N° 47, Seq.ID N° 1, Seq.ID N° 8 e Seq.ID N° 21) e seus respectivos
alinhamentos (Fig. 5A). Também esta demonstrado em detalhes o alinhamento do
clone Seq.ID N° 1 com a proteina homéloga & MUC16 (Fig. 5B). Este clone
apresentou ser o mais frequente na selecdo de peptideos ligantes as IgGs

sorologicas.

1IVZ: Estrutura do dominio SEA em proteina Alinhamentos ) ) )
hipotéticade murino, homélogaa MUC16 em Proteinahoméloga a MUC16 x peptideo Seq. ID N° 01
humanos PeptideoSeq. IDN® 47:
YPFHFENTSPSAH
Y-FENENSSPSSH Alignment of
Peptide 1:
’ - 1 Tyr-Tyrl00:A
PeptideoSeq. IDN® 1: “ 1 2 Pro
APVHKATLSMGE ' 3 Phe-Phel24:A
. 4 4 His-Asnlh:A
APWYKAVL -LGF y 5 Phe-Pheld:R
"5 6 Asn-Asn86:A
PeptideoSeq. IDN° 8: » 3 ; :2::3552
SFLHSSALSYDP 9 Pro-ProB9:A
SFLHSSPLSFD- ! ¥ 10 Ser-Serl0:A
A J 11 Ala-Serll:A
A 8 “ 12 His-His13:A
PeptideoSeq. IDN® 21: R fieyli
EYKHTSTLKYLP ¢ fm e Match.
DFGHSSSFKYLP o Mismatoh.
No Match.

Figura 5: Mapeamento putativo da regido mimética da proteina homéloga a MUC16/CA125, utilizando-se 10
peptideos obtidos no processo de sele¢do em estrutura protéica catalogada no Protein Data Bank. (A) Cluster
formado com 4 peptideos (Seq.ID N° 47, Seq.ID N° 1, Seq.ID N° 8 e Seq.ID N° 21). (B) Detalhes do

alinhamento do clone Seq.ID N° 1 com a proteina homdloga a MUC16.
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4.3 Antiidiotipo do CA125

O peptideo denominado Seq.ID N° 1 foi alinhado pelo programa
CLUSTALW2 com a sequéncia do antiidiotipo CA125 (ACA125) obtido pela World
Health Organization (2007). O resultado mostrado na Figura 6 indica que o
peptideo mais frequente na selecdo por Phage Display, mimético ao antigeno
tumoral CA125, alinhou-se a cadeia pesada do anticorpo monoclonal murino
ACA125, também denominado antiidiotipo anti-CA125 (Abagovomab), na regido

compreendida entre os aminoacidos 155 e 172.

ACA125 TLGCLVKGYFPERNTVTWNSCSIESEVHTFPAVLQSDL 180
Seq.ID N° 1 AR ----HKATIEVE- --[5 12
** . :** * *

Figura 6: Alinhamento do peptideo Seq.ID N°1 mimético a proteina CA125 com anticorpo monoclonal murino
ACA125 obtido pelo programa CLUSTALW2 (http:/www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmL/). Os
aminoacidos em destaque demonstram o alinhamento: (¥*) aminoacidos idénticos, (1) e (.) aminoacidos

semelhantes.

O mesmo alinhamento anteriormente descrito foi repetido inserindo-se a
sequéncia da proteina CA125 cujos resultados podem ser visualizados na Figura
7. As analises de similaridade demonstraram que a mesma regido da proteina
CA125, compreendida entre os aminoacidos 11852 e 11895, mapeada neste
estudo e identificada por Seq. ID N° 85 alinhou-se com a por¢cdo compreendida
entre os aminodcidos 155 e 172 da cadeia pesada do anticorpo monoclonal
murino ACA125.

ACA125 TLGCLVKGYFPER---VTVTWNSCS[EESEVHTFPAVLQSDL 180

Seq.ID N°1 Ag-----—-- VHKATIEMER 12

CA125 LSTHEGTETSTMIPTSTMSLEELETTGLLATS 11888
* -=k*x *

Figura 7: Alinhamento do peptideo Seq.ID N°1 com a proteina CA125 e com o anticorpo monoclonal murino
ACA125 obtido pelo programa CLUSTALW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmL/). Os
aminoacidos em destaque demonstram o alinhamento: (*) aminoacidos idénticos, () e (.) aminoacidos

semelhantes.
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Utilizando-se o programa de predicdo de epitopos antigénicos lineares
Bepipred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred) foi verificado que essa regiao
da proteina CA125 (11850-11900) prediz com uma possivel regido estimuladora
na producéo de anticorpos.

Outros clones obtidos nos biopannings também foram alinhados com a
proteina CA125 e com a sequéncia do antiidiotipo CA125 (ACA125) e os
resultados podem ser visualisados na Figura 8.

As sequéncias dos clones Seq.ID N° 62, Seq.ID N° 3, Seq.ID N° 19, Seq.ID
N° 1, Seq.ID N° 6, Seq.ID N° 21, Seq.ID N° 59 e Seq.ID N° 8 alinharam com a
mesma regiéo da proteina CA125, identificada por Seq. ID N° 85 e com a porgéo
compreendida entre os aminoacidos 155 e 172 da cadeia pesada do anticorpo
monoclonal murino ACA125, anteriormente descrita.

As sequéncias foram repetidas entre uma a trés vezes conforme
alinhamento parcial com a sequéncia do CA125 e do ACA125, com pelo menos 3
residuos homologos entre os peptideos e as sequéncias originais. Estes
alinhamentos determinaram os provaveis epitopos das sequéncias do CA125 e
ACA125.

A sequéncia do clone Seq.ID N° 1 (APVHKATLSMGF) quando repetida
duas vezes, alinha-se aos dois provaveis epitopos da proteina CA125, o que nos
sugere a identificacdo de um epitopo conformacional (mimetopo), ou seja,
sequéncias de regibes da proteina ndo-sequencial na estrutura primaria que

contribuem para um Unico sitio tridimensional.
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Figura 8: Alinhamento dos clones obtidos nos biopannings e provaveis motivos protéicos para os peptideos
miméticos do CA125 e do ACA125. As sequéncias dos peptideos foram repetidas entre uma a trés vezes
conforme alinhamento parcial com a sequéncia do CA125 e do ACA125, com pelo menos 3 residuos
homdlogos entre os peptideos e as sequéncias originais. Em preto estdo marcados os provaveis epitopos
das sequéncias do CA125 e ACA125.

O peptideo sintético Syntl (APVHKATLSMGFGGGSAPVHKATLSMGF)

contendo duas repeticbes da sequéncia do clone Seq.ID N°1, sendo o provavel

mimetopo da proteina CA125, foi analisada pelo programa NetMHCII 2.2, cujos
resultados podem ser visualisados na Tabela 6. Este programa prediz a ligagéo
dos peptideos a alelos HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP do complexo MHC classe II.

Tabela 6: Alelos do complexo MHCII ligantes ao peptideo sintético Synt1.:

Alelos MHCII Peptideo Core 1-log50k(aff) afinidade(nM) Ligacao
HLA-DQA10501-DQB10301 GGGSAPVHKATL  GGGSAPVHK  0.687 295 forte
HLA-DQA10501-DQB10301 APVHKATLSMGF  APVHKATLS 0.583 90.9 fraca
HLA-DRB10701 APVHKATLSMGF ~ HKATLSMGF 0.595 80.2 fraca
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Nestas analises, o peptideo Syntl foi capaz de se ligar fortemente a um
dos subtipos do alelo HLA-DQ (HLA-DQA10501-DQB10301) e fracamente a um
dos subtipos do alelo HLA-DR (HLA-DRB10701). O mesmo peptideo foi analisado
pelo programa NetMHC 3.2, que prediz a ligacdo de peptideos a alelos do
complexo MHC classe I, mas nenhuma ligagéo foi detectada.

Os resultados aqui demonstrados indicam que pela selecdo por Phage
Display foi possivel a selecdo de peptideos miméticos ao antigeno de carcinoma
ovariano CA125, sendo possivel o mapeamento dos epitopos desta proteina. As
andlises in silico aqui apresentadas indicam também que estes peptideos
mimetizam a regido compreendida entre os amino4cidos 155 e 172 da cadeia
pesada do anticorpo monoclonal murino ACA125, e que, portanto podem estar
mimetizando o antiidiotipo do CA125. Estes resultados apontam o peptideo Synt1,
sintetizado a partir do clone Seq.ID N° 1 e desenhado para adquirir uma
conformacdo tridimensional especifica, capaz de se ligar a um dos subtipos do

alelo HLA-DQ do complexo MHCII, como o principal clone obtido neste estudo.
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4.4 Ensaios in vitro com o Antiidiotipo do CA125

Com a finalidade de determinar a atividade celular do peptideo Syntl,
procedeu-se com os testes in vitro, utilizando a linhagem tumoral de ovério
OVCAR-3. A citotoxicidade do peptideo sintético e provavel antiidiotipo do CA125
foi avaliada utilizando-se como marcador o ensaio de redugdo do MTT. Nestas
condigcbes experimentais, o peptideo Syntl ndo causou efeitos citotoxicos para
estas ceélulas, visto que a proliferagdo celular esteve sempre proxima a 100%,
independente da concentracdo utilizada de peptideo, quando comparado ao

experimento controle, no qual n&o existia a presenca do mesmo (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do peptideo Syntl na proliferacéo de células OVCAR-3 pelo ensaio de MTT in vitro. Células
da linhagem de carcinoma ovariano OVCAR-3 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) em placas de 96 pocos (2x10° células/poco). As quantidades do peptideo sintético
Syntl testadas foram de 50uM; 37uM; 25uM; 18,5uM; 12,5uM; 9,25uM; 6,25uM; 4,63uM e 3,12uM. 100% de
proliferacéo correspondem a proliferacéo celular determinada para as células cultivadas em meio de cultura

sem peptideo.
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O mesmo peptideo Syntl foi avaliado quanto sua atividade in vitro em
experimentos com a linhagem celular de macré6fagos murinos J774A.1. A Figura
10 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de proliferagéo celular utilizando-

se como marcador o ensaio de redugao do MTT.
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Figura 10: Efeito dos peptideo Syntl e Synt2 na proliferacéo da linhagem celular de macréfagos murinos
J774A.1, pelo ensaio de MTT in vitro. A linhagem de macréfagos foi cultivada em meio RPMI 1640
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) em placas de 96 pocgos (1x10° células/poco). As
quantidades dos peptideos Syntl e Synt2 testadas foram de 50uM; 25uM; 12,5uM; 6,25uM e 3,12uM. 100%
de proliferacdo correspondem & proliferacdo celular determinada para as células cultivadas em meio de
cultura sem peptideo. A cultura celular de macré6fagos também foi tratada com extrato protéico da linhagem
tumoral de ovario OVCAR-3, nas quantidades de 68ug, 34ug, 17ug 8,5ug e 4,25ug, correspondentes as

quantidades em uM utilizadas para os peptideos sintéticos.

Os resultados aqui demonstrados indicam que os tratamentos de
macrofagos com os peptideos Syntl e Synt2 induziram a proliferagdo celular,
visto que somente as células viaveis reduzem o MTT (amarelo) para o formazan
(azul). A proliferagdo celular esteve superior a 100% em todas as quantidades
testadas dos peptideos, com excecdo do peptideo Syntl, que na maior dose
avaliada (50uM), a proliferacdo celular foi reduzida para 94,6%, quando
comparada ao experimento controle, no qual ndo existia a presenca dos
peptideos. Este comportamento foi semelhante ao apresentado pelo extrato

protéico da linhagem tumoral de ovario OVCAR-3. Nas quantidades de 4,25ug a
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34ug observou-se uma intensa proliferacéo celular, no entanto, em doses muito
elevadas (68ug) o extrato mostrou ser toxico para as células, reduzindo a
proliferagéo celular para 36%.

A Figura 11 apresenta os resultados de producgéo de éxido nitrico, estimado
como nitrito, pela linhagem celular de macréfagos tratados com os peptideos
Syntl e Synt2. Os macrofagos tratados com 50uM do peptideo Syntl induziram
um aumento significativo nas concentragdes de nitrito quando comparadas ao
grupo controle (tratamento com PBS) com valor de p < 0,05. O mesmo
comportamento foi observado nos tratamentos com menores quantidades de

peptideo, porém, com diferengas nao significativas.
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Figura 11: Produc&o de 6xido nitrico (NO) estimado como nitrito, por células de macréfagos J774A.1 tratadas
com os peptideos Syntl e Synt2 nas quantidades de 50uM; 25uM; 12,5uM; 6,25uM e 3,12uM. Como controle
negativo foi utilizado o diluente dos peptideos (PBS) para tratamento dos macrofagos. A cultura celular de
macrofagos também foi tratada com extrato protéico da linhagem tumoral de ovario OVCAR-3, nas
quantidades de 68ug, 34ug, 17ug 8,5ug e 4,25ug, correspondentes as quantidades em pM utilizadas para os
peptideos sintéticos. Os testes foram realizados em triplicata e analisados pelo teste de variancia (one-way-
ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni: * p < 0,05; ** p < 0,001;

O tratamento de macrofagos com o peptideo Syntl apresentou diferengas
significativas (p< 0,001) quando comparado ao grupo tratado com o peptideo

Synt2, na quantidade de 50uM. Este ultimo peptideo induziu a uma redugéo na

producdo de Oxido nitrico pelos macréfagos tratados quando comparados ao
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grupo controle (tratamento com PBS) nas quantidades de 50uM, 25uM e 12,5uM,
porém ndo consideradas estatisticamente significantes. Na menor dose testada
para o peptideo Synt2 (3,12uM) observou um aumento na producdo de nitrito
gquando comparada ao grupo controle (PBS), porém ndo estatisticamente
significante.

Os resultados obtidos no tratamento de macr6fagos com o extrato protéico
da linhagem tumoral de ovario OVCAR-3, indicou uma indugdo na producéo de
oxido nitrico em todas as quantidades testadas, porém também n&o consideradas

estatisticamente significativas.
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4.5 Selecao de anticorpos Fab

A selecédo de fagos obtidos na biblioteca combinatorial Fab apresentou um
enriquecimento no nimero de clones eluidos do primeiro para o segundo ciclo. A
deteccdo de moléculas solluveis utilizando o anticorpo anti-HA nos ensaios de
ELISA evidenciou a presenca da regido VH, uma vez que o epitopo de

hemaglutinina encontra-se fusionado a essa cadeia.

4.5.1 Anticorpos Fab especificos ao antiidiotipo do CA125

Dos 47 clones selecionados no biopanning, 4 deles produziram Fab na
forma sollvel e apresentaram maior reatividade nos ensaios de ELISA, sendo
considerados clones especificos e ligantes ao peptideo sintético Syntl,
denominados de FabA1l, FabA6, FabH1 e FabH4, como mostra a Figura 12.

Destes quatro clones, apenas um (FabA6) teve sua sequéncia de VH
parcialmente sequenciada e foi identificado como pertencente a familia IGHV4-
34°11. O clone de Fab especifico & proteina total de Leishmania amazonensis,
utilizado como controle negativo do experimento, demonstrou baixa reatividade,
confirmando nossos resultados, de que a selegcédo de anticorpos recombinantes

Fab, ligantes especificos ao peptideo Syntl, mimético ao antiidiotipo do CA125,

foi eficiente.
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Figura 12: Reatividade dos clones selecionados pelo biopanning, expressando anticorpos recombinantes
Fab na forma sollvel e ligantes especificos ao peptideo Syntl. A reatividade dos clones foi detectada nos
ensaios de ELISA pela ligagdo ao anticorpo anti-HA que evidencia a presencga da regido VH do anticorpo
recombinante Fab. Como controle negativo, utilizou-se um clone produzindo Fab especifico a proteina total

de Leishmania amazonensis.
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4.5.2 Anticorpos Fab especificos a antigenos tumorais de cancer de ovério

Ensaios de ELISA permitiram uma abordagem répida da producéo,
secrecdo e reatividade dos anticorpos Fab reativos a proteinas tumorais de
ovario. Dos 45 clones obtidos no biopanning, 18 foram selecionados como
anticorpos especificos a antigenos tumorais. No entanto, estes clones foram
ainda analisados quanto & sua reatividade com proteinas de tumores benignos e
proteinas ovarianas ndo tumorais, sendo obtidos valores para a razdo entre
maligno/benigno e maligno/controle como mostra a Figura 13. Do total de 18
clones analisados, apenas 1 clone apresentou razao entre tumor maligno e tumor
benigno maior que 3, sendo considerado positivo (FabPtnG4) e como um
anticorpo Fab ligante especifico a proteinas tumorais de cancer de ovério. Os
clones de Fab (FabPtnD1; FabPtnD3; FabPtnD4 e FabPtnH1) foram selecionados

por apresentarem razdo entre tumor maligno e controle maiores que 3.

Il Maligno/Benigno

Maligno/Controle

N

N > N > » N o N %3 N v 5l > N 3 > >
& & & S
Clones Fab

Figura 13: Ensaio de ELISA representando a razdo da absorbancia dos clones selecionados pelo
biopanning, expressando anticorpos recombinantes Fab na forma sollvel, entre proteinas tumorais de ovario
e proteinas de tumores benignos (maligno/benigno), e entre proteinas tumorais malignas e entre proteinas
nao tumorais (maligno/controle). Os resultados aqui demonstrados indicam a reatividade dos clones de Fab
selecionados, ligantes especificos a proteinas tumorais malignas de ovario. A reatividade dos clones foi
detectada pela ligagdo ao anticorpo anti-HA que evidencia a presenca da regido VH anticorpo recombinante

Fab. As amostras que apresentaram razéo das absorbancias maiores que 3 foram consideradas positivas.
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Os 18 clones de anticorpos Fab selecionados, ligantes a proteinas tumorais
de ovario, foram analisados quanto & sua reatividade com o peptideo Syntl,
mimético ao antiidiotipo do CA125. Os resultados demonstrados na Figura 14
indicam a selecdo de 7 clones que apresentaram maior reatividade ao peptideo
sintético, sendo que entre estes, o clone mais reativo foi o FabPtnG1. O clone de
Fab especifico a proteina total de Leishmania amazonensis, ndo demonstrou
reatividade, confirmando a especificidade dos anticorpos obtidos no biopanning.
Entre os 7 clones selecionados, 3 deles (FabPtnD1; FabPtnD3; FaPtnD4) também
mostram serem anticorpos especificos a antigenos tumorais de ovério, e portanto,

clones Fab de grande interesse neste estudo.
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Figura 14: Reatividade dos clones selecionados pelo biopanning, expressando anticorpos Fab ligantes a
antigenos tumorais de ovario, ao peptideo Syntl. A reatividade dos clones foi detectada nos ensaios de
ELISA pela ligagdo ao anticorpo anti-HA, que evidencia a presenca da regido VH anticorpo recombinante
Fab. Como controle negativo da reacéo utilizou-se um clone produzindo Fab especifico a proteina total de

Leishmania amazonensis.

Os resultados aqui apresentados, indicam que foi possivel a selecdo de
anticorpos recombinantes Fab, especificos a antigenos tumorais de ovério, e que
também apresentaram serem ligantes especificos ao peptideo Syntl, o qual
mostrou ser mimeético ao antigeno CA125 e de seu auto-anticorpo antiidiotipo,

confirmando assim, 0S dados obtidos neste trabalho.
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4.6 Peptideos recombinantes miméticos no diagnéstico do cancer de ovéario

Imunoglobulinas G (IgGs) circulantes contra antigenos soroldgicos de
cancer de ovario foram detectadas pelos clones Seq.ID N° 3 e Seq.ID N° 1, em
todas as amostras de pacientes com carcinoma ovariano (n=34) e também em
pacientes com tumores benignos de ovario (n=24). No entanto, as analises
revelaram um aumento significativo nos niveis de IgGs detectadas no soro de
pacientes malignos (casos malignos e casos bordeline) quando comparado as
amostras de pacientes com tumores benignos (p = 0,017 e p = 0,004
respectivamente). Os resultados obtidos para a absorbancia relativa de cada

clone em soro de pacientes malignos x benignos estéo apresentados na Figura
15.
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Figura 15: Absorbancia relativa dos fagos selecionados ligantes a IgGs soroldgicas de pacientes com cancer
de ovario. (A e C) O diagrama representativo mostra um aumento estatisticamente significativo dos fagos na
deteccado de IgGs em soro de pacientes com tumor maligno (24 casos malignos e 10 bordelines) em relacéo
a pacientes com tumores benignos (24 casos benignos). (A) Seq.ID N° 3, p = 0,017 (C) Seq.ID N° 1, p =
0,004. (B e D) Curva ROC combinada aos diagramas indicando a eficiéncia do diagnostico por meio de AUC
e respectivos valores de p. A linha pontilhada com pontos e sélida em cinza ilustram a absorbéncia de cada
clone e o valor de referéncia, respectivamente. Foi utilizado o teste T ndo pareado com correcBes de Welch's
para comparar as absorbancias dos fagos entre os grupos analisados: *p < 0,05.
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Os resultados demonstrados na Figura 15 (A e C) indicam que 0s ensaios
de Phage-ELISA revelaram que a absorbancia relativa dos clones Seq.ID N° 3 &
1,3 vezes maior em pacientes com tumores malignos que em mulheres com
tumores benignos de ovario. Para o clone Seq.ID N° 1, a absorbancia relativa é
1,5 vezes maior para pacientes com casos malignos. O valor diagnéstico do teste
foi avaliado pela andlise da curva ROC que revelou o valor de AUC = 0,64 (95%
IC; 0.49 — 0.78) para o clone Seq.ID N° 3 e valor de AUC = 0,70 (95% IC; 0.56 —
0.83) para o clone Seq.ID N° 1. (Fig.15B e 15D). Os fagos Seq.ID N° 3 e
Seq.ID N° 1 também foram eficazes na discriminacdo de tumores malignos de
ovario (n=24), tumores benignos (n=24) e tumores malignos bordeline,com baixo
potencial maligno (n=10). A Figura 16 apresenta os resultados obtidos com estes
dois clones e revelam um poder discriminativo significativo (p = 0,034 e p = 0,023,

respectivamente) entre os tumores malignos, benignos e bordeline.
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Figura 16: Absorbancia relativa dos fagos selecionados, ligantes a IgGs soroldgicas de pacientes com cancer
de ovério, em relac@o a tumores malignos (24 amostras), bordelines (10 amostras) e benignos (24 amostras).
(A) Diagrama representativo mostrando poder discriminativo significativo (p = 0,034) do fago Seq.ID N° 3 para
os tumores. (B) Diagrama representativo mostrando poder discriminativo significativo (p= 0,023) do fago
Seq.ID N° 1. Nas andlises estatisticas foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis devido a distribuicdo n&o

paramétrica dos dados.
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Neste estudo também foi analisado o poder diagnéstico dos peptideos
sintéticos (Syntl e Synt2). O peptideo Syntl, que é deduzido da sequéncia de
DNA do fago Seq. ID N°1, com algumas modificagdes, mostrou-se eficiente em
discriminar significativamente as amostras de soros de pacientes com tumores
malignos (n=24) das amostras com tumores bordelines (n=10), apresentado um
valor de p = 0,032. Os resultados obtidos para a absorbancia relativa do peptideo
sintético em soro de pacientes malignos x bordeline estéo apresentados na Figura
17. As andlises estatisticas indicam que a absorbancia relativa é 1,9 vezes maior
em pacientes com tumores malignos que em mulheres com tumores classificados
como bordeline. O valor diagnostico do teste foi avaliado pela curva ROC que
revelou o valor de AUC = 0,70 (95% IC; 0.51 — 0.87) (Fig. 17B). O peptideo Synt2

nao apresentou reatividade ao soro (IgGs) das pacientes utilizadas neste trabalho.
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Figura 17: Absorbancia relativa do peptideo sintético Syntl, ligante a IgGs sorologicas de pacientes com
céancer de ovario, em relacdo a tumores malignos (24 amostras) e bordelines (10 amostras). (A) Diagrama
representativo mostrando poder discriminativo significativo (p = 0,032) do peptideo Syntl para os tumores.
(B) Curva ROC combinada ao diagrama indicando a eficiéncia do diagnéstico por meio de AUC e valor de p.
A linha pontilhada com pontos e solida em cinza ilustram a absorbancia do peptideo e o valor de referéncia,
respectivamente. Foi utilizado o teste T ndo pareado com corre¢cdes de Welch's, para comparar as
absorbancias do peptideo entre os grupos analisados.
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O perfil clinico e histopatolégico dos pacientes com tumores malignos de
ovario, e suas associagbes com a capacidade de deteccdo de IgGs circulantes
pelos marcadores selecionados neste estudo, encontram-se descritos na Tabela
07. Nesta tabela, também estdo sumarizados as andlises estatisticas
anteriormente citadas pelos fagos Seq.ID N° 3, Seq.ID N° 1 e pelo peptideo
sintético Syntl. Andlises comparativas indicaram que estes marcadores
conseguem detectar a presenca de IgGs em todos os estadiamentos e tipos
histolégicos de tumores malignos de ovério. N&o obteve-se resultados
discriminativos significativos entre tumores epiteliais e ndo-epiteliais de ovario.
Os marcadores Seq.ID N° 3, Seq.ID N° 1 e Syntl ndo apresentaram diferencas
significativas na distingdo entre amostras com estadiamentos distintos do

carcinoma ovariano.

Tabela 7: Correlagdo entre as absorbancias dos marcadores identificados por fagos Seq.ID N° 3, Seq.ID N° 1

e pelo peptideo sintético Syntl, e o perfil clinico e histopatolégico do cancer de ovario.

Abs relativa Abs relativa Abs relativa
NUmerode (g fago do fago do peptideo
Variaveis casos (%)  seqIDN03 Valordep seqipN 01 Valordep synt1 Valor de p
Tumor
Maligno 41,4 0,082 0,034* 0,100 0,023* 0,142 0,192
Bordeline 17,2 0,062 0,083 0,074
Benigno 41,4 0,058 0,063 0,120
Classificagdo Maligno x Benigno
Tumor Maligno (maligno + bordeline) 58,6 0,077 0,017* 0,095 0,004* 0,122 0,924
Tumor benigno 41,4 0,059 0,062 0,120
Casos Malignos
Tumor Maligno 70,6 0,082 0,161 0,100 0,272 0,143 0,032*
Tumor Bordeline 29,4 0,062 0,083 0,074
Tipos Histopatologicos Malignos
Epitelial 75,0 0,094 0,400 0,093 0,446 0,149 0,618
Néo-epitelial 25,0 0,118 0,118 0,125
Estadiamento
| 55,9 0,086 0,576 0,092 0,237 0,109 0,959
1 8,82 0,095 0,180 0,117
1 29,4 0,078 0,092 0,197
[\ 5,88 0,060 0,100 0,108

*Valor de p significativo com um nivel de probabilidade de 0,05.
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Neste estudo, também foi avaliado o poder diagnéstico dos marcadores
tumorais CA125 e CEA (antigeno carcinoembriogénico) e que sdo utilizados na
clinica médica. Quando se comparou a dosagem sérica destes marcadores
tumorais no pré-operatorio, observou-se que a média de ambos os antigenos
eram maiores que os valores considerados como cutoff, ou ponto de corte,
estabelecidos na clinica médica (35 U/mL para o CA125 e 5,0 ng/mL para o CEA)
tanto para pacientes com tumores malignos como para pacientes com tumores

benignos, como é mostrado na Tabela 8.

Tabela 8: Dosagem sérica dos marcadores tumorais CA125 e CEA para pacientes com tumor maligno de

ovario, tumor bordeline e tumor benigno de ovario.

VARIAVEIS Maligno Bordeline Benigno

n (%) CA125 (U/mL) CEA (ng/mL) n(%) CA125(U/mL) CEA (ng/mL) n(%) CA125(U/mL) CEA (ng/mL)

Namero de casos 24 871,01 16,3 10 76,16 3,48 24 56,52 7,39
estadio | 11 (45,8) 562,49 22,84 8(80,0) 74,16 4,11 néo néo néo
la 6 (54,5) 290,71 4,6 8 74,16 4,11
Ib 19,0 375,7 98 0
Ic 4(36,3) 1016,85 26,8 0
estadio ll 2(8,3) 631,47 3,15 1(10,0) 128 1,13 néo néo néo
lla 1(50,0) 1130,94 4,42 0
IIb 1(50,0) 132 1,87 1 128 1,13
lic 0 0
estadio Il 9(37,5) 1(10,0) 35,5 0,73 néo néo néo
Ila 0 1 35,5 0,73
11b 0 0
Illc 9(100,0) 1205,66 14,38 0
estadio IV 2(8,3) 1301,5 6,1 0 néo néo néo

No entanto, o marcador CA125 mostrou-se eficaz na distincdo entre os
tumores malignos e benignos (p = 0,0031). O valor diagnostico do teste foi
avaliado pela andlise da curva ROC que revelou o valor de AUC = 0,74 (95% IC;
0.69 — 0.87) (Figura 18). Quando estes resultados sdo comparados aos valores

obtidos com os marcadores Seq.ID N° 3 e Seq.ID N° 1, observa-se que este

altimo clone também apresentou altos valores discriminativos para tumores
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malignos e benignos (p = 0,004). A analise da curva ROC revelou valor de AUC =
0,70 para o clone Seq.ID N° 1 e valor de AUC = 0,64 para o clone Seq.ID N° 3
(Figura 18). J& em relagé@o ao CEA, os resultados obtidos com este marcador, na
distingéo entre tumores malignos e benignos ndo se mostraram significativos (p =
0,4). O valor diagndstico do teste também foi avaliado pela curva ROC e revelou o
valor de AUC = 0,60 (95% IC; 0.45 — 0.75) (Figura 18). Tanto o clone Seq.ID N° 3
como o clone Seq.ID N° 1 apresentaram poder discriminativo entre tumores
malignos e benignos de ovério superiores a este marcador (p = 0,017 e p = 0,004
respectivamente).

Nenhum desses marcadores (CA125 e CEA) apresentaram resultados
significativos na distingdo entre os estadiamentos clinicos nos testes estatisticos
aplicados. Comportamento semelhante foi apresentado pelos marcadores Seq.ID

N° 3, Seq.ID N° 1 e peptideo Syntl, identificados neste trabalho.

100- -
|~ rre-=
———— ’_l—.
o 80- ‘__! 225 —= CA125
) i P —- CEA
g | /,// |
T 604 i . _74----1 —= Seq. ID N°01
3 Vs | —- Seq. ID N°03
] / 7’
c 404 / 7’
) /a2
//’Fj
20- f
/,
c L ) ) ) L] L}
0 20 40 60 80 100 120
Especificidade%

Figura 18: Comparacao dos valores das éreas abaixo das curvas ROC ou indices de AUC para os testes de
diagndstico entre tumores malignos (n=34) e tumores benignos de ovario (n=24), comparando os marcadores
CA125 e CEA, comumente utilizados na clinica médica e os fagos Seq.ID N° 3 e Seq.ID N° 1. CA125 (AUC=
0,74 95% IC: 0,60-0,87); CEA (AUC= 0,60 95% IC: 0,44-0,75); Seq.ID N° 1 (AUC= 0,70 95% IC: 0,57-0,83);
Seq.ID N° 3 (AUC= 0,64 95% IC: 0,45-0,78).
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A especificidade, sensibilidade e acuracia dos marcadores selecionados
neste estudo foram analisadas e estdo compiladas na Tabela 12. Os resultados
demonstram que o0s marcadores aqui selecionados apresentam melhor
especificidade dos testes de diagndstico que o antigeno CA125, porém com
menor sensibilidade. Em relagdo ao marcador CEA, os marcadores selecionados
neste estudo (Seq.ID N° 3 e Seq.ID N° 1) apresentaram sensibilidade superior.
Tanto para o CA125 como para o CEA, os valores considerados como cutoff ou
ponto de corte foram os estabelecidos na clinica médica (35 U/mL para o CA125
e 5,0 ng/mL para o CEA).

A andlise da Tabela 12 ainda demonstra que a combinagdo dos
marcadores CAl125/Fago Seq.ID N° 3 e CAl125/Fago Seq.ID N° 1 aumentam
consideravelmente a especificidade dos testes de diagndstico entre tumores
malignos e tumores benignos de ovéario. Os marcadores selecionados neste
estudo como peptideos miméticos a antigenos tumorais de cancer de ovario

podem melhorar o valor diagnéstico do CA125.

Tabela 9: Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes de diagnosticos para CA125, fago

Seq.ID N° 3, Seq.ID N° 1, peptideo sintético Syntl, CEA e os marcadores combinados.

VARIAVEIS CA125 Fago Seq FagoSeq Peptideo CEA CA125 +Fago CA125 +Fago

ID N°3 ID N°1 Syntl Seq ID N°3 Seq ID N°1
Sensibilidade 76,4% 47,1% 35,3% 26,5% 29,4% 38,2% 29,4%
Especificidade 75,0% 79,2% 79,2% 66,7% 83,4% 91,7% 95,8%
Acuracia 75,8% 60,4% 53,5% 43,1% 51,7% 60,4% 56,9%
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5 Discussao

5.1 Selecdo de moléculas recombinantes e seu valor diagnéstico no cancer

de ovario

Este trabalho descreve pela primeira vez na literatura, uma selegéo por
Phage Display de peptideos ligantes a IgGs soroldgicas e teciduais de pacientes
diagnosticadas com cancer de ovario. Também identifica clones com similaridade
com as principais proteinas e marcadores tumorais utilizados no diagnoéstico deste
tipo de cancer.

Os peptideos selecionados, ligantes a IgGs soroldgicas, apresentaram
similaridade com proteinas consideradas alvos importantes para a imunoterapia e
diagnostico do cancer de ovario como: MUC1 (WANG et al., 2011; THIE et al.,
2011; VAN ELSSEN et al.,, 2010), BRCA1 e BRCA2 (PRESS et al., 2008;
HENNESSY et al.,, 2009; KAUFF, 2008), ErbB-1 (DE GRAEFF et al., 2009),
caderina-1 (FALEIRO-RODRIGUES, et al., 2004; CHO et al., 2006; SHIM et al.,
2009) e finalmente MUC16 (antigeno de carcinoma ovariano CA125) que é o
marcador tumoral mais utilizado no cancer de ovario, (MARKMAN et al., 2006;
HOGDALL, 2008; GUPTA e LIS, 2009; PAN et al, 2011). Dos 22 clones
selecionados, todos apresentaram similaridade com o antigeno CA125. Tais
informagbes demonstram a especificidade e o sucesso da sele¢do na busca de
peptideos miméticos a antigenos tumorais de ovéario. Os dados aqui obtidos
também demonstram a capacidade desses antigenos em ativar a resposta imune
ao tumor, possibiltando o uso destes peptideos como biomarcadores para o
diagnéstico sorolégico do cancer de ovério.

Os peptideos selecionados ligantes a IgGs de proteinas tumorais de ovario
apresentaram similaridades com as mesmas proteinas anteriormente citadas e
ainda com outras trés relacionadas ao carcinoma ovariano como: ErbB-2
(GADDUCCI et al., 2009), OVCA2 (PROWSE et al., 2002) e ERS1 (BARDIN et
al., 2004; LINDGREN et al., 2004). Tais resultados confirmam os processos de

selecdo na busca de peptideos miméticos a antigenos tumorais de cancer de
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ovario, ja que os mesmos ligantes de IgGs circulantes foram também encontrados
em tecido especifico, o que demonstra a resposta imune no proprio tumor.

A detecgédo precoce do cancer de ovario € um desafio na oncologia clinica,
e detecta-lo em estadio inicial pode resultar em uma taxa de cura de 90%
(CHATTERJEE et al, 2006). Para esse efeito, temos desenvolvido uma
abordagem de selegcédo de alto rendimento de biomarcadores com aplicagbes
promissoras no cancer de ovério. Em contraste com a deteccdo de antigenos
sorologicos, a deteccdo de anticorpos séricos contra antigenos do tumor pode
fornecer um marcador sorolégico mais confidvel para o diagnostico do cancer
(NAORA et al., 2001; SCANLAN et al., 1998; SCANLAN et al.,1999; STRUSS et
al., 2001), j& que os anticorpos seéricos sdo mais estaveis que os antigenos
sorologicos. Além disso, os anticorpos podem ser mais abundantes que o0s
antigenos, especialmente em baixa carga tumoral caracteristica de estadios
iniciais. Nosso trabalho buscou analisar auto-anticorpos contra antigenos
associados ao tumor de ovéario e demonstrou que 0s mesmos podem ser precisos
biomarcadores para o diagnéstico da doenca. Em estudos com endometrioma
ovariano Yi et al. (2010) também determinaram que auto-anticorpos sorolégicos
contra antigenos associados a tumor (TAAs) podem ser utilizados como
biomarcadores.

Alteracdes nos niveis de expressdo génica e expressdo anormal de
produtos de genes tecido-especifico no cancer sdo fatores para o
desenvolvimento de uma resposta imune humoral em pacientes diagnosticados
positivamente. Neste contexto, a andlise sorolégica para deteccdo de IgGs contra
antigenos tumorais do céncer de ovério, como propbe este estudo, é uma
vertente promissora para o estudo e diagnéstico do carcinoma ovariano.

Estudos anteriores também utilizaram andlises sorolégicas de expresséo
em pacientes com carcinoma ovariano, utilizando uma bilioteca de cDNA
expressa em fagos T7, identificando alguns antigenos tumorais relevantes para
diagnéstico do céancer de ovéario (CHATTERJEE et al., 2006). A principal limitagéo
da utilizacdo do método baseado na expressdo de cDNA é que as sequéncias
génicas identificadas n&o necessariamente refletem a funcionalidade das

proteinas codificadas, em virtude da atividade transcricional tumoral, das diversas
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interacOes proteina-proteina e modifica¢cdes conformacionais, que podem alterar o
padrdo de proteinas encontrado na circulagéo.

Portanto, neste trabalho foi possivel selecionar peptideos ligantes a IgG de
pacientes com céancer de ovario e que exibiram baixa ligagdo com IgGs
circulantes de pacientes com tumores benignos de ovario e de mulheres sadias.
O estudo mostra que a metodologia empregada foi eficaz para identificar o perfil
molecular da resposta imune humoral no cancer de ovario e identifica 10 clones
mimeéticos a antigenos tumorais de ovario com potencial para uso na imunoterapia

e diagndstico do carcinoma ovariano.

5.2 Andlises comparativas entre os marcadores soroldgicos sobre o

aspecto epidemioldgico do cancer de ovario

A falta de marcadores especificos para o carcinoma ovariano torna dificil
atingir o objetivo clinico da deteccao precisa por meio de métodos ndo-invasivos
de triagem da doenca. Assim, a identificacdo de outros marcadores especificos
para o cancer de ovario € essencial para melhorar a capacidade de detectar com
precisdo as mudancas pré-malignas ou em fase inicial da doenca em mulheres
assintomaticas. No presente estudo, descrevemos a caracterizacao de peptideos
ligantes a 1gGs que apresentam potencial aplicagdo como ferramenta clinica no
rastreamento n&o invasivo do carcinoma ovariano apresentados como clones
Seq.ID N° 1 e Seq.ID N° 3 e peptideo Syntl.

Os resultados demonstrados neste estudo apontam dois fagos, Seq.ID N° 1
e Seq.ID N° 3, que apresentaram reatividade em todas amostras soroldgicas
testadas. No entanto, as analises revelaram um aumento significativo nos niveis
de IgGs detectadas no soro de pacientes malignos (casos malignos e casos
bordeline) quando comparado aos pacientes benignos. Portanto, tais clones
mostraram serem eficazes na triagem e distingdo entre tumores malignos e
benignos de ovéario, o que é de extrema importancia na clinica médica.
Biomarcadores para o cancer de ovéario tém sido aplicados para o monitoramento
da resposta ao tratamento, para distinguir massas pélvicas malignas de benignas,

para estimar o prognostico, para monitorar a resposta a certos medicamentos e
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na deteccdo de doenca primaria em fase inicial (BAST et al.,, 2005). Como
exemplos de biomarcadores em estudo para o cancer de ovério podemos citar o
CA549, CASA (nivel sérico de antigeno do cancer associado), CA19-9, CA15-3,
MCA, MOV-1 e TAG72. Os marcadores de proliferagéo celular CYFRA21 e TPS-1
também foram explorados no carcinoma ovariano (MEYER e RUSTIN, 2000).

A estratégia atualmente em uso para o diagndstico soroldégico do cancer de
ovario é a detecgcdo do antigeno CA125 em mulheres com suspeita de cancer. As
andlises aqui empregadas demonstraram que os clones Seq.ID N° 1 e Seq.ID N°
3 apresentam similaridade com este antigeno. Os niveis séricos deste marcador
sdo usados para monitorar recidivas, resposta a quimioterapia e a progressao da
doenga em pacientes com céancer de ovario (YIN e LLOYD, 2001). Os niveis de
CA125 podem ser elevados no soro antes mesmo do desenvolvimento clinico
primério e recorrente do carcinoma ovariano (BURGER et al., 2004).

O que o presente estudo propde é a utilizagdo de marcadores que
mimetizando o antigeno CA125 e outros antigenos tumorais, possam detectar a
resposta humoral, gerada pela presenca destes antigenos, no soro de pacientes,
distinguindo de maneira signigificativa tumores malignos de tumores benignos de
forma néo invasiva, melhorando assim o poder discriminativo do CA125.

A possibilidade de mensuragcdo da resposta imune humoral contra
diferentes tipos de antigenos tumorais, por meio de testes sorolégicos, tem
despertado o interesse dos pesquisadores. Estudos como o de STEFATIC et al.
(2008) buscou identificar e validar novos marcadores para o antigeno cancerigeno
ecPKA, os quais foram quantificados indiretamente por meio da deteccdo da
presenca de auto-anticorpos sorolégicos, utlizando ensaios de ELISA.
ANDERSON et al. (2010) analisaram o valor de auto-anticorpos séricos p53 (p53-
AAB) como um biomarcador na detec¢éo e no prognostico do cancer de ovario e
observou que estes anticorpos séo detectados no soro de 42% dos pacientes com
cancer seroso de ovario avancado.

Na clinica médica, além da necessidade de marcadores que possam
distinguir de forma significativa tumores malignos e benignos, como é o caso de
nossos clones, seria necessario marcadores que consigam discriminar entre 0s
trés tipos de tumores: malignos, benignos e bordelines. Sendo este dltimo uma

manifestacdo mais moderada da doenga, seria necessario marcadores que
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consigam distinguir entre tumores malignos e bordeline, de forma né&o invasiva,
antes que a paciente seja levada para a cirurgia. Com este propdsito, nosso
trabalho apresentou o peptideo sintético Syntl que mostrou valor significativo na
distingdo entre estes dois tipos de tumores, representando uma ferramenta
potencial de grande aplicacéo na clinica médica.

Ao avaliar a dosagem sérica do marcador tumoral CEA no soro de
pacientes com tumores ovarianos ginecolégicos, observou-se que este marcador
ndo foi eficaz na distingdo entre tumores malignos e benignos de ovério. No
entanto, € comumente utilizado na clinica média para complementar o valor
diagndstico do antigeno CA125. Desta maneira, torna-se clara a necessidade da
descoberta de novos biomarcadores que possam contribuir no diagnostico da
doenca. Uma série de outros potenciais biomarcadores de cancer de ovario tem
sido identificados, mas a maioria ainda esta sem valor clinico estabelecido (KUK
et al., 2010).

A disponibilidade de imunoensaios de confiangca, tal como os
desenvolvidos neste estudo para detectar resposta humoral contra antigenos
tumorais de ovario, como o CA125, no soro de pacientes com suspeita de cancer,
pode facilitar mais estudos para estabelecer a utilidade clinica destes marcadores
no cancer de ovario. Atualmente, aceita-se que nenhum biomarcador de cancer
pode, sozinho, fornecer todas as informac¢des necessérias para um diagnéstico
ideal. A tendéncia atual é a identificagdo de multiplos biomarcadores que podem

ser utilizados em combinagéo e melhorar as expectativas de tratamento.

5.3 Implicag6es da resposta imune no desenvolvimento do cancer de ovario

Phage Display € uma tecnologia amplamente aplicada na identificacdo de
novos receptores, ligantes naturais e na descoberta de novas drogas, bem como
para a concepcao de vacinas (YIP e WARD, 1999; SCOTT e SMITH, 1990; AINA
e SROKA, 2002; SAMOYLOVA et al.,, 2006; LANDON e DEUTSCHER, 2003;
LANDON et al., 2004; UCHIYAMA et al., 2005). Quando um anticorpo é usado em
uma selecdo por afinidade, os peptideos selecionados pela biblioteca de

peptideos randémicos s&o miméticos aos epitopos do antigeno natural
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correspondente. Estes peptideos sdo capazes de induzir a produ¢do de novos
anticorpos que reagem com o epitopo natural, mesmo que o animal nunca tenha
sido diretamente exposto a ele (LIU et al., 2009). Para confirmar esse mimetismo
preconizado pela técnica de Phage Display utilizamos vérias ferramentas de
bioinformatica, as quais nos demonstraram o alinhamento de 10 dos 41 peptideos
selecionados com a proteina CA125 na posicdo 11850 a 11900. A regido
compreendida entre os aminoacidos 11852 e 11895, identificada por Seq. ID N°
85 demonstrou ser a principal regido de similaridade da proteina CA125 com
alguns dos peptideos aqui mencionados e, portanto alvo de bastante interesse
neste trabalho, sugerindo esta regido como um provavel epitopo. A mesma
sequéncia de aminoécidos foi ainda predita como sendo uma possivel regido
estimuladora na producéo de anticorpos.

Geralmente, o0 epitopo pode ser um fragmento linear ou regido
conformacional. Epitopos lineares correspondem & sequéncia ordenada de
aminoacidos nas proteinas. No entanto, em epitopos conformacionais
(mimetopos), sequéncias de regides da proteina ndo-sequencial na estrutura
priméria contribuem para um Udnico sitio tridimensional. Selecdo de peptideos por
Phage Display pode ser uma forma simples e conveniente para descobrir ndo
apenas epitopos lineares, mas também epitopos conformacionais. As analises in
silico, realizadas neste estudo, corfirmaram nossas expectativas e demostraram o
sucesso na selecdo de epitopos conformacionais do CA125.

Apesar dos significativos avanc¢os nas formas de tratamento atualmente em
uso, o cancer de ovario apresenta uma probabilidade de recidiva em cerca de
70% dos casos (OZOLS et al., 2003). Como resultado, diferentes estratégias de
tratamentos imunoterpicos estdo sendo explorados (KIRBY et al.,, 2002). Uma
delas é a vacinagdo com anticorpos antiidiotipos (Ab2). Estes anticorpos podem
substituir com éxito os antigenos tumorais em estratégias de vacinacao,
desencadeando resposta imune humoral e celular contra o antigeno original
(BHATTACHARY-CHATTERJEE et al, 2000). Estudos clinicos com mAbs
murinos antiidiotipo (anti-ld) tém demonstrado que a indugdo de anticorpos
especificos por vacinas de anti-Id esta associado com a sobrevida prolongada dos
pacientes em casos de melanoma maligno (MITTLEMAN et al.,1994; FOON et al.,
2000) e cancer colorretal avangado (FOON et al.,, 1995; FOON et al.,, 1999).
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Outros estudos confirmaram essas observagfes para o tratamento de carcinoma
ovariano avangado utilizando o mAb anti-ld ACA125 como vacina (WAGNER et
al.,1997; WAGNER, 1998; WAGNER et al., 2001).

A imunizagdo ativa com antigenos tumorais é limitada pela sua baixa
imunogenicidade e pela condigédo debilitada do sistema imune dos pacientes com
tumor. Por outro lado, mAb anti-ld ACA125, que mimetiza o antigeno CA125,
pode induzir a resposta contra seu antigeno original com a produgcdo de
anticorpos especificos anti-anti-ld CA125 (Ab3) como demonstrado em modelos
animais (SCHLEBUSCH et al.,1995) e em ensaios clinicos (WAGNER et al.,
1997; WAGNER, 1998; WAGNER et al., 2001; REINARTZ et al., 2003).

Este estudo aponta o clone Seq.ID N°1 e sugere que, por meio da
metodologia de Phage Display, foi possivel a selecdo de um peptideo de 12
aminoacidos que, além de mimetizar uma pequena regido da proteina CA125, seu
provavel epitopo, foi também capaz de mostrar similaridade da sua estrutura com
a cadeia pesada do anticorpo monoclonal murino ACA125. Baseando-se na teoria
de Niels Jerne (JERNE, 1974), segundo a qual um antiidiotipo (Ab2) de um
antigeno € funcionalmente mimético a estrutura tridimensional deste mesmo
antigeno, e que a imunizacdo seletiva com o Ab2 pode induzir uma resposta
imune especifica contra o antigeno original, podemos sugerir, que no presente
trabalho, foi possivel a selecdo de um peptideo mimético ao antiidiotipo ACA125.

As analises in vitro com linhagens celulares revelaram que os peptideos
obtidos sinteticamente neste trabalho, induziram a proliferagéo e ativagéo celular
de macrdéfagos. Estas células, quando ativadas sdo capazes de reconhecer, ligar
e subsequentemente eliminar células tumorais (KLIMP et al., 2002). Chen et al
(2003) demonstraram que em macrofagos co-cultivados com células cancerosas
de pulméo (CL1-5), pode ocorrer a expresséo de IL-8. A expresséo de IL-8 por
macrofagos cultivados com células tumorais sugere que estas células possam
estimular células inflamatérias para expressar fatores angiogénicos e promover o
crescimento do tumor (WHITE et al, 2001). Cortes histolégicos de diferentes
tumores podem apresentar infiltrados de macréfagos (TIM’s), como nos casos de
cancer de ovario (ORRE e ROGERS, 1999) e cancer de mama (QIAN et al.,
2009), e tem sido associados com a expressdo de VEGF e fator de crescimento

epidermal (EGFR) pelas células cancerigenas, levando a formacdo de vasos
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sanguineos. Além da producdo de citocinas, os macréfagos ativados
desencadeiam o burst respiratorio, ou seja, a sintese de espécies reativas do
oxigénio e a producdo de oxido nitrico (NO), respostas bioquimicas de duas vias
oxidativas diferentes, por meio das quais os macrofagos ativados matam as
células tumorais (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). No entanto, o 6xido nitrico
produzido por macréfagos associados a tumores (TAM) desenvolve angiogénese
tumoral (MacMICKING et al., 1997).

Na busca de novas metodologias de tratamento do cancer de ovario, a
resposta imunoldgica contra o tumor pode ser um alvo promissor, especialmente
com estudos recentes que tém associado diversos elementos do sistema imune
com o prognostico do carcinoma ovariano. Entre eles destacam-se os relatos de
vérios epitopos derivados de NY-ESO-1 apresentados pelos alelos HLA-DRB1 *
0401, HLA-DRB4 * 0101 e HLA-DP4 capazes de estimular células T CD4"
(JAGER et al., 2000; ZAROUR et al., 2000; ZAROUR et al., 2002; ZENG et al.,
2000; ZENG et al.,, 2001; FENG et al.,, 2004). Estes alelos do complexo MHC
classe Il sdo particularmente importantes, com evidéncias crescentes de ambos
em estudos com humanos e animais, sugerindo que as células T CD4" séo
necesséarias para a geragdo e manutencdo de uma resposta imune antitumoral
(ZEN et al., 2001).

Os peptideos ligantes a moléculas do MHC classe Il sdo apresentados
para as células T helper CD4", as quais sdo cruciais, tanto para a resposta
humoral como para a imunidade mediada por células. Por conseguinte, peptideos
ligantes a moléculas MHC classe |l podem ser de extrema importdncia no
desenvolvimento de vacinas potenciais (GOWTHAMAN e AGREWALA, 2008).
Nas analises aqui realizadas, o peptideo sintético Syntl (deduzido a partir da
sequéncia do clone Seq.ID N°1) foi predito como um forte ligante a um dos
subtipos do alelo HLA-DQ (HLA-DQA10501-DQB10301), mas que também
apresentou ligagdo a um dos subtipos do alelo HLA-DR (HLA-DRB10701).
Interessantemente, nenhuma ligagdo aos alelos do complexo MHC classe | foi
detectada. Desta forma, ligando-se a moléculas MHCII, o peptideo Syntl pode ser
apresentado a Linfécitos T CD4" e induzir uma resposta imune especifica ao
tumor. Os dados até aqui apresentados sugerem que sendo o peptideo Syntl,

mimético ao antiidiotipo ACA125, ele também pode induzir a producdo de um
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Ab3, o qual pode se ligar ao antigeno, levando a uma resposta imune contra o
tumor, como € demostrado na Figura 19.

A apresentacdo de fragmentos de anticorpos na superficie de fagos
filamentosos, por meio de sua fusé@o a proteina plll do capsideo viral e sele¢céo de
fagos contra potenciais antigenos, tem-se mostrado uma ferramenta poderosa na
obtencdo de anticorpos a partir do repertério génico das cadeias variaveis, 0s
quais apresentam, assim, especificidade de ligacdo pré-definida (GRIFFITHS et
al.,, 1994). Bibliotecas de anticorpos obtidas por Phage Display tém sido usada
para gerar anticorpos com alta afinidade contra antigenos tumorais previamente
identificados, como CEA e c-erB-2 (BEGENT et al., 1996; OSBOUM et al., 1996;
SCHIER et al., 1996). Essa tecnologia tem se tornado popular ao criar sitios de
ligagdo com aplicabilidade em diversas areas incluindo pesquisa, medicina e
indastria farmacéutica.

Nesse estudo, foi utilizada uma biblioteca Fab a partir de transcritos obtidos
do sangue periférico de pool de pacientes com cancer de mama invasivo para a
selecdo de anticorpos especificos a céncer de ovéario. No entanto, muitos
trabalhos relatam a estreita relagcdo entre carcinoma ovariano e mamario, os quais
compartilham alguns aspectos moleculares e antigenos tumorais como BRCAL,
BRCA2 e ErbB-2 (THALIB et al., 2004; EDLICH et al., 2005; HANSEN et al., 2011;
HEYERDAHL et al., 2011).

Desta maneira, utilizando uma biblioteca de anticorpos Fab expressos na
superficie de fagos buscou-se selecionar, pela técnica de Phage Display,
fragmentos Fab tendo como alvo o peptideo sintético Syntl. Desta maneira, 0s
anticorpos selecionados poderiam ser avaliados quanto ao seu potencial
terapéutico no cancer de ovario, sugerindo ser este clone um provavel anti-
antiidiotipo do CA125 (Ab3).

O sucesso na obtencdo de fragmentos de anticorpos Fab a partir de
leucocitos e sua reatividade e especificidade contra antigenos tumorais de ovério
e pequenos peptideos, como o Syntl utilizado neste estudo, demonstra a
importancia e o poder da tecnologia de Phage Display e da possibilidade de
expressar anticorpos com alta afinidade na superficie de fagos filamentosos,

permitindo a selecdo de antigenos de interesse a baixos custos e com maior
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rapidez e simplicidade, sem a necessidade de utilizagdo da tecnologia de

producéo de hibridomas.

A estratégia aqui utilizada apresentou resultados que confirmam nossas

andlises de similaridade entre os clones selecionados e o antigeno CA125. Os

anticorpos Fab, ligantes especificos a antigenos tumorais, também mostraram

reatividade contra o peptideo Syntl, o que demonstra que ambos os ligantes

apresentam epitopos semelhantes possibilitando a ligagdo com os mesmos

anticorpos.

Antigeno
CA125

CélulasB
Idiotipo +

Abl

Idiotipos imunogénicos de
Abl induzem a formacgédo
de Ab2

Syntl

} — %y

(4 . -
( Funcionalmente miméticos

- Ab2 (ACA125)
Células B Antiidiotipodo CA125 Idiopeptideo em
Antiidiotipo + associagdo MHCII

Imunizagdo com o Ab2 pode induzir

umarespostaimune especifica Células T
contrao CA125
CD4+
Ab3 (anti-ACA125) Ab3 (anti-ACA125)

v Peptideo sintético

antiidiotipodo CA125

Figura 19: Esquema demonstrando a producdo de anticorpos anti-antiidiotipos (Ab3) especificos

ao CA125, baseado na hipotese de Nils Jerne (JERNE, 1974) e as implicag6es do peptideo Syntl

na resposta imune da paciente portadora de cancer de ovario.
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6 Conclusoes

o O presente trabalho mostrou-se eficiente na selecéo de peptideos miméticos

a proteinas tumorais ligantes a IgGs circulantes e teciduais por Phage Display;

o Os clones selecionados mostraram potencial diagnostico na distingdo entre
tumores malignos e benignos de ovario, e entre tumores malignos e bordelines, e

em combinacdo com o antigeno CA125, podem melhorar seu valor diagnéstico.

o A metodologia de Phage Display empregada neste estudo propiciou a
selecdo de anticorpos recombinantes Fab ligantes aos peptideos miméticos e
antigenos tumorais de ovéario que podem ser utilizados tanto na imunoterapia

como no diagnético do carcinoma ovariano.

o A estratégia de Phage Display, aplicada neste trabalho, propiciou a sele¢édo
de moléculas que podem apresentar potencial papel imunoterapéutico no

tratamento do cancer de ovario.
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