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RESUMO

O Céancer de Mama (CM) é o tumor mais frequentemente diagnosticado em todo o
mundo e uma das principais causas de morte entre mulheres. O diagndstico
precoce e terapias eficazes, especialmente direcionadas, sao essenciais a
sobrevida das pacientes, exigindo a caracterizagcdo molecular dos tumores. A
técnica de Phage Display (PD) é uma ferramenta versatil que permite a selegao
de peptideos bioativos potencialmente terandsticos. Nesse contexto, o presente
estudo objetivou validar os peptideos quimicamente sintetizados C3 e H2,
selecionados previamente pelo nosso grupo por PD, quanto a capacidade de
reconhecimento e ligagdo as linhagens celulares mamarias MCF-10A (n&o-
tumorigénica), MCF-7 (CM luminal), MDA-MB231 (CM triplo-negativo) e sua
potencial utilizacdo no direcionamento de drogas. Os ensaios de marcagao, por
imunofluorescéncia e citometria de fluxo, evidenciaram que ambos, destacando-
se o peptideo C3, possuem especificidade as células tumorais, especialmente do
fendtipo luminal. Um ensaio de viabilidade demonstrou que, apds o tratamento
com os peptideos, esta foi mantida acima de 90% nas células MCF-10A e MDA-
MB231, sendo levemente mais citotoxicos para a MCF-7 nas maiores
concentragdes, corroborando seu direcionamento ao subtipo luminal do CM. Em
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), observamos que a
viabilidade celular foi mantida em todas as concentragdes. Finalmente, os niveis
de IL-6 também foram avaliados por ELISA e nao foi observada modulagéo
imunoldgica mediada pelo peptideo C3. Portanto, nossos resultados sugerem que
os peptideos reconhecem as células tumorais mamarias, ndo ativando
mecanismos pro-tumorigénicos por meio da citocina IL-6, o que torna-os
potencialmente aplicaveis no direcionamento de drogas a tumores luminais da

mama.

Palavras-chave: Cancer de Mama. Subtipo Luminal. Phage Display. Peptideos

Ligantes. Ensaios in vitro.
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ABSTRACT

Breast Cancer (BC) is the most frequently diagnosed tumor worldwide and one of
the leading causes of death among women. Early diagnosis and effective
therapies, especially targeted-therapy, are essential for patient survival, requiring
molecular characterization of tumors. The Phage Display (PD) technique is a
versatile tool that allows the selection of potentially theranostic bioactive peptides.
In this context, the present study aimed to validate the chemically synthesized
peptides C3 and H2, previously selected by our group by PD, regarding their
ability to recognize and bind to mammary cell lines MCF-10A (non-tumorigenic),
MCF-7 (luminal BC), MDA-MB231 (triple-negative BC) and their potential use in
drug delivery. The staining assays, by immunofluorescence and flow cytometry,
showed that both, especially the C3 peptide, have specificity to tumor cells,
especially to the luminal phenotype. A viability assay showed that, after treatment
with the peptides, it was maintained above 90% in MCF-10A and MDA-MB231
cells, being slightly more cytotoxic to MCF-7 at higher concentrations,
corroborating its targeting to the luminal subtype of BC. In peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs), we observed that cell viability was maintained at all
concentrations. Finally, IL-6 levels were also evaluated by ELISA and no C3
peptide-mediated immune modulation was observed. Therefore, our results
suggest that the peptides recognize breast tumor cells, not activating pro-
tumorigenic mechanisms through the cytokine IL-6, which makes them potentially

applicable for delivering drugs to luminal breast tumors.

Keywords: Breast cancer. Luminal Subtype. Phage Display. Linking Peptides. In

vitro assays.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer e seus aspectos gerais

As atividades biologicas naturais de um organismo ocorrem de maneira
regulada e constante. A nivel celular e tecidual, a manutengdo do equilibrio é
assegurada pelo controle fino do inicio ou da progresséo do ciclo celular, bem
como da producéo e da liberagao de fatores de crescimento (GAO; LIU, 2019). No
entanto, esta estabilidade fisiologica pode ser perturbada, promovendo o
surgimento de diferentes enfermidades, incluindo o céncer (TYSNES; BJERKVIG,
2007).

O termo cancer é empregado para designar um grupo de doengas que
apresentam crescimento celular anormal e replicagdo desordenada (ROY;
SAIKIA, 2016). As células transformadas possuem caracteristicas que favorecem
0 seu desenvolvimento, como o aumento dos sinais de proliferacao e de invaséo,
o surgimento de metastases, a imortalidade replicativa, a indugao a angiogénese
€ 0 escape a supressores tumorais e a morte celular (HANAHAN; WEINBERG,
2000). A reprogramacao do metabolismo energético e a evasao a resposta imune
propiciam o aparecimento de novas lesbes genéticas, o que promove O
agravamento da instabilidade genémica e do processo inflamatério (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Além disso, caracteristicas emergentes, sendo estas o
desbloqueio de plasticidade fenotipica, a reprogramagdo epigenética nao
mutacional, os microbiomas polimorficos e as células senescentes, foram
recentemente propostas como novas marcas para a compreensao das neoplasias
malignas (HANAHAN, 2022).

Fatores intrinsecos e extrinsecos sao relacionados a etiologia de
neoplasias malignas. Molecularmente, sdo descritas mutagdes, translocacdes
cromossOmicas, amplificagdes de genes e modificagdes epigenéticas
(WHITEMAN; WILSON, 2016). Essas mudancas sao desencadeadas e/ou
potencializadas pela exposi¢cdo a agentes ambientais, como radiagdes ionizantes
€ nao ionizantes, produtos quimicos e microrganismos (WU, S. et al., 2018).

Ainda, destacam-se os habitos e comportamentos danosos, como sedentarismo,



tabagismo, alcoolismo, obesidade e alimentagao nao-balanceada
(LEWANDOWSKA et al., 2019). A hereditariedade, o histérico familiar e a etnia
também sao preponderantes para o surgimento da doenga (RAHMAN; SURESH,;
WALY, 2018). Apesar de sua gravidade, a maioria dos canceres apresenta
desenvolvimento inicial lento, indolente e assintomatico (WELCH; BLACK, 2010).
No entanto, a detecgao tardia faz com que grande parte dos casos evolua da fase
pré-clinica para a fase clinica, o que torna imprescindivel a busca por métodos de

diagndsticos rapidos, precisos e pouco invasivos.

1.2 Os desafios no diagnéstico de neoplasias malignas

Multiplas abordagens sao necessarias para o diagndstico confiavel de
doencas complexas como o cancer. Atualmente, exames fisicos, de imagem e
laboratoriais ja sao consolidados. A triagem por meio de exames fisicos,
rotineiramente realizados na pratica clinica, atua investigando mudancas nas
caracteristicas habituais de ganglios, glandulas e 6rgdos, como a tireoide,
cavidade oral, pele, linfonodos, testiculos, prostata, colo do utero, mamas e
ovarios, por exemplo (GALE, 2018). Destacam-se a radiografia, a
ultrassonografia, a tomografia computadorizada, a tomografia por emissdo de
positrons e a ressonadncia magnética como principais metodologias de
rastreamento (SUNDIN; WILLS; ROCKALL, 2015).

Essas metodologias permitem avaliar a presencga, a localizagdao e as
dimensdes de massas solidas ou cisticas, que, supostamente, sejam tumores
com carateristicas malignas (GALE, 2018). No entanto, de modo geral, sdo
considerados exames de alto custo, desconfortaveis, que envolvem exposicao a
radiagcdes ionizantes ou a administracdo de contraste intravenoso, provocando
reagcoes adversas ou alérgicas, em alguns casos (ALKADHI; EULER, 2020;
KOBAYASHI et al., 2013). Adicionalmente, esses exames nao sdo indicados para
pessoas que apresentam obesidade, diabetes, claustrofobia, problemas renais e
que utilizam marca-passo (KLYSIK et al., 2014). Sao técnicas que necessitam da
colaboracdo dos pacientes para que evitem movimentagcbes durante o
procedimento, o que dificulta a sua realizagdo por criancas e pessoas com

doencas que ocasionam movimentos involuntarios, como Alzheimer e



esquizofrenia (PINHEIRO, 2018).

Ja nas biopsias, sdo conduzidas analises microscopicas de amostras
biolégicas, como tecidos e sangue, buscando identificar alteragbes nas
caracteristicas celulares (SINGH, 2016). E considerado o exame padrdo-ouro
para o diagnostico, com algumas limitagcbes como invasividade e analise restrita
ao fragmento e/ou a pecga excisada durante o procedimento (MARTINS et al.,
2021). Além disso, outros metodologias sdo empregados, como
imunohistoquimica, citometria de fluxo, microscopia eletrénica, hibridizagao
fluorescente in situ (FISH), reagdo em cadeia da polimerase (PCR), microarranjos,
espectrometria de massa e sequenciamento do DNA (AL-MUGDADI; SHAKUR;
SAEDI, 2020; RAI; ROY, 2014). Portanto, sdo métodos considerados sofisticados
e sensiveis, que dependem de mao-de-obra qualificada para sua execugdo e
analise dos resultados, além de maior tempo para processamento, de uma
quantidade maior de amostra e de uma segunda opinido especializada (ACS,
2015).

Independentemente da técnica adotada, parametros de sensibilidade e
especificidade sdo preponderantes. A sensibilidade diz respeito aos pacientes
diagnosticados corretamente com cancer e que, de fato, estdo em meio a
populacao doente (verdadeiros positivos). Ja a especificidade esta relacionada a
admitir corretamente aqueles que nao tém cancer entre os individuos da
populacdo ndo doente (verdadeiros negativos) (TREVETHAN, 2017). Atualmente,
nenhum meétodo oferece uma sensibilidade e especificidade de 100%. Nesse
cenario, € esperada uma faixa de sensibilidade entre 70% a 80% e especificidade
entre 60% a 70% para que o resultado seja seguro (SCHIFFMAN; FISHER;
GIBBS, 2015).

Mundialmente, os gastos econbmicos relacionados ao cancer sao
surpreendentes, somando um custo médio anual total de, aproximadamente, 1,16
trilhdo de dolares (WHO, 2018). Contudo, o diagnéstico e tratamento do cancer
foram significativamente impactados devido a pandemia por COVID-19, com a
reducao na procura por assisténcia médica, justificada pelo medo de se contrair a
doenca. Portanto, nos proximos anos, esses valores podem ainda ser mais
suntuosos, com um aumento no numero de tumores identificados em estagios

avangados (SIEGEL et al.,, 2022). De fato, o diagndstico, em estagio inicial,



viabiliza uma reducéo nos valores relacionados ao tratamento, uma vez que sao
adotadas abordagens terapéuticas menos danosas e onerosas, que melhoraram
0 prognostico e a sobrevida dos pacientes (ZHOU et al., 2017). Nesse contexto,
as taxas de cura sdo diretamente proporcionais ao rastreamento e a deteccéo
precoce das neoplasias malignas.

Atualmente, o cancer é classificado como uma das principais causas de
mortalidade no mundo (SUNG et al., 2021). Segundo a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Céancer (IARC, 2020), aproximadamente 19,3 milhdes de novos
casos da doenca foram registrados em 2020, sendo responsavel por cerca de 10
milhdes de 6bitos. No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA, 2020) é estimado, para cada ano do triénio 2020-2022,
625 mil novos casos de cancer. A excecdo do cancer de pele ndo-melanoma, o
Cancer de Mama (CM) é o mais incidente entre as brasileiras, sendo também o

tumor mais comumente diagnosticado no mundo, para ambos 0s sexos.

1.3 Cancer de Mama: aspectos clinico-patolégicos e moleculares

A mama humana € uma glandula exdcrina composta externamente por
mamilo e aréola e, internamente, por tecido adiposo, tecido conjuntivo, tecido
muscular, vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibras nervosas, Iébulos e ductos,
tendo como fungado a producao de leite (Figura 1) (JESINGER, 2014). O CM é o
mais frequentemente diagnosticado em mulheres no mundo, com
aproximadamente 2,3 milhdes de novos casos, o que representa 24,5% de todos
0s canceres que acometem o sexo feminino (WCRF, 2021). Ainda, € a causa
mais frequente de morte nessa populagdo, com aproximadamente 685 mil dbitos
estimados em 2020, correspondendo a 15,5% dos 6bitos por cancer em mulheres
(IARC, 2020). No Brasil, sao esperados 66.280 novos casos da doenca em para
cada ano do triénio 2020-2022, o que corresponde a uma taxa de incidéncia de
61,61 diagnosticos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2020).



Figura 1: Representagdo anatdbmica da mama feminina humana. (1) Caixa Toracica, (2) Musculo
peitoral, (3) Lobulos, (4) Mamilo, (5) Aréola, (6) Ductos, (7) Tecido Adiposo e (8) Pele (adaptado
LYNCH, 2006).

Assim como os demais tumores, o CM decorre de multiplas alteragdes
genéticas e eventos moleculares associados a aspectos hereditarios, ambientais
ou comportamentais (BRAGA et al., 2018). Os principais fatores de risco séo
idade avangada, menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, primeira
gestacao tardia, doengca mamaria benigna persistente, obesidade na pds-
menopausa, histérico familiar, hiperplasia atipica prévia, densidade do tecido
mamario, exposi¢cdo a radiagdo ionizante e doenga na mama contralateral
(KAMINSKA et al., 2015; MOMENIMOVAHED; SALEHINIYA, 2019). Ainda, uma
maior exposi¢ao aos hormdnios esteroides estrogénio e progesterona, os quais
sdo importantes reguladores da proliferacédo e diferenciagéo celulares, pode
ocasionar estresse hormonal, levando ao aparecimento de lesdGes pontuais
malignas no tecido mamario (CARDOSO, 2020).

Fatores genéticos sao responsaveis por, aproximadamente, 10% dos casos
de CM (BASTOS, 2019), sendo os principais genes de predisposi¢do: BRCA1
(Gene Cancer de Mama 1), BRCA2 (Gene Céancer de Mama 2), TP53 (Gene que
codifica a Proteina Tumoral 53), PTEN (Homdlogo de Fosfatase e Tensina),
CHEK?2 (Ponto de Verificagao Quinase 2), ATM (Ataxia Telangiectasia Mutada)
(MAHDAVI et al., 2019). Mutagdes nos genes supressores tumorais BRCAT e

BRCAZ2 conferem um elevado risco tanto para o desenvolvimento de tumores de



mama, quanto de ovario (SANTOS et al., 2018). Mulheres portadoras dessas
alteracbes de alta penetrancia tém, aproximadamente, 50% a 85% de
probabilidade de desenvolver CM ao longo da vida (SHIOVITZ; KORDE, 2015).

O CM pode ser classificado de acordo com a sua morfologia em
carcinomas, que acometem células epiteliais; adenocarcinomas, que se iniciam
no tecido glandular; e os sarcomas, quando identificados em células do musculo,
gordura, ou tecido conectivo (CARBONE, 2020). Histologicamente, pode ser
definido como né&o-invasivo e invasivo. No Carcinoma Ductal in situ (CDIS) as
células malignas ainda nao atingiram outros tecidos além dos ductos mamarios,
sem risco inicial de metastase (FU; GILMORE; JACOBS, 2018). Similarmente, no
carcinoma Lobular in situ (CLIS), o tumor permanece restrito aos lobulos da
glandula (WEN; BROGI, 2018).

O tipo mais comum, que compreende entre 80% e 90% do total de casos, é
o Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) (ZHAO, 2021), no qual as células tumorais
rompem a membrana basal dos ductos, atingindo o tecido adiposo subjacente e,
posteriormente, se instalam em sitios distantes através dos vasos linfaticos e da
corrente sanguinea. O segundo mais comum é o Carcinoma Lobular Invasivo
(CLI) que se inicia nos lobulos, mas que também possui o potencial de
metastizacdo e atinge 15% das pacientes (REED et al.,, 2015). Além dos tipos
mais frequentes, existem alguns tumores mamarios que exibem caracteristicas
distintas e comportamento celular e molecular particular, como os carcinomas
medular, metaplasico, apdcrino, mucinoso, lobular pleomérfico, tubular, papilar,
cribriforme, neuroenddcrino, cistosarcoma fildide, angiosarcoma e CM inflamatério
(DIECI et al., 2014; LIM et al., 2018; NASCIMENTO; OTONI, 2020).

O CM ¢é uma doenga complexa e heterogénea e o0 sucesso terapéutico
depende de seu diagnostico precoce. Atualmente, este € baseado,
principalmente, em exames de imagem, como a mamografia diagndstica,
ultrassonografia e ressonéancia magnética, além da analise microscépica do tecido
lesionado apds bidpsia (MCDONALD et al., 2016). Do ponto de vista clinico, a
analise histopatologica €& extremamente relevante, pois a identificagcdo das
caracteristicas do tumores fornece elementos para avaliar a natureza, a extensao,
a agressividade e a evolugao da doenga, definindo o progndstico e direcionando

as decisbes quanto as estratégias terapéuticas a serem adotadas (CARBONE,



2020).

Neste contexto, o sistema TNM (Tumor, Node, Metastasis), desenvolvido
em 1958 pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC, 2004), é o mais
utilizado e preconizado. O método analisa o estadiamento das lesbes mamarias
conforme tamanho do tumor primario em sua maior dimensdao (T), o
comprometimento de ndédulos linfaticos (N) e auséncia ou presenca de
metastases (M) (Tabela 1) (BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2017).

Tabela 1: Estadiamento dos tumores mamarios conforme o sistema TNM (Tumor, Node,
Metastasis) (Adaptado UICC, 2004).

Aspecto avaliado Descrigao
TX Tumor primario n&o pode ser avaliado
T0 Nao ha evidéncia de tumor primario
Tamanho Tumoral T1 Tumor < 2 cm em sua maior dimenséo
(T) T2 Tumor > 2 cm e <5 cm em sua maior dimensé&o
T3 Tumor > 5 cm em sua maior dimensao
T4 Tumor de qualquer tamanho com extensao direta a

parede toracica ou a pele

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
Comprometimento N1 Metastase em linfonodos axilares, homolaterais e
Linfonodal (N) moveis
N2 Metastase em linfonodos axilares, homolaterais e
fixos

Metastase em linfonodos infra claviculares,
N3 homolaterais, com ou sem envolvimento de
linfonodos axilares.

A presenca de metastase a distancia ndo pode ser

. MX .
Metastase (M) avaliada
MO Auséncia de metastase
M1 Presenca de metastase

Com relagéo ao grau histolégico, 0 método de avaliagao mais utilizado é o
de Nottingham, que corresponde a classificagdo de Scarff, Bloom, Richardson
(ELSTON; ELLIS, 1991). A técnica indica o nivel de diferenciagdo da peca



cirurgica e é calculado de acordo com uma avaliagdo semiquantitativa das
caracteristicas morfolégicas do tecido como a formagao tubular (se o tumor se
encontra indiferenciado, formando blocos celulares sélidos); pleomorfismo nuclear
(o quanto difere de uma célula normal) e contagem mitética (taxa de proliferagao
das células tumorais). Sao assim definidas trés categorias: Grau 1, em que as
células mostram crescimento lento e se assemelham ao tecido mamario normal
(bem diferenciado); Grau 2, com células apresentando caracteristicas histolégicas
moderadamente diferenciadas (intermediario); e Grau 3, em que ha a perda das
caracteristicas originais e as células crescem de forma agressiva e invasiva
(pouco diferenciado). O estadiamento histolégico esta relacionado a sobrevida
das pacientes, pois tumores menos diferenciados sao diretamente associados a
um pior prognostico (HARBECK et al., 2019).

A analise dos perfis de expressao génica também permite classificar o CM
a nivel molecular (PEROU et al., 2000). Essa apresenta valor progndstico e é
imprescindivel para a escolha do tratamento, juntamente com as variaveis clinico-
patolégicas (CINTRA et al, 2012). Em 2013, durante o 13th St. Gallen
International Breast Cancer Conference foi proposta uma categorizagao
simplificada, conforme a expressdao de marcadores especificos. Avalia-se a
expressao do receptor de estrogénio (RE), do receptor de progesterona (RP), do
fator de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2) e do marcador de
proliferacdo celular Ki-67 por imuno-histoquimica. Nesse contexto, os tumores
mamarios sao classificados em quatro subtipos moleculares principais: Triplo-
Negativo (TN), HER2-enriquecido, Luminal A e Luminal B (UNTCH et al., 2013).

O subtipo TN é caracterizado pela auséncia de RE, RP e HER2 (MAROTTI
et al., 2017). Biologicamente mais agressivo, carece de tratamento especifico que
abranja sua heterogeneidade. Portanto, cirurgia, quimioterapia e radioterapia sdo
as opgoes de tratamento sistémico nos estagios iniciais e avangados da doencga
(BIANCHINI et al., 2016). As paciente portadoras de tumores deste subtipo
possuem uma maior tendéncia ao surgimento de metastases e apresentam uma
menor sobrevida apds o primeiro evento metastatico (KUMAR; AGGARWAL,
2016). Além disso, o tumores TN acometem principalmente mulheres jovens, com
menos de 50 anos de idade, e correspondem a cerca de 15% a 20% dos casos
de CM (VULCZAK, 2018).



O subtipo HERZ2-enriquecido, definido pela superexpressao deste
oncogene na superficie de suas células, é negativo para os receptores hormonais.
Os tumores tendem a crescer mais rapidamente que aqueles positivos para RE e
RP e apresentam pior prognostico (TYANOVA et al., 2016). Contudo, com o
advento do medicamento Trastuzumab, anticorpo monoclonal especifico ao sitio
extracelular do HERZ2, o tratamento para essas pacientes avangou drasticamente,
controlando a progressdo da doenga. A resposta a terapia alvo, isolada ou
combinada a quimioterapia adjuvante, beneficia tanto na sobrevida livre de
doenca quanto na sobrevida global, sendo similar a observada em tumores de
melhor progndstico (WOLFF; TUNG; CAREY, 2019).

O CM Luminal A (LA) apresenta caracteristicas das células epiteliais
luminais da mama, sendo RE positivo, RP positivo (220%), ndo expressa HER2 e
apresenta baixos niveis de Ki-67 (<14%) (ROCCA et al., 2015). Sdo tumores
considerados de baixo grau e tendem a crescer lentamente, com um curso clinico
mais indolente e, geralmente, com menor comprometimento linfonodal. Seu
progndstico e taxa de sobrevida séo favoraveis em relagdo aos demais subtipos
(GAO; SWAIN, 2018). A terapia hormonal é efetiva, tanto com moduladores
seletivos do receptor de estrogénio, quanto com inibidores da aromatase
(NASCIMENTO; OTONI, 2020).

O CM Luminal B (LB) apresenta menor expressao de receptores hormonais
(RE e RP), altos niveis de Ki-67 (>14%) e podem ou ndo expressar a proteina
HER2 (CHEANG et al., 2009). Geralmente, este subtipo esta associado a um pior
prognostico e a uma alta taxa de recorréncia em relacdo do subtipo LA
(WEIGELT; GEYER; REIS-FILHO, 2010). Dessa forma, os subtipos luminais
diferem em sua complexidade gendmica, alteragdes genéticas, progndstico e
resposta a terapia hormonal (VUONG et al., 2014).

A hormonioterapia € recomendada para pacientes com tumores mamarios
que expressam o0s receptores hormonais, exercendo seus efeitos de forma
gradual e com reacdes adversas leves (GROUP, 2005). Essa terapia costuma ser
aplicada por longos periodos, geralmente de 5 a 10 anos, a menos que o tumor
se torne refratario a terapia endécrina (ROMOND et al., 2005; TREMONT,; LU;
COLE, 2017). Multiplos mecanismos responsaveis pela resisténcia a terapia

hormonal tém sido propostos e incluem: (i) a diminuigdo da expresséao do REq; (ii)



expressdao de isoformas truncadas; (iii) modificagdes pos-traducionais; (iv)
mutacdes que afetam a atividade do receptor e (v) alteragdes no ciclo e
sobrevivéncia celulares e em moléculas de sinalizagdo (OSBORNE; SCHIFF,
2011).

Essa realidade promoveu a busca por melhores estratégias de tratamento
capazes de superar a resisténcia, como terapias combinadas, terapia-alvo e
imunoterapia (RANI et al., 2019). Dessa forma, os avancos na medicina molecular
e a construgdo de bibliotecas de fagos tém sido amplamente utilizados para a
selecdo de ligantes com alta afinidade, o quais podem ser usados para melhor
diagnosticar a doenca ou direcionar drogas capazes de conter o avango das
células malignas (DEWAN et al., 2009; GANDRA et al., 2013).

1.4 Seleg¢ao de moléculas bioativas por Phage Display

Criada por Smith em 1985, a técnica de Phage Display (PD) € uma
ferramenta biotecnoldgica inovadora e em nitida expansao. A importancia dessa
tecnologia foi confirmada apds a conquista do Prémio Nobel de Quimica em 2018
(BARDERAS; BENITO-PENA, 2019). Reconhecida como uma das grandes
revolugdes da biologia molecular, possui importante aplicagdo em diversas areas
das biociéncias, como imunologia, oncologia, neurobiologia, eletrénica
nanoestruturada, biossensorizagdo e agricultura (OMIDFAR; DANESHPOUR,
2015). A metodologia € baseada na utilizacdo de bacteriéfagos filamentosos
modificados geneticamente que expressam peptideos recombinantes em sua
superficie e interagem, na sua conformagéo nativa, com moléculas-alvo (SMITH,
1985).

O bacteriofago filamentoso M13 é frequentemente utilizado como veiculo
de clonagem de expressao. Possui genoma circular com DNA fita simples de
aproximadamente 6400 pb e codifica 11 genes diferentes. Estes sao traduzidos
em proteinas funcionais, necessarias para a replicagdo e montagem do fago
(genes I, II, IV, V, X, Xl), e em proteinas estruturais do capsideo (plll, pVI, pVII,
pVIll e pIX) (WEN; YUAN, 2021). Os genes que codificam as moléculas de
interesse estdo, geralmente, em fusdo a um dos genes que codificam as

proteinas plll ou pVIIl. Cada particula M13 tem de 3 a 5 cépias da plll. Ja a
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proteina de revestimento pVIII apresenta cerca de 2700 cépias (SIOUD, 2019). A
pVIll fornece uma ampla exibicdo multivalente, enquanto a plll possibilita a
descoberta de ligantes com alta afinidade, e ndo apenas daqueles que se
destacam por sua avidez (CABILLY, 1999).

Esses virus utilizam a estrutura conjugativa do pilus F de bactérias gram-
negativas E. coli como receptores para iniciar a infeccdo, para que, entao,
repliquem seu DNA e expressem as proteinas do capsideo (PETRENKO, 2018).
Os novos fagos sao produzidos e montados no espago periplasmatico das células
bacterianas e a secrecao é feita em regides especificas da membrana, por meio
de um processo que nao causa a morte da bactéria hospedeira (ciclo lisogénico),
0 que permite uma alta producdo de novas particulas virais (BENHAR, 2001).

Para a execucdo da técnica de PD é realizado o biopanning, ou
biosselecdo (Figura 2), em que a biblioteca contendo bilhdes de peptideos
randdmicos € incubada com as moléculas-alvo, sendo em sua maioria
imobilizadas em wuma superficie solida, como placa de microtitulacao,
microesferas magnéticas, resinas e membranas (BAZAN; CALKOSINSKI,
GAMIAN, 2012). Células inteiras, 6rgaos ou tecidos também podem ser utilizados
como alvos, evidenciando a versatilidade da técnica na identificagcdo de ligantes
frente & complexidade e heterogeneidade do organismo vivo (BABICKOVA et al.,
2013; BRADBURY; MARKS, 2004). Apos a incubagcdo com o alvo, a solugao é
lavada repetidas vezes para excluir os fagos fracamente ligados. Ao final de cada
ciclo, os clones dos fagos de interesse sao eluidos (competitivamente ou em
solugao acida), para que sejam recuperados, titulados, amplificados e submetidos
a um novo round (ciclo), visando o enriquecimento de suas sequéncias. S&o
necessarias cerca de trés a cinco rodadas para que os melhores fagos sejam
selecionados. Apds esse processo, as sequéncias de DNA sao obtidas por
sequenciamento e analisadas afim de identificar os aminoacidos presentes nos
clones e, consequentemente, para a sintese quimica dos peptideos, com
modificagcdes conforme os experimentos de validagdo a serem realizados e aos
objetivos do estudo (SAW; SONG, 2019).
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Figura 2: Representagdo esquematica do processo de biopanning. Durante o ciclo de selegéo, a
biblioteca de fagos exibindo peptideos é exposta a um antigeno (alvo) para captura; os fagos néo
ligados sdo removidos por lavagem sucessiva e os fagos ligados sao eluidos e amplificados em
Escherichia coli.

A selecdo in vivo também pode ser empregada, conduzida em
camundongos, com a posterior analise de 6rgaos especificos (PASQUALINI;
RUOSLAHTI, 1996), ou diretamente no corpo humano, conforme legislagcao
especifica. Nesses casos, sao identificados marcadores moleculares
potencialmente aplicadveis a entrega direcionada de medicamentos e ao
diagnostico utilizando agentes de imagem (SOENDERGAARD; NEWTON-
NORTHUP; DEUTSCHER, 2014).

Essa metodologia € notéria, uma vez que ha uma direta relagdo entre o
fendtipo exibido pelo peptideo apresentado e o gendtipo codificante clonado no
DNA viral (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016). A validagao de clones selecionados
inclui diferentes abordagens, como imunocoloracdo, PCR quantitativa,
biodistribuicdo, imagem in vivo e atividade enzimatica. A identificacdo do alvo,
quando necessaria, pode ser realizada por meio da combinagdo de cromatografia
de afinidade ou ensaio com espectrometria de massa (BABICKOVA et al., 2013).
Além disso, é uma técnica versatil por permitir reconhecer interagcdes entre

proteinas, mapear dominios e epitopos, identificar receptores da superficie
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celular, mimetizar ligantes naturais e interagir com complexos fisiolégicos
(OMIDFAR; DANESHPOUR, 2015).

O interesse exponencial na aplicacdo de abordagens nanotecnoldgicas,
como o PD, no campo da oncologia esta relacionado ao diagndstico imagiolégico
e ao potencial vacinal e terapéutico. Dessa forma, com a ampla aprovacao de
moléculas funcionais pela U.S. Food and Drug Administration, o uso de peptideos
cresceu substancialmente (SLIWKOWSKI; MELLMAN, 2013), com mais de 40
medicamentos ja derivados da tecnologia (NIXON; SEXTON; LADNER, 2014).
Além disso, varios peptideos isolados de bibliotecas de fagos estdo em estudos
pré-clinicos ou clinicos e mais de 60 peptideos terapéuticos ja foram aprovados
por esta agéncia regulamentadora (RAHBARNIA et al., 2017). De modo geral, os
medicamentos peptidicos representam uma proporgéo significativa do mercado
farmacéutico, com vendas mundiais de mais de US$ 70 bilhdes em 2019, um
aumento de mais de duas vezes em comparagdao com 2013 (WANG, L. et al.,
2022).

1.4.1 Peptideos como direcionadores de drogas

Drogas tradicionais possuem diversas limitagdes, incluindo sua
inespecificidade, dificuldade em alcancgar o sitio de interesse e rapida degradagao
e eliminacdo do organismo (GAGLIARDI et al., 2021; PATRA et al., 2018). Estas
podem ser superadas por meio de estratégias baseadas no direcionamento
molecular, em sistemas personalizados e otimizados de tratamentos. Nesse
contexto, anticorpos sao rotineiramente empregados, mas também enfrentam
problemas relacionados a imunogenicidade, elevado peso molecular (~150 KDa)
e depuracdo nao especifica pelo sistema reticuloendotelial e figado, resultando
em baixa difusdo passiva através das membranas e toxicidade sistémica limitante
da dose (LIU et al., 2021). Portanto, a aplicagdo de compostos macromoleculares
€ limitada ao endotélio vascular tumoral e a malignidades hematologicas (WU,
2021).

Peptideos bioativos, por sua vez, sdo considerados seguros, com baixa
imunogenicidade e metabdlitos nao-téxicos (AHRENS; BELLMANN-SICKERT;
BECK-SICKINGER, 2012). Seu baixo peso molecular proporciona uma maior
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penetracdo em tecidos, resultando em melhores efeitos antitumorais, com menor
custo de produgdo e com sintese e modificacdo facilitadas (HOCK et al., 2015).
Os métodos atuais para aumentar a meia-vida de drogas peptidicas e melhorar
sua entrega incluem a ciclizagdo, a manipulagdo das sequéncias de aminoacidos,
0 acoplamento a nanoparticulas e a conjugacao a polimeros naturais ou sintéticos
(HOPPENZ; ELS-HEINDL; BECK-SICKINGER, 2020).

Os conjugados peptideo-droga (PDCs) sdo uma importante classe de
agentes terapéuticos que combinam uma ou mais drogas com um peptideo curto
por meio de um ligante biodegradavel. Estes podem ser divididos em duas
categorias: peptideos de penetracdo celular (CPPs) e peptideos de
direcionamento de células (CTPs). Os CPPs, carregados positivamente, se ligam
preferencialmente a membrana de células cancerigenas, as quais se apresentam
com carga negativa superior as células normais (LIU et al., 2021). A descoberta
dos CPPs tem sido uma ferramenta importante na administragao intracelular de
drogas, proteinas, segmentos de acido nucleico (DNA, RNA e oligonucleotideos
antisense) e agentes de contraste de imagem (GUI et al., 2020). Os CTPs
permitem a entrega de conjugados a um tipo celular especifico, poupando as
demais células dos efeitos citotoxicos do farmaco. Os CTPs podem exercer seu
efeito na membrana celular ou a partir da ligacdo ao seu alvo molecular,
resultando na internalizagdo do complexo peptideo-droga (LI et al., 2021).

A grande area de superficie de nanoestruturas permite que estas sejam
decoradas com varias copias de um mesmo peptideo de interesse ou de
diferentes sequéncias em um unico construto, promovendo uma maior afinidade
de ligacdo e uma maior eficacia terapéutica, sobretudo em tumores (JEONG et
al., 2018). Diversos nanomateriais funcionalizados com peptideos ja foram
desenvolvidos para a entrega de farmacos e para aprimorar sistemas de imagens
(LI et al., 2021). Podem ser utilizados como carreadores de drogas citotoxicas,
hormonios e radionuclideos, com o intuito de aumentar a estabilidade quimica,
prolongar a circulagdo dos compostos e promover a entrega de medicamentos
(THUNDIMADATHIL, 2012).

Dessa forma, os peptideos bioativos sdo considerados alternativas
promissoras para diagnostico e tratamento do cancer devido a sua maior

diversidade, especificidade e capacidade de direcionamento (ALDEGHAITHER;
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SMAGLO; WEINER, 2015). Diversos peptideos selecionados por PD foram
identificados para diferentes tipos de canceres, incluindo o de esbéfago, ovario,
coélon, bexiga, estdbmago, prostata, pancreas, mama, figado e pulmao (ZHANG et
al., 2014; WANG et al., 2016; HOU et al., 2018; PENG et al., 2018; SAHIN et al.,
2018; WADA et al., 2019; SAR; FRANCO; SOENDERGAARD, 2020; YAN et al.,
2021; YU et al., 2021; LIU et al., 2021).

Dubikovskaya e colaboradores (2008) conjugaram o agente terapéutico
Paclitaxel (PTX) ao peptideo octaarginina através de um ligante biorredutivel. Os
conjugados exibiram atividade significativamente aumentada contra células
malignas resistentes ao medicamento em modelos animais de cancer de ovario
(DUBIKOVSKAYA et al, 2008). Seguindo o mesmo principio, Xiong e
colaboradores (2005) fundiram o peptideo RGD (Arginina-Glicina-Aspartato) na
superficie de lipossomas estericamente estabilizadas (SSL) carregados com
Doxorrubicina (DOX). Como resultado, o RGD-SSL-DOX aumentou a eficacia
deste farmaco contra células de melanoma murino e humano cultivadas in vitro,
bem como em tumores cultivados in vivo em camundongos (XIONG et al., 2005).

Em outro estudo, a DOX foi conjugada a um peptideo hibrido de
direcionamento duplo (T10-ERK-DOX), composto por um peptideo de ligacédo a
TfR e um inibidor de quinase regulada por sinal extracelular (ERK). O sistema
reverteu a resisténcia de células tumorais a droga e restaurou a citotoxicidade da
DOX, interferindo no efluxo de droga e induzindo apoptose. Ainda, foi observado
que a estratégia de multiplos alvos empregada produziu aumentou a eficacia e
causou menos suscetibilidade a resisténcia a DOX (SHENG; YOU; CHEN, 2016).

De fato, a tecnologia de PD representa um campo de pesquisa dinamico,
em virtude de sua simplicidade, alta eficiéncia, menor custo de produgédo em larga
escala e melhor penetragao em tecidos (TAN et al., 2016). Seu uso expande os
horizontes para a descoberta de peptideos que atuam como agentes
direcionadores, com agédo nas moléculas envolvidas na transformacdo maligna,
progressdo de tumores e na identificacdo de subtipos especificos de células
tumorais (SILVA, 2017).

Nanoparticulas carregadas de PTX foram acopladas com o peptideo F3
conjugado a maleimida - polietileno glicol- acido polilatico (mal-PEGPLA). A

absorcao e acumulo de PTX pelas células MCF-7 controlou a proliferacdo tumoral
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ao induzir a parada do ciclo celular. Além disso, F3-NP-PTX mostrou uma eficacia
antitumoral proeminente em comparagdo com nanoparticulas nao direcionadas
(NP-PTX), evidenciando seu potencial como um sistema de liberagcdo de drogas
de direcionamento eficaz para o tratamento do CM (CAl et al., 2020).

Pacientes com CM Luminal sdo negligenciadas quanto a busca de novas
abordagens terapéuticas, uma vez que a terapia hormonal é amplamente
difundida e padronizada (BARCHIESI et al., 2020). Contudo, muitas pacientes
refratam ao tratamento e vias de escape s&o ativadas, promovendo a
sobrevivéncia das células tumorais (BARKER et al., 2015). Nesse contexto, os
tumores avangam, com quadros de recidiva, pior prognéstico da doenga e
limitadas chances de cura (HANKER; SUDHAN; ARTEAGA, 2020). As decisdes
terapéuticas para os tumores luminais necessitam ser assertivas e precoces,
substituindo ou complementando os tratamentos atuais. Portanto, € de suma
importancia a identificagdo de peptideos que atuem como protétipos de alvos
terapéuticos, de plataformas de diagnostico e de tratamento customizado
especifico, culminando no desenvolvimento e a validacdo de terapias

direcionadas, eficazes, seguras e com custo-beneficio satisfatorio.
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2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de reconhecimento e ligacédo de peptideos sintéticos
selecionados por PD a antigenos de CM para provavel atuacdo como

direcionadores de drogas.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o reconhecimento dos peptideos biotinilados C3 e H2 as linhagens
celulares mamarias MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB231 através de ensaios de
marcacgao;

- Estabelecer a correlagao entre o perfil de marcagdo dos peptideos e o subtipo
tumoral luminal;

- Avaliar citotoxidade dos peptideos em linhagens celulares mamarias e em
PBMCs; e

- Avaliar a capacidade do peptideo nao-biotinilado C3 em modular a resposta

imunoldgica por meio da producgao de IL-6.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese dos peptideos

Os peptideos lineares, denominados C3 e H2 (Tabela 3), previamente
selecionados por Silva (2017), foram sintetizados quimicamente com pureza
>95% (GenScript Biotech). Em um primeiro momento, para ensaios de marcagao,
foram utilizados peptideos acetilados em sua porgao N-terminal e biotinilados em
sua porgao C-terminal. Posteriormente, foi sintetizado quimicamente o peptideo
C3 sem a presenca da sequéncia de biotina, contendo uma acetilagdo em sua
porcao N-terminal e uma amidacdo em sua por¢ao C-Terminal para experimentos

relacionados a resposta celular.

Tabela 2: Sequéncias de aminoacidos correspondentes aos peptideos C3 e H2.

Peptideos Sequéncias de aminoacidos
C3 PPFYTAPGWGGGSAETVESCL
H2 FSQATGRSPTTLGGGSAETVESCL

3.2 Cultivo celular

Foram mantidas em cultura a linhagem n&o-tumorigénica MCF-10A e as
linhagens tumorais mamarias MCF-7 (fendtipo luminal) e MDA-MB231 (fenétipo
triplo-negativo). A linhagem MCF-10A foi mantida em meio DMEM-F12 (Gibco),
enriquecido com 20 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF) (Gibco), 0,5
pg/mL de hidrocortisona (/nvitrogen), 10 pyg/mL de insulina (/nvitrogen), 0,1 pg/mL
de toxina colérica, 50 ug/mL de gentamicina (Cultilab) e 10% de soro fetal bovino
(FBS) (Gibco). As linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB231 foram cultivadas em
meio IMDM (Gibco), suplementado com 10% de FBS e 50 ug/mL de gentamicina.
As linhagens foram cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de COg2, mantidas
livres de micoplasma e autenticadas por Repetigdes Curtas em Tandem (STR). O
meio de cultivo foi trocado em dias alternados até que fosse obtido 80% de

confluéncia.

18



3.3 Imunofluorescéncia

As células de cada uma das trés linhagens foram cultivadas em placas de 6
pogos (Falcon), sobre laminulas quadradas (Precision® Glass Line) por 24 horas.
Em seguida, o meio de cultivo foi descartado, as células foram lavadas com PBS
1X (Tampao Fosfato-Salino, Na2zHPO4 1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, 137 mM NaCl e
2,7 mM KCIl em pH 7,4) e fixadas com paraformaldeido (PFA) a 4% por 25 min em
temperatura ambiente (TA). As células foram novamente lavadas com PBS 1X e
incubadas com glicina 0,1 M por 10 min a TA. Posteriormente, foi realizada outra
lavagem com PBS 1X e as células foram incubadas por 16 horas a 4°C com os
peptideos C3 ou H2 biotinilados (100 ng/mL) diluidos em tampao de lavagem
(PBS 1X, BSA 1% e Azida Sddica 0,1%). Transcorrido esse periodo, as células
foram lavadas com PBS 1X e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a
enzima estreptavidina marcada com Alexa-Fluor (Estreptavidina-Alexa Fluor 488,
1:500, S32354, Invitrogen) por 1 h a TA. Os controles das reagdes foram
realizados pelo tratamento das laminas: (i) com somente tampao de lavagem
(PBS 1X, BSA 1% e Azida Sddica 0,1%), (i) sem os peptideos e (iii) com as
células sem e com o anticorpo secundario. Apds a preparagao das laminas, estas
foram observadas em microscopio confocal (ZEISS LSM510) e analisadas pelo
seu respectivo software (ZEISS ZEN lite).

3.4 Citometria de fluxo

Apods 80% de confluéncia, as células foram desagregadas enzimaticamente
e centrifugadas por 5 min a 200 xg. O sobrenadante foi descartado, as células
ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura e contadas utilizando o reagente azul
de tripano 0,1%. Em seguida, foram adicionadas 1x108 células de cada linhagem
em tubos para citometria de fluxo (Sarstedt), com posterior fixacdo em PFA a 4%
por 25 min em TA. Transcorrido esse periodo, as células foram lavadas 2X com
tampao de lavagem (PBS 1X, BSA 1% e Azida Sédica 0,1%), e incubadas por 16
horas a 4°C com o peptideo C3 ou com H2 biotinilados (100 ng/mL) diluidos em

tampao de lavagem. As células foram, entdo, lavadas 2X e incubadas com
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Estreptavidina- Alexa Fluor 488 (1:500) por 1 hora a TA. Apds lavagem por 2X, as
células foram ressuspendidas em tampdo de lavagem para aquisicado pelo
citbmetro de fluxo Accuri™ C6 (BD Biosciences) e analisadas pelo software FloJo
VX (BD Biosciences).

3.5 Ensaio de citotoxicidade em linhagens celulares mamarias

A viabilidade das células tratadas com os peptideos C3 e H2 foi
determinada pelo ensaio de Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT) (M6494, Invitrogen) (MOSMANN, 1983). Apds a confluéncia, as
células foram desagregadas enzimaticamente e centrifugadas por 5 min a 200 xg.
O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de seus
respectivos meios de cultivo para a contagem utilizando azul de tripano 0,1%. Em
uma placa de 96 pogos (Cralplast) foram adicionadas 2x10* células/pogo em um
volume de 100 uL de meio de cultura completo com incubacéo a 37°C e 5% CO2
por 24 horas para a aderéncia. Em cada placa, foram incluidos o controle
negativo (meio de cultura sem tratamento) e o branco (pogos com apenas 0 meio
de cultura correspondente). As concentragdes dos peptideos C3 e H2 utilizadas
foram: 1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 ug/mL, 2
pg/mL e 4 pg/mL.

A placa foi mantida durante 48 horas a 37°C e 5% CO2. Apds incubacao,
foram adicionados 20 yL de MTT (5 mg/mL) por poco e mantido por 4 horas. Em
seguida, as placas foram retiradas da incubadora para adigdao de 50 uL por poco
de solucao de SDS/DMF (dodecil sulfato de sddio 20%, N-dimetil-formamida 50%)
e mantidas por 16 horas. Por fim, foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm
em espectrofotometro (Multiskan™ GO). Os calculos de viabilidade celular foram

realizados utilizando a formula abaixo:

(AT-AB)

Viabilidade (%) = m X

100

AT = Absorbancia da Amostra

AB = Absorbancia do Branco (apenas meio de cultura)
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ACN = Absorbancia do Controle Negativo de morte (células n&o tratadas)

3.6 Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O sangue periférico de voluntarios saudaveis, sem sintomas inflamatérios e
nem o uso de anti-inflamatérios nos 15 dias anteriores ao experimento, foi
coletado em tubos plasticos heparinizados e centrifugados por 20 min a 300 xg
em TA. Em um tubo cénico contendo 8 mL de PBS 1X, foi pipetado o anel
leucocitario, o qual foi homogeneizado levemente por inversdo. Essa diluicao foi
gentiimente adicionada sobre 6 mL de Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich) em um
novo tubo cdnico, e centrifugada por 20 min a 300 xg em TA. A fase contendo as
PBMCs foi coletada e transferida para um novo tubo cbnico. As células de
interesse foram lavadas com PBS 1X e centrifugadas por 10 min a 300 xg em TA
e mantidas em meio RPMI-1640 (Gibco) suplementado com 10% FBS. A
contagem foi realizada em camara de Neubauer utilizando azul de tripano 0,1% e,
posteriormente, as células foram tratadas com o peptideo C3 sintético. O estudo
foi conduzido de acordo com a Declaracéo de Helsinque e o Comité de Etica da
Universidade Federal de Uberlandia aprovou todos os procedimentos (n°
4.100.044/2020). O termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por

todos os participantes.

3.7 Ensaio de citotoxicidade em PMBC

A viabilidade das PBMC tratadas com o peptideo C3 foi determinada pelo
ensaio de MTT. Em uma placa de 96 pocos foram adicionadas 2x10* células/pogo
em um volume de 100 pL de meio de cultura RPMI-1640 (Gibco). Em cada placa,
foram incluidos o controle negativo e o branco conforme anteriormente. As
concentragbes do peptideo C3 (ndo-biotinilado) utilizadas foram: 10 ng/mL, 100
ng/mL e 1 pg/mL.

A placa foi mantida durante 24 e 48 horas a 37°C e 5% CO2. Apods
incubacao, foram adicionados 20 yL de MTT (5 mg / 1 mL PBS 1X) por poco e
mantido por 4 horas. Em seguida, 50 pyL de solugdo de SDS/DMF foram

adicionados em cada poco e a placa mantida a 37°C em atmosfera de 5% de CO2
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por 16 horas. Por fim, foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm em
espectrofotdmetro (Multiskan™ GO). Os calculos de viabilidade celular foram

realizados utilizando a férmula abaixo:

(AT -AB)

Viabilidade (%) = (/A\CN—-AB) X

100

AT = Absorbancia da Amostra
AB = Absorbancia do Branco (apenas meio de cultura)

ACN = Absorbancia do Controle Negativo de morte (células nao tratadas)
3.8 Deteccao de Interleucina-6 (IL-6)

As PBMCs obtidas de voluntarios saudaveis e as linhagens celulares MCF-
10A, MCF-7 e MDA-MB231 foram tratadas com o peptideo C3 nao-biotinilado por
48 horas nas concentragées de 10 ng/mL, 100 ng/mL e 1 pg/mL. Apds a
incubagdo, as amostras de sobrenadante foram coletadas para analise dos niveis
de IL-6 por meio do Ensaio de Imunoabsorcéo Enzimatica (ELISA) utilizando o kit
Human IL-6 ELISA (5655220, OptEIA™, BD), conforme as recomendacgbes do

fabricante. Todas as quantificacdes foram realizadas em ftriplicata.
3.9 Analises estatisticas

Foi utilizado o programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software) para a
andlise dos resultados e consideradas diferengas estatisticamente significantes
quando P<0,05. Apés confirmacéao da distribuicdo normal dos dados pelo teste de
Kolmogorov—Smirnov os dados foram submetidos a analise de variancia

univariada One-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey ou Dunnet.
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4 RESULTADOS

Em um primeiro momento, ensaios celulares foram realizados para melhor
compreender o comportamento dos peptideos biotinilados C3 e H2 no CM. A
especificidade em MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB231 foi confirmada por
microscopia de fluorescéncia, validando o reconhecimento e a ligagdo dos
peptideos as células mamarias.

A Figura 3 mostra que a marcagao observada por microscopia confocal foi
mais intensa em MCF-7 e menos intensa em MCF-10A e MDA-MB231, para
ambos os peptideos, confirmando a especificidade dos peptideos a células
tumorais luminais. Interessantemente, o tratamento conduzido com o peptideo
biotinilado C3 apresentou marcacao celular mais acentuada quando comparado a

marcacao obtida pelo tratamento com o peptideo biotinilado H2.

Célul c3 H2 Estreptavidina C3 + Estreptavidina H2 + Estreptavidina
Sl Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488

Figura 3: Ensaio de imunofluorescéncia realizado em células mamarias nao permeabilizadas
MCF-10A (linhagem n&o tumorigénica), MCF-7 (linhagem tumoral fenotipo luminal) e MDA-MB231
(linhagem tumoral fendtipo triplo-negativo), incubadas com os peptideos biotinilados C3 e H2. Para
localizagdo fluorescente, foi utilizado o anticorpo secundario Estreptavidina-Alexa Fluor 488
(1:500). As imagens da lateral esquerda demonstram a morfologia celular sem tratamento. Como
controle negativo, as células foram incubadas apenas com os peptideos ou apenas com o
anticorpo secundario. Escala = 50 ym e 20 ym (ampliagéo).
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A fim de se confirmar a especificidade de ligagcdo de ambos os peptideos
nas linhagens celulares, foi realizado a quantificacdo de marcagao por citometria
de fluxo (Figura 4). Os resultados confirmam a especificidade dos peptideos
biotinilados C3 e H2, sendo que as células incubadas apresentaram uma
marcagado mais acentuada quando comparadas aos controles experimentais.
Estes incluiram células nado incubadas com os peptideos, células incubadas
apenas com os peptideos e células incubadas apenas com o anticorpo
secundario (Figura 4A).

A Figura 4B demonstra a porcentagem de marcacgao positiva das células de
cada linhagem. O peptideo biotinilado C3 diferencia de forma estatisticamente
significativa a linhagem n&o-tumorigénica e as linhagens tumorais mamarias. A
porcentagem de marcagao positiva € 3 vezes superior em MCF-7 e 2,7 vezes em
MDA-MB231 em relacdo a MCF-10A. Para este peptideo, observa-se também
uma marcacgao positiva mais intensa na linhagem luminal MCF-7, corroborando
com o resultado obtido na imunofluorescéncia. Ja o peptideo biotinilado H2, foi
capaz de diferenciar a linhagem triplo-negativa MDA-MB231 das demais

linhagens.
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Figura 4. Ensaio de citometria de fluxo para confirmar o reconhecimento dos peptideos
biotinilados C3 e H2 as células MCF-10A (linhagem n&o tumorigénica), MCF-7 (linhagem tumoral
fendétipo luminal) e MDA-MB231 (linhagem tumoral fendétipo triplo-negativo). (A) Histogramas
representativos das marcagdes observadas. (B) Graficos indicando a porcentagem de células
MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB231 marcadas positivamente. A compensacao foi realizada com a
intensidade de fluorescéncia de cada peptideo marcado com o anticorpo secundario
Estreptavidina-Alexa Fluor 488 (1:500). Os resultados sdo apresentados como média + desvio
padrao de trés experimentos independentes (n=3). A significancia foi avaliada pelo teste One-Way
ANOVA com pés-teste de Tukey. *p<0,05, ***p<0,001.

Posteriormente, o teste de MTT foi conduzido por 48 horas para avaliar a
citotoxicidade dos peptideos as linhagens celulares (Figura 5). Foram utilizadas
nove diferentes concentragcdes dos peptideos biotinilados C3 (Figura 5A-B) e H2
(Figura 5C-D). Para todos os tratamentos realizados, a viabilidade celular foi
mantida acima de 90% nas linhagens MCF-10A e MDA-MB231. A linhagem MCF-
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7, quando tratada, apresentou viabilidade abaixo de 90% nas concentracdes a
partir de 1 ng/mL com efeito dose dependente para ambos os peptideos. E
possivel observar que o peptideo C3 foi levemente mais citotdxico nas maiores
concentragbes avaliadas (Figura 5A). A analise comparativa entre as
concentragbes testadas evidenciou que o peptideo C3 diminuiu a viabilidade da
linhagem MCF7 quando utilizado a partir de 1ng/mL e, para o H2, quando estas

células foram tratadas com suas trés menores concentragoes.
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Figura 5: Comparacdo da viabilidade celular das linhagens MCF-10A (linhagem n&o
tumorigénica), MCF-7 (linhagem tumoral fendtipo luminal) e MDA-MB231 (linhagem tumoral
fendtipo triplo-negativo) apés tratamento com os peptideos selecionados por Phage Display por 48
horas. (A) e (B) Tratamento com o peptideo biotinilado C3. (C) e (D) Tratamento com o peptideo
biotinilado H2. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao de trés experimentos
independentes (n=3). A significancia foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA com péds-teste de
Tukey. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001; ****p<0,0001.

Como o peptideo biotinilado C3 apresentou marcagdao celular mais
acentuada e nao diferiu ao H2 quanto a citotoxicidade, esse foi sintetizado sem a
sequéncia de biotina para ensaios relacionados a respostas imunologicas. Foram,

entdo, também utilizadas PBMCs de voluntarios saudaveis. Nestas células, o
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ensaio de MTT demonstrou que o peptideo testado nas concentragdes de 10
ng/mL, 100 ng/mL e 1 pg/mL nao afetou sua viabilidade nao diferindo do controle

sem tratamento (Figura 6).
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Figura 6: Comparacdo da viabilidade celular das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) apés tratamento durante 24 horas e 48 horas com o peptideo nao-biotinilado C3. Os
tratamentos foram avaliados utilizando o MTT e os resultados sdo apresentados como média +
desvio padrédo de trés experimentos independentes (n=3). A significancia foi avaliada pelo teste
One-Way ANOVA com poés-teste de Dunnet.

Para verificar se o peptideo é capaz de induzir ou inibir mecanismos pro-
inflamatorios, as linhagens celulares MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB231 foram
tratadas com C3 né&o-biotinilado nas concentragcdées de 10 ng/mL, 100 ng/mL e 1
Mg/mL e a produgao da IL-6 foi quantificada. O peptideo ndo induziu a producgao
desta citocina tanto nas linhagens celulares tumorigénicas quanto na linhagem

nao-tumorigénica (Figura 7).
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Figura 7: Andlise da producdo de Interleucina-6 (IL-6) nas linhagens MCF-10A (linhagem néo
tumorigénica), MCF-7 (linhagem tumoral fenétipo luminal) e MDA-MB231 (linhagem tumoral
fenétipo triplo-negativo) apés estimulacdo por 48 horas com o peptideo nao-biotinilado C3. Os
tratamentos foram avaliados utilizando o teste de ELISA e os resultados sdo apresentados como
média + desvio padrao de trés experimentos independentes (n=3). A significAncia foi avaliada pelo
teste One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey. ****p<0,0001.

Em seguida, testamos o peptideo nao-biotinilado C3 em PBMCs e
novamente os niveis de IL-6 foram registrados. Os tratamentos também nao
alteraram a producao desta citocina em células obtidas do sangue periférico,

quando comparados com células sem estimulo (Figura 8).
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Figura 8: Andlise da produgédo de Interleucina-6 (IL-6) em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) apoés tratamento por 48 horas com o peptideo nao-biotinilado C3. Os resultados
sédo apresentados como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A
significancia foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnet.
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5 DISCUSSAO

O CM é um problema socioeconémico que sobrecarrega os sistemas de
saude em todo o mundo. Nas ultimas décadas, o progresso cientifico, desde a
pesquisa basica até os ensaios clinicos, possibilitou o desenvolvimento de
diversas abordagens, contribuindo para avango nos métodos de diagnostico e
tratamento. A heterogeneidade biologica e molecular desses tumores é
desafiadora, uma vez que o indice de mortalidade pela doenca permanece
preocupante (FAHAD ULLAH, 2019).

A metodologia de PD tem sido empregada a fim de selecionar peptideos
que possuam a capacidade de se ligarem a células tumorais especificas da
mama, servindo como uma nova estratégia diagndstica e/ou terapéutica
(terandstica) (JONES et al, 2018; SALES-DIAS et al., 2021). Dane e
colaboradores (2009) também selecionaram por PD ligantes peptidicos
especificos a linhagens celulares derivadas de tumores de mama e sua estratégia
foi semelhante a utilizada em nosso estudo, adotando a sele¢ao negativa para o
enriquecimento de clones especificos a linhagens de células transformadas
(DANE; GOTTSTEIN; DAUGHERTY, 2009). De fato, a utilizagdo de linhagens
celulares como modelos biolégicos contribui significativamente para a descoberta
de marcadores e medicamentos, para estudos de toxicidade e para a predi¢ao do
metabolismo celular (RAVI; SNEKA; JOSHIPURA, 2019). Com a classificagao
molecular dos tumores da mama estdo disponiveis cerca de 84 linhagens
celulares de CM atualmente (DAI et al., 2017). Estas células sdo agrupadas com
base na presenca ou auséncia de RE, RP e HER2, convencionalmente
empregados para a subtipagem molecular da doenga (SMITH, S. E. et al., 2017).

A linhagem celular epitelial MCF-7 é a linhagem de CM mais estudada no
mundo. Esta apresenta resposta ao estrogénio, caracteristica encontrada em
tumores horménio dependentes (COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015; LIPPMAN;
BOLAN; HUFF, 1976; SEREDYNSKI et al., 2015). Jin e colaboradores (2021)
também selecionaram, por PD, o peptideo CSB1 de uma biblioteca de peptideos
exibidos em fagos usando as células MCF-7 como alvo. Seus resultados de
imunofluorescéncia e microscopia confocal de varredura a laser (LSCM)

indicaram que CSB1 se ligou especificamente a células MCF-7 e a tecidos CM de
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forma sensivel e com alta afinidade (JIN et al., 2021). De forma semelhante, em
nosso estudo, os ensaios de imunofluorescéncia e citometria de fluxo
confirmaram a capacidade de ligagdo dos peptideos biotinilados C3 e H2 as
células das linhagens tumorais mamarias, MCF-7 e MDA-MB231. A observacéo
do nivel aumentado de fluorescéncia, principalmente na linhagem de fenétipo
luminal (MCF-7), valida a especificidade e a capacidade de ligagdo dos peptideos
selecionados previamente pela técnica de PD, especialmente o peptideo C3.

Ressaltamos que em nossos experimentos de imunofluorescéncia todas as
linhagens foram fixadas e incubadas com os peptideos sem que fosse conduzido
0 processo de permeabilizagdo. Portanto, pressupomos que a marcagao
observada é decorrente do reconhecimento dos peptideos a receptores presentes
na membrana plasmatica destas células, o que os tornam ainda mais relevantes
em estratégias de diagnostico e de entrega de farmacos uma vez que, devido a
lipofilicidade, a membrana plasmatica € um grande obstaculo no processo de
penetracdo de farmacos em células-alvo. Nesse contexto, peptideos em validacéo
clinica tém almejado alvos extracelulares (LAU; DUNN, 2018) e nossos peptideos
estdo em consonancia com as estratégias clinicas recentemente adotadas. Os
peptideos alteram o padrao de captacao celular, 0 que pode ser considerado em
estratégias que incluem a complexacao e a liberacdo de drogas (POON et al.,
2015).

Plataformas baseadas em peptideos selecionados por PD sao estaveis e
pouco imunogénicas. As modificagdes quimicas proporcionam maiores taxas de
internalizacdo e favorecem a farmacocinética (WANG, S.-H.; YU, 2018). Na
nanomedicina, drogas tém sido formuladas em varios sistemas de nano-entrega,
proporcionando uma oportunidade sem precedentes de revolucionar a terapia e o
manejo do cancer. Em tumores solidos como o CM, o direcionamento aumenta a
permeabilidade e o efeito de retencdo (EPR), permitindo o acumulo de droga no
microambiente tumoral (SUBHAN et al, 2021). Dessa forma, a entrega
direcionada por peptideos capazes de reconhecer subtipos de células
cancerigenas é particularmente atraente para a terapia do cancer. Contudo, &
necessaria a compreensao das caracteristicas do peptideo de forma isolada,
antes de sua utilizacdo. Dentre os varios aspectos importantes a serem testados,

destacam-se (i) a capacidade de ligagcdo de modo seletivo aos receptores da
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superficie celular alvo, (ii) o receptor deve ser expresso apenas nas células-alvo
ou a expressao deve ser maior nas células-alvo do que nas células nao-alvo (LIU,
M. et al., 2021), (iii) o peptideo deve ter um sitio de conjugacéo ideal para reter
suas propriedades de reconhecimento do receptor, uma vez que a conjugagao do
farmaco pode impor um impedimento estérico e (iv) o transportador peptidico
deve ser suficientemente estavel na circulagdo sistémica para atingir as células
alvo em uma concentracdo eficaz (MAJUMDAR; SIAHAAN, 2012). Assim,
também avaliamos a resposta celular ao tratamento com os peptideos, com vistas
ao desenvolvimento de sistemas de drug-delivery.

O ensaio de reducdo do MTT foi conduzido para estabelecer a
citotoxicidade dos peptideos C3 e H2 as linhagens utilizadas. Quando em maiores
concentragbes, houve uma ténue redugédo na viabilidade das células tumorais,
sendo essa ainda mais proeminente para MCF7 quando tratada com o peptideo
C3, o que corrobora seu direcionamento ao subtipo luminal de CM. Quando o
MTT foi realizado em PBMCs com o peptideo C3 observamos que a viabilidade
celular foi mantida em todas as concentragdes tanto nas células controle, quanto
nas ceélulas tratadas, sugerindo sua seguranca as células sanguineas circulantes.

Com o intuito de verificar a habilidade do peptideo C3 em modular a
resposta imunoldgica, os niveis de IL-6 foram dosados nas células MCF-10A,
MCF-7, MDA-MB231 e PBMCs. Os resultados evidenciam que n&o houve
aumento ou diminui¢cdo dos niveis de IL-6. A IL-6 € uma citocina pleiotropica que
desempenha um papel importante em varios processos fisioldgicos, como
incluindo resposta imune, proliferacdo celular e hematopoese (MANORE et al.,
2022). Em tumores, promove a carcinogénese, induzindo a inflamagao e
proliferagdo de células tumorais (BRIUKHOVETSKA et al., 2021; MASJEDI et al.,
2018). Além disso, esta envolvida na resisténcia aos medicamentos (FELCHER;
BOGNI; KORDON, 2022). A literatura também aponta que a superexpressao
dessa citocina pro-inflamatéria em células MCF-7 aumenta a motilidade das
células tumorais, induzindo transi¢ao epitélio-mesenquimal (EMT) possivelmente
por meio da diminuicdo da expressdao de E-caderina (ABAURREA; ARAUJO;
CAFFAREL, 2021). Portanto, o peptideo C3 nao ativa mecanismos pro-
tumorigénicos por meio dessa citocina, o que o torna aplicavel ao direcionamento

de drogas a tumores luminais.
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Portanto, inferimos que os comportamentos observados para os peptideos
C3 e H2 em linhagens possam ser transpostos e testados em modelos in vivo, em
estratégias para o diagndstico e tratamento individualizado da doenca. De fato, ja
verificamos recentemente a capacidade desses peptideos de identificar e de
classificar molecularmente pacientes com CM utilizando biossensores (DA
FONSECA ALVES et al.,, 2022), o que torna nossa descoberta ainda mais

promissora e com perspectiva terandstica.

6 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que os peptideos C3 e H2 selecionados
por PD por nosso grupo de pesquisa reconhecem e se ligam as células tumorais
de linhagens mamarias, sobretudo aquelas de fendtipo luminal. Além disso, esses
peptideos apresentaram baixa citotoxicidade celular e ndo foram capazes de
induzir mecanismos pro-inflamatérios tanto nas linhagens celulares quanto em
PBMCs. Portanto, tais achados abrem horizontes para sua possivel aplicagao
como direcionadores de drogas a tumores luminais da mama, sendo necessarios
estudos complementares para a descoberta das moléculas-chave as quais os
peptideos estdo reconhecendo e se ligando, através de técnicas robustas, como a
espectrometria de massas, e analises de bioinformatica. Ainda, testes com novas
citocinas podem ser utilizados para compreender o perfil dos peptideos nas vias
de sinalizagao tumoral. Futuramente, apos as validagbes, aspiramos acoplar os
peptideos a nanoparticulas e determinar seu papel no CM por meio de ensaios in
vitro e in vivo quando conjugados a farmacos empregados atualmente para o

tratamento de pacientes do subtipo luminal.
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