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RESUMO

O cancer de mama (CM) € o segundo tumor maligno mais comum na populacdo mundial, sendo
responsavel por 2,3 milhdes de novos casos somente em 2022. Seu diagndstico € limitado a
testes por imagens e biopsia e os tratamentos enfrentam graves quadros de resisténcia. Assim,
ha uma premente necessidade por ferramentas que possibilitem uma detec¢ao mais precisa e
um tratamento mais eficaz. Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, quatro peptideos
recombinantes foram selecionados por Phage Display contra um anticorpo tumoral especifico
para CM. Presentemente, dois desses peptideos quimicamente sintetizados foram avaliados
quanto a sua citotoxicidade em células tumorais mamérias e foi realizada quantificacdo de
citocinas moduladas apds o tratamento. Hipotetizamos que os peptideos sejam citotdxicos as
células e CM e que modulem a inflamag¢ao, um dos hallmarks da doenca. Para isso, as células
mamarias MCF10-A (ndo tumorigénica) e as tumorais MCF-7, MDA-MB453 e MDA-MB-231
foram cultivadas e a citotoxicidade avaliada pelo método MTT. J4 a expressao dos genes que
codificam para as citocinas TGF-p, IL-6, IL-1p, IL-22 e IL-17 foi quantificada por RT-qPCR.
Para as linhagens submetidas ao ensaio de viabilidade nido foi demonstrada citotoxicidade
expressiva por parte dos peptideos B1 e B7. Entretando, o peptideo B7 se destacou por se
apresentar mais seletivo a linhagem triplo negativa e menos citotdxico a linhagem ndo
tumorigénica na concentracdo de 100 ng/mL no periodo de 48 horas. No ensaio de qPCR, B7
aumentou a expressdo de IL-1f e reduziu a de IL-6 pelas células MDA-MB231. Portanto, o
peptideo B7 modula a perfil de citocinas expressas pela linhagem de CMTN utilizada neste
estudo, de modo que seus efeitos no microambiente tumoral ainda necessitam ser elucidados.

Palavras-chaves: Cancer de mama. Citocinas. Terandstica. Phage Display.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the second most common malignant tumor in the world population,
accounting for 2.3 million new cases in 2022 alone. Its diagnosis is limited to imaging tests and
biopsy, and treatments face severe resistance. Thus, there is an urgent need for tools that enable
more accurate detection and more effective treatment. In the previous study by our research
group, four recombinant peptides were selected by Phage Display against a tumor antibody
specific for BC. Currently, two of these chemically synthesized peptides were evaluated for their
cytotoxicity in mammary tumor cells and quantification of the modulated cytokines after
treatment. We hypothesize that the peptides are cytotoxic to cells and BC and that they modulate
inflammation, one of the hallmarks of the disease. For this, MCF10-A mammary cells (non-
tumorigenic) and MCF-7, MDA-MB453 and MDA-MB-231 tumor cells were cultured and
cytotoxicity evaluated by the MTT method. The expression of genes encoding cytokines TGF-p,
IL-6, IL-1p, IL-22 and IL-17 was quantified by RT-gPCR. No significant cytotoxicity was
demonstrated by peptides Bl and B7 in the cell lines submitted to the trial. However, peptide
B7 stood out for being more selective in the triple-negative cell line and less cytotoxic in the
non-tumorigenic cell line at a concentration of 100 ng/mL over a 48-hour period. In the gPCR
assay, B7 increased the expression of IL-1 and reduced that of IL-6 by MDA-MB231 cells.
Therefore, the B7 peptide modulates the cytokine profile expressed by the CMTN cell line used
in this study, so its effects on the tumor microenvironment still need to be elucidated.

Key words: Breast Cancer.Cytokines.Theranostic. Phage Display.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer: Aspectos Gerais

O cancer engloba um amplo grupo de doencas genéticas caracterizadas, principalmente,
pela intensa capacidade replicativa e de invasdo de células com caracteristicas aberrantes
(SIEGEL et al., 2023). Em seu local de origem, tendem a formar massas teciduais de dimensdes
e morfologia anormais. Os tumores podem ser classificados em benignos ou malignos, sendo
os primeiros compostos por células com crescimento lento e expansivo, mas que nao atingem
sitios distantes. Os malignos apresentam nicleos volumosos, alteracdes na cromatina, perda do
controle da proliferagao, aumento da mobilidade pelos tecidos do corpo e evasdo ao sistema
imune, o que torna dificil seu controle pelo proprio organismo (BABA; CATOI, 2007).

Alteracdes em genes reguladores criticos da proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia
celulares estdo intimamente relacionadas ao surgimento dessas células transformadas.
Destacam-se os oncogenes e supressores de tumor (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022;
COOPER, 2000). Os proto-oncogenes promovem o crescimento e divisao celulares em
condi¢cdes homeostaticas. Contudo, quando sofrem mutagdes, ou quando hd o aumento no
ndmero de suas copias, sdo denominados oncogenes, se tornando mais ativos, conduzindo a
proliferacdo descontrolada (COOPER, 2000). Por outro lado, genes supressores de tumor sdo
responsaveis por diminuir as taxas de divisdo ou induzir apoptose em células com caracteristicas
potencialmente cancerosas. Entretanto, em alguns casos, os pacientes apresentam mutagdes
nesses genes, o que também contribui para o desenvolvimento da doenca. Um exemplo € o gene
Gene supressor de tumor p53 (TP53) que codifica para a proteina proteina tumoral p53,
importante fator de transcricdo que € ativado em resposta a danos no DNA. Alteracdes na
sequéncia do gene TP53 encontram-se intimamente relacionadas ao desenvolvimento de vérios
tipos de cancer (DATTA et al., 2021). Por fim, genes responsaveis por controlar o reparo do DNA
também sdo considerados supressores e atuam diretamente na manutencdo da integridade
gendmica. Sdo exemplos os geneS do cancer de mama tipo 1 e gene do cancer de mama tipo 2
(BRCAI e BRCA2 respectivamente) que, em tumores mamarios, também se encontram
mutados. Contudo, ndo € suficiente apenas conhecer quais genes sao 0s principais responsaveis
pela doenca, mas também quais as caracteristicas (moleculares, imunolédgicas e fisiologicas) e
outros mecanismos que contribuem para seu surgimento e progressio (TORGOVNICK;

SCHUMACHER, 2015).
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Em 2011, Hanahan e Weinberg propuseram uma estrutura légica baseada em seis
caracteristicas para descrever os mecanismos relacionados a neoplasias malignas, bem como
apresentar as etapas de patogénese do cancer. Nesse primeiro estudo, foram evidenciados:
sustentacdo da sinalizagdo proliferativa, resisténcia a ativacao de mecanismos de morte celular,
inducdo da vascularizagdo tumoral, imortalidade replicativa, ativacdo de mecanismos de
invasdo ou metastase e a evasdo a supressores de fatores de crescimento (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Em janeiro 2022, uma nova publica¢do dos mesmos autores passou a incluir outros dois
hallmarks. O primeiro consiste na reprogramacdo do metabolismo celular de modo que
alteracdes em vias metabdlicas, como a da glicose, resultam em uma maior efici€ncia em suprir
as necessidades energéticas do tumor. A segunda, refere-se a capacidade das células tumorais
em escapar de células imunes, como linfocitos, macrofagos e natural killers (NK)
(HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Algumas evidéncias apontam para o
fato de que células cancerigenas modulam vias de sinalizacdo importantes da resposta
imunolégica. Células tumorais, por exemplo, inibem a a¢ao de Linfocitos T citotéxicos (CTLs)
e células NK a partir da secrecdo de fator de crescimento transformador beta (TGF-p)
juntamente com outros fatores imunossupressores (YANG; PANG; MOSES, 2010) Os mesmos
autores também apresentaram o conceito de caracteristicas facilitadoras ou emergentes, as quais
auxiliam no processo de malignidade. Foi incluido o desbloqueio da plasticidade fenotipica, na
qual ocorre a desdiferenciagdo dos estados maduros das células para o estado progenitor,
interferindo na organogénese tecidual. A reprogramacdo epigenética ndo-mutacional também
foi citada, sendo associada ao desenvolvimento de fendtipos ja estabelecidos. Por fim,
diferencas polimorficas em populacdes de microrganismos foram apontadas como capazes de
induzir ou inibir o desenvolvimento de células transformadas. Um exemplo abordado foi a
promocao de mutacdes no epitélio colonico a partir da liberacido de toxinas por populacdes de
bactérias, as quais danificam o DNA de células saudaveis (HANAHAN, 2022). Portanto,
desvendar profundamente esses mecanismos € essencial para o desenvolvimento de estratégias
assertivas de diagndstico e tratamento, visto que novos estudos tém demonstrado, a cada ano,
um expressivo aumento no nimero de casos de cancer em relacdo ao século passado (ZHAO et

al., 2023).

1.2 Cancer: dados epidemiologicos

O cancer € a principal causa de morte no mundo. Somente em 2022 foram estimados
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quase 20 milhdes de casos e aproximadamente 10 milhdes de Obitos devido a doenca,
contabilizados em 115 paises. Recentemente, novos dados fornecidos pela Organizacdo
Mundial de Saide apontam que até 2050 sdo esperados mais de 35 milhdes novos casos da
doenca no mundo, representando um aumento de aproximadamente 77% comparado com o0s
dados estimados em 2020 (20 milhdes de casos). Esse cenario reflete tanto o aumento no
crescimento como no envelhecimento populacionais, além de evidenciar as diferengcas nos
Inidices de Desenvovlimento Humano (IDH) entre os paises (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022).

Atualmente, o cancer de pulmao lidera o ranking com 2,5 milhdes de novos casos
representando 12,4% do total, seguido pelo cancer de mama (CM) feminino (2,3 milhdes de
casos - 11,6%), cancer colorretal (1,9 milhdes - 9,6%), cancer de prostata (1,5 milhdes de casos
- 7,3%), cancer de estomago (970 mil casos - 4,8%) e, finalmente, o cancer de figado (859 mil
casos - 4,3%). Em relacdo as mortes, o cancer de pulmao se mantém como o mais letal (1,8
milhdes de mortes - 18,7%), acompanhado pelo cancer colorretal (900 mil mortes - 9,35%),
cancer de figado (760 mil mortes - 7,8%), cancer de mama (670 mil mortes - 6,9%), cancer de
estdmago (660 mil mortes - 6,8%) e cancer de pancreas (468 mil mortes - 4,8%) (Figura 1)
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2024; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2024).

Figura 1 - Dados epidemioldgicos relacionados ao cancer para ambos os sexos no ano de 2022. (A) Incidéncia
absoluta mundial dos principais tipos de cancer (B) Mortalidade absoluta mundial dos principais tipos de cancer.

(A) (B)
12.4%
187%
11.5% Pulméo Pulmao

Mama e Colorretal

Colorretal 45.9% - 9.3% Figado

50% M Prostata B Mama
M Estomago M Estomago
2% Figado Pancreas

Outros Outros

Fonte: Agéncia Internacional de Pesquisa Contra o Cancer (2024).

No Brasil, segundo o relatério do Instituto Nacional do Cancer (INCA) de 2023, sdo
estimados 704 mil novos casos da doenca para o tri€énio 2023-2025. Dentre as regides que serdo

mais afetadas, com cerca de 70% dos diagndsticos, estdo o Sul e Sudeste. Para os tumores
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malignos mais incidentes no pais para ambos 0s sexos, o de pele nao melanoma ocupa a primeira
posicdo (cerca de 31,3% do total), seguido pelos tumores de mama feminino (10,5%), de c6lon
e reto (6,5%), pulmio (4,6%) e estdmago (3,1%). Em homens, o cancer de prdstata ocupa a
segunda posi¢do em todas as regides do pais em um total de 72 mil novos pacientes estimados
para cada ano do tri€nio, perdendo apenas para o cancer de pele nio melanoma. Ja na populacao
feminina, o CM € o mais predominante (também excluindo o cancer de pele ndo melanoma),
com 74 mil novos casos previstos anualmente até 2025 (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2023).

No mundo, os custos médios anuais relacionados ao cancer crescem de forma
surpreendente. Em uma de suas tultimas estimativas globais, a International Agency for
Research on Cancer (IARC), apontou um gasto médio anual de 1,16 trilhdes de ddlares com
despesas diretamente relacionadas ao tratamento da doenga no mundo (SILVA et al., 2021). Ja
em um estudo mais recente publicado pela revista JAMA Oncology envolvendo 204 paises, foi
apresentada uma projecdo 25,2 trilhdes de ddlares destinados a oncologia até 2050, visto o
rapido aumento da incidéncia global da doeng¢a ao longo do século (CHEN et al., 2023). Em 2022,
a Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), em parceria com o INCA, publicou um resumo sobre os
gastos com tratamento de cancer no Sistema Unico de Sadde (SUS). Dos 62 bilhdes utilizados
em assisténcia hospitalar e ambulatorial, quase 4 bilhdes tiveram de ser executados somente no
custeio de tratamentos oncologicos, o que representou um aumento de 402% no custo médio de
procedimentos relacionados ao tratamento de cancer desde 2018 (FUNDACAO OSWALDO
CRUZ, 2022). De fato, fatores como a queda na taxa de diagndsticos, aumento no nimero de
tumores identificados em estdgios avangados e a redug¢do na procura por assisténcia médica
durante a pandemia de COVID-19 contribuiram para o aumento desses custos, uma vez que
tumores avancados geralmente necessitam de abordagens terap€uticas mais onerosas para uma
melhor qualidade de vida do paciente (COOPER, 2000; SIEGEL et al., 2023; ZHOU et al., 2017).
Por fim, os custos indiretos também precisam ser considerados, definidos como a reducdo de
ganhos ou produtividade dos pacientes, cuidadores ou familiares em funcdo das adversidades
da doencga. Pacientes deixam de trabalhar ou reduzem seu ritmo de trabalho e/ou cuidadores
necessitam dispor de parte do seu tempo, comprometendo a renda familiar (AMINUDDIN et al.,
2023). Tumores altamente incidentes, como CM, t€m um impacto significativo nesses valores,

demandando uma atencao especial tanto de oncologistas como de pesquisadores.

1.3 Anatomia e fisiologia da mama



13

O seio ou mama € uma glandula exdcrina tubo alveolar complexa e ramificada que se
localiza, no ser humano, na porc¢do torécica ventral, adjacente e externa aos musculos peitorais.
Estruturalmente, cada mama é composta por proje¢des, denominadas papilas (mamilos) que
possuem vérios orificios ligados aos ductos laticiferos, responsaveis pela conducdo do leite até
a parte externa do corpo. A 4rea pigmentada circundante a papila é chamada aréola, com
aparéncia rugosa devido a presenca de glandulas sebidceas modificadas. Histologicamente, uma
glandula maméaria madura € constituida por trés tipos de tecido: o glandular (parenquimatoso),
responsavel pela producdo de leite; o tecido conjuntivo ou fibroso, que sustenta o 6rgao; e o
tecido gorduroso, que preenche o espago entre o tecido glandular e conjuntivo, definindo o
tamanho do seio (TORTORA; NIELSEN, 2019).

O tecido glandular comporta de 15 a 20 lobos, formados por um conjunto de
compartimentos menores denominados 16bulos. A partir de cada I6bulo se projeta um ducto
lactifero que conduz o leite até os orificios do mamilo. Tanto a estrutura histologica de alvéolos
quanto dos ductos € constituida por um epitélio luminal (interno) e um epitélio basal (externo).
O epitélio luminal de ambos € preenchido por células cuboides que, nos alvéolos, produzem o
leite. J4 a camada basal contém células mioepiteliais com fungdo de ejetar e conduzir o leite até

os orificios do mamilo (BISWAS et al., 2022; KHAN; FAKOYA; SAJJAD, 2023) (Figura 2).

Figura 2 — Representagdo da anatomia basica da mama feminina.

‘-‘;';\n A ANTERIOR
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Fonte: Corpo Humano — Fundamentos de Anatomia e fisiologia ; Gerald J. Tortora; Mark T. Nielsen 14?
Edicdo (2019).

1.4 Doencas da mama
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A mama pode ser acometida por diferentes patologias. O diagnéstico € realizado por
exames de imagem, como mamografia, ultrassonografia e ressondncia magnética, sendo
confirmado por bidpsia com agulhamento e cirurgia. Podem ser benignas ou malignas. A
maioria das doengas da mama € benigna, incluindo um grupo amplo e heterogéneo de alteragdes
com diferentes sintomas, sendo comuns a partir da segunda década de vida e com maior
incidéncia a partir da quarta e quinta décadas. Sao classificadas, segundo Guray e Sahin (2006),
em lesdes inflamatdrias e relacionadas, alterag¢des fibrocisticas, lesdes estromais proliferantes e
neoplasias (GURAY; SAHIN, 2006).

As lesdes inflamatorias e relacionadas incluem infec¢des benignas, inflamagdes nao
infecciosas e inflamacdes resultantes de tumores. As mais comuns S3ao as mastites,
caracterizadas por infeccdes bacterianas, inflamagdes decorrentes do bloqueio dos ductos
lactiferos e reacdes a corpos estranhos. Clinicamente, a mama se apresenta hiperemiada
(vermelha), edemaciada (inchada), sensivel e quente. Os abcessos também sao descritos, com a
presenca de uma massa de liquido composta por células mortas e substancias geradas a partir
de um quadro inflamatério persistente, com secrecao pelos mamilos. Nesses casos sao prescritos
antibidticos, cuidados orientados e drenagem cirurgica da lesdo, se for o caso (GURAY;
SAHIN, 2006; TOOMEY; LE, 2023; VALERIO, 2012). Ja a necrose gordurosa é uma lesao
ndo supurativa no tecido adiposo associada a interrupcdo do fornecimento de oxigénio as
células, resultando em sua morte. O tecido afetado € substituido por um tecido cicatricial e,
macroscopicamente, se apresenta como um nddulo palpavel, o qual pode ser confundido com
cincer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; RAFAELLA GENOVA; ROBERT F.
GARZA, 2023). Por fim, os adenomas mamarios sao tumores benignos do epitélio glandular,
mais comuns em mulheres jovens. O tipo mais frequente € o adenoma tubular, que se apresenta
como um nddulo firme, mével e indolor na mama. Apesar de benignos, podem ser confundidos
com cancer em exames de imagem, exigindo confirmacdo histopatoldégica. Embora ndo
apresentem risco de malignidade, podem causar desconforto, ansiedade e necessidade de
cirurgia em casos de crescimento ou divida diagndstica (ANTUNES et al., 2018).

Alteragdes fibrocisticas sdo clinicamente heterogéneas, sendo divididas em ndo
proliferativas, em que ndo ocorre um aumento no nimero de células da mama (como os cistos,
alteracoes papilares apocrifas, calcificacdes de epitélio e relacionados, hiperplasia epitelial leve,
ectasia ductal, adenose nao esclerosante e fibrose periductal), e proliferativas, quando esse
aumento acontece, sendo subdivididas em sem atipias e com atipias. Nas lesdes proliferativas

sem atipia ndo sdo detectadas mudancas anormais nas células e incluem hiperplasias ductal
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moderada, adenose esclerosante, cicatriz radial e papiloma ou papilomatose intraductal. J& as
lesdes proliferativas com atipia apresentam mudancgas nas células e incluem hiperplasia ductal
e lobular atipica. E importante salientar que lesdes ndo proliferativas ndo apresentam risco para
o desenvolvimento de cancer, pois ndo envolvem alteracdes atipicas nos tecidos mamarios.
Portanto, mulheres com esse tipo de alteragdo mantém o mesmo risco de cancer de mama da
populacdo geral. J4 mulheres jovens diagnosticadas com proliferacdo epitelial atipica
apresentam o dobro de risco de desenvolvimento de CM (GURAY; SAHIN, 2006).

Por fim, as neoplasias mamarias benignas incluem os fibroadenomas, adenomas e
lipomas. Os fibroadenomas sdo identificados como uma esfera com aspecto arredondado ou
oval, com bordas bem definidas, sendo indolores e solitarios. Para esses casos € indicado o
acompanhamento médico. Os lipomas sao compostos por células adiposas formando uma massa
bem circunscrita, lisa ou lobulada de consisténcia macia, movel e indolor ou insensivel. Em
pequenas dimensdes ndo apresentam prejuizos, sendo removidos cirurgicamente apena quando
aumentam de tamanho (AJMAL MALEEHA; KHAN MYRA; FOSSEN KELLY, 2022;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022). Neoplasias malignas também sao identificadas e,
atualmente, t€ém se mostrado como um grave problema de sadde publica (WILKINSON;

GATHANI, 2022).

1.5 Cancer de Mama

O CM ¢ caracterizado como uma doenca em que as células transformadas crescem de
forma descontrolada no tecido mamario (CANCER RESEARCH UK, 2023; CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2023). Segundo a Organizacio mundial da
Saude, 2,3 milhdes de mulheres foram diagnosticadas com CM em todo o mundo e 670 mil
morreram no ano de 2022, sendo o mais incidente em mulheres. Estima-se que em paises com
IDH mais elevado, 1 em cada 12 mulheres serd diagnosticada com CM durante a sua vida e 1
em cada 71 morrerd pela doenca. Ja em paises com IDH baixo 1 em cada 27 mulheres sera
diagnosticada com a doenga, enquanto 1 em cada 48 vird a 6bito (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2024). Essa disparidade reflete desigualdades socioecondmicas como o
limite de acesso ao diagndstico precoce e tratamento em paises com baixo IDH. A auséncia de
programas de rastreamento e barreiras econdmicas elevam a mortalidade, reforcando a
importancia da deteccdo precoce para reduzir os desfechos negativos do cancer de mama
(FITZMAURICE et al., 2019; MOUBADDER et al., 2022).

No Brasil, segundo estimativas do INCA para o tri€nio 2023-2025, o CM € o segundo
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mais incidente no pais para ambos os sexos (15,2%) e o primeiro em mulheres (30,1%)
excluindo o céancer de pele ndo melanoma. Por regides, destacam-se Sudeste e Centro-Oeste,
com um taxa de 52,83 e 47,31/100 mil mulheres, respectivamente. No Nordeste e Sul a taxa é
de 40/100 mil mulheres e, finalmente, a regido Norte se mantém com 0s menores nimeros
27,73/100 mil mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2023).

Os fatores de risco para o CM podem ser modificdveis ou ndo modificaveis. Entre os
primeiros estd o sexo, sendo que a variagdo das concentracdes de estrogénio e progesterona ao
longo da vida estdo associadas ao maior risco entre as mulheres. A idade também é um
importante fator, com um maior nimero de casos em individuos com idade mais avancada
(chance de 1,5% aos 40, 3% aos 50 e mais de 4% aos 70 anos). Alteracdes teciduais, genéticas
e no microambiente celular estdo envolidas nesse cenério, uma vez que, com o passar do tempo,
a maquinaria molecular € comprometida devido ao acimulo de mutagdes ao longo da vida
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2023; LABARGE et al., 2016). O
histérico familiar também contribui para o desenvolvimento da doenga, visto que individuos
que possuem familiares, principalmente um parente de primeiro grau, tém chances
significativamente maiores de serem diagnosticados com CM. De fato, fatores genéticos estao
associados a esses tumores, como alteracdes nos genes de alta penetrancia BRCAI e BRCA2,
localizados nos cromossomos 17 e 13, respectivamente. Mutacdes em outros genes também sao
descritas como TP53, gene caderina epitelial tipo 1 (CDHI), homélogo de fosfatase e tensina
(PTEN) e Serina threonina quinase 11 (STKII). Por fim a densidade mamaria, com a maior
deposicao de tecido conjuntivo ou adiposo, dificulta a identificacdo por métodos de imagem,
aumentando o risco para essas mulheres (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2023; LUKASIEWICZ et al., 2021).

Em relacdo aos fatores que podem ser modificados estd o sedentarismo, uma vez que a
realizacdo de atividade fisica reduz a exposicao das células aos hormdnios sexuais e modula o
sistema imunoldgico, diminuindo o risco. J4 a ingestdo de bebidas alcodlicas promove
desequilibrio hormonal, principalmente de estrogénio, contribuindo para o surgimento das
lesdes. Os carcindgenos presentes no cigarro, por sua vez, aumentam o nimero de mutagoes e
promovem o aparecimento de tumores malignos. Outros aspectos também merecem destaque
como ingestdo de alimentos processados, baixa ingestdo de vitaminas e exposicdo a produtos

quimicos ou a medicamentos (LUKASIEWICZ et al., 2021).

1.5.1 Classificacao histolégica e molecular do cancer de mama
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Apés diagnostico, os tumores mamarios sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas histologicas e moleculares (GONCALVES ROCHA, 2023). Esse sistema de
classificacdo auxilia no manejo clinico, na elaboracio de estudos epidemioldgicos e,
principalmente, no desenvolvimento de novas abordagens terandsticas (NASCIMENTO;
OTONI, 2020).

Predominantemente, o CM acomete células epiteliais, podendo ou ndo ser invasivo.
Carcinomas mamadrios ndo invasivos se caracterizam por ndo se espalharem para tecidos
circundantes ao tecido de origem. S3o denominados in sifu e subclassificados em Carcinoma
Ductal in situ (CDIS - 15% dos casos) e Carcinoma Lobular in situ (CLIS - 2,5% dos casos)
(CUTULLI, 2019; KALWANIYA et al., 2023) (American Cancer Society, 2022; WEN; BROGI,
2018). Contudo, células transformadas podem atingir tecidos adjacentes sendo o Carcinoma
Ductal Invasivo (CDI) o mais comum, representando cerca de 80% dos tumores mamarios
identificados. E caracterizado pela formacdo de células anormais no epitélio dos ductos
laticiferos as quais, posteriormente, proliferam para além dessas estrturuas (NATIONAL
CANCER INSTITUTE, ; ZUBAIR; WANG; ALI, 2021). J4 o Carcinoma Lobular Invasivo
(CLI) se inicia a partir dos l6bulos mamarios e contabiliza 10-15% dos casos de CM, afetando,
em geral, mulheres em idade avangada (NASCIMENTO; OTONI, 2020).

Classificar as lesdes malignas apenas histologica e morfologicamente € insuficiente para
prever de maneira acurada o comportamento dessa patologia. Nos anos 2000, Perou, Sorlie e
colaboradores propuseram uma classificagdo molecular baseada na expressdo dos seguintes
receptores: estrogénio (RE), progesterona (RP) e receptor do tipo 2 para o fator de crescimento
epidérmico humano (HER2) . Esses critérios possiblitaram a determinacido de quatro subtipos
moleculares principais: luminal A, luminal B, HER2-enriquecido (HER2E) e triplo negativo
(TN) (NASCIMENTO; OTONI, 2020).

O subtipo luminal A € o mais comum, acometendo cerca de 50-60% dos pacientes,
sendo positivo para RE (=1%) e RP (=20%), negativo para HER2 (<10%) e com baixos niveis
de expressio do marcador de proliferacio celular Antigeno Kiel 67 (Ki-67) - < 14%. E um
subtipo de crescimento lento, melhor progndstico, menor indice de recidiva, portanto, melhor
taxa de sobrevivéncia. Além disso, sdo responsivos a terapias homonais utilizando tamoxifeno
e inibidores da aromarase (ALVES et al., 2024; LEE et al., 2023).

Os tumores do subtipo luminal B representam o segundo maior grupo, contabilizando
de 20% a 30%. Sdo positivos para RE e/ou RP, mas subdivididos em luminal B HER2+ e em
luminal B HER- (NASCIMENTO; OTONI, 2020). Os luminal B HER+ expressam também
HER?2 e os luminal B HER- apresentam Ki-67 > 14% (ALVES et al., 2024). Além disso, ambos
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os fendtipos se caracterizam por expressarem outros marcadores de proliferacdo celular como
a subunidade reguladora de calcineurina B (CCNB1) e ciclina E1 (CCNEI1)(CIRQUEIRA et al.,
2011; NASCIMENTO; OTONI, 2020). Tumores luminal B sdo mais agressivos que o luminal A,
com maior risco de recidiva, menor sobrevida e resisténcia a tamoxifeno. Contudo sdo mais
responsivos a quimioterapia (KENNECKE et al., 2010).

Ja o subtipo HER2E representa cerca de 15-20% dos casos de CM, superexpressando
apenas HER2E (RE- e PR-). HER2 é uma glicoproteina transmenbranar que, em baixos niveis,
atua como uma tirosina-quinase importante para a proliferacdo normal das células
(GOLDHIRSCH et al., 2013; ROCHA, 2023; GUTIERREZ; SCHIFF, 2011). Quando superexpressa,
promove uma divisao celular descontrolada. Tumores HER2E sao pouco diferencidos e tendem
a invadir linfonodos axilares (MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM, 1998; SLAMON et al., 1989). A
principal estratégia de tratamento inclui a utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-HER?2,
responsavel por um melhor prognéstico dos pacientes (FRANCO, 2022; WOLFF et al., 2007).

Por fim, o CMTN contabililiza cerca de 15-25% dos diagnéstico de CM e se caracteriza
pela auséncia de expressao dos receptores RE, PR e HER2 (PLEVRITIS et al., 2018; YIN et al.,
2020). Acomete mulheres mais jovens, em especial no periodo de pré-menopausa e prevalesce
na populcio afrodescendente (MILLIKAN er al., 2008). E mais agressivo, com altas taxas de
proliferacdo, maior potencial metastatico, maiores indices de recidivas e, consequentemente,
com piores desfechos clinicos e menores taxas de sobrevivéncia (BROWN et al., 2008; DENT et
al., 2007).

Um estudo realizado por Lehmann et al. (2011) envolveu 587 casos de CMTN e revelou
a heterogeneidade desse subtipo molecular. No estudo foram identificados 6 subgrupos de
CMTN: tipo basal 1 (BL1), basal 2 (BL2), mesenquimais (M), tronco-mesenquimal (MSL),
luminal androgénico (LAR) e imunomodulador (IM) (LEHMANN et al., 2011; LEHMANN;
PIETENPOL; TAN, 2015; SWISHER ef al., 2016). Cinco anos depois, 0 mesmo grupo, utilizando
métodos de microdissecacdo por captura a laser e quantificacdo histopatologica, reduziu essa
classificacdo para apenas 4 subgrupos (BL1, BL2, M e LAR), devido a convergéncia das
caracteristicas imunoldgicas presentes no subtipo IM. Além disso, células-tronco mesenquimais
sdo amplamente semelhantes ao tipo mesenquimal, o que culminou na combinag¢do dos subtipos
M e MSL (MASUDA et al., 2022).

O subtipo BL1 € caracterizado pela superexpressdao de marcadores de ciclo celular e
altas taxas de expressdo de genes que respondem a danos no DNA. O BL2 possui uma alta
liberacdo de fatores de crescimento e presenca de marcadores mioepiteliais. O M, por sua vez,

expressa elevados niveis de genes relacionados a regulacdo da transicao epitélio mesenquimal
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(TEM) e o LAR ¢ caracterizado pela expressao de receptores luminais principalmente, receptor
de andr6geno (LEHMANN; PIETENPOL; TAN, 2015).

Tumores Triplo Negativos (TNs) ndo respondem a terapias enddcrinas e com anti-
HER2. Portanto, sdo preferencialmente adotadas quimioterapia, cirurgia e radioterapia
(CHAVEZ; GARIMELLA; LIPKOWITZ, 2011; TELLI, 2016) . Contudo, a crescente
resisténcia desses tumores a medicamentos é uma realidade preocupante. Diversos mecanismos
ja foram descritos na literatura cientifica, como por exemplo, mutagdes no gene TP53,
expressao de protéinas de efluxo de drogas e hipoxia, na qual a escassez de oxigénio promovida
pelo rapido crescimento do tumor resulta na liberacdo de fatores de sobrevivéncia pelo
microambiente tumoral, comprometendo a atividade de agentes citotoxicos (CHEN; KUO, 2017;
YU et al., 2022). Assim, € evidente que o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas é

necessaria para melhor manejo de pacientes com CMTN (MARRA et al., 2020).

1.6 Uso de peptideos na oncologia

Peptideos sdo moléculas formadas por cadeias curtas de aminodcidos unidas por
ligacdes peptidicas, naturalmente presentes no organismo e com diversas fungdes bioldgicas.
Terapias baseadas na administracdo de peptideos para o tratamento do cancer t€ém se mostrado
como uma alternativa inovadora diante das limitacdes dos métodos tradicionais (J. BOOHAKER
et al., 2012a). Essas moléculas de baixo peso molecular se destacam, principalmente, por seu
menor custo, por permitirem diferentes modificagdes, por sua alta especificidade e toxicidade
reduzida, quando comparadas a anticorpos e proteinas de alto e médio peso molecular
(BEVERS; COMFURIUS; ZWAAL, 1996; BRANCO; SIGANO; SCHNEIDER, 2011; FUERTES et
al., 2011; REKDAL et al., 2012). Além disso, possuem potencial terandstico (BLANCO-MIGUEZ
et al., 2016; WANG et al., 2022) e podem atuar como hormonios, fatores de crescimento,
neurotransmissores e ligantes de canais idnicos (BLANCO-MIGUEZ et al., 2016).

Os peptideos podem ser selecionados utilizando a tecnologia de phage display
(PARMLEY; SMITH, 1988). Este ¢ um método baseado na modificagdo ou insercdo de
pequenas sequéncias de DNA ao material genético de virus bacteriofagos, com intuito de
permitir a expressao de fragmentos de peptideos, proteinas ou anticorpos em sua superficie, de
modo que possam se ligar a moléculas alvo por meio de um procedimento denominado
biosseleccao ou biopanning (Figura 3) (SIOUD, 2019). Esse processo € iniciado a partir de uma
biblioteca de fagos expressando peptideos recombinantes, os quais sdo incubados com os alvos

para ligagdo por afinidade. Em seguida, fagos que ndo se ligaram sdo lavados e, os de interesse,
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sdo eluidos e amplificados por meio da infeccdo de células hospedeiras (ALFALEH et al., 2020;
JAROSZEWICZ et al., 2022). Ao final, os peptideos que apresentaram maior afinidade sdo
purificados e sequenciados para o desenvolvimento de novos medicamentos, anticorpos
terapéuticos e estudos de interacdes moleculares (SAW; SONG, 2019). Portanto, a técnica
phage display se apresenta como um recurso fundamental que facilita, reduz custos e acelera o
desenvolvimento de terapias baseadas em anticorpos, peptideos e proteinas com diferentes
aplicacdes, incluindo clinicas (ALDEGHAITHER; SMAGLO; WEINER, 2015; HEPPELER et al.,
2000).

Figura 3 - Esquema geral da técnica phage display e biopanning para sele¢do de peptideos de alta afinidade a alvos
especificos.

Construgdo da biblioteca e amplificagdo Captura dos alvos

G C
Pick colonies and grow
large quantity of phages

E D -

S;y _". ﬂ‘:

Infeccdo de bactérias s !
para amplificagio dos E'“'F?O de fagos de Co-incubagdo com os Remocido de fagos ndo
interesse alvos ligantes

fagos em placas de petri
Fonte: Triagem por phage display de peptideos para direcionamento e terapias contra o cancer; Phei Er Saw;

Er-Wei Song (2019).

Atualmente, a literatura cientifica categoriza os peptideos em trés grupos principais: 0s
os peptideos de penetragdo celular (CPPs) e os peptideos direcionados a tumores (THP) e os

peptideos anticancer (ACP), (BLAN CO-MIGUEZ et al., 2016; FARAIJI et al., 2022).

1.6.1 Peptideos de penetracao celular (CPPs)

Os CPPs sdo peptideos compostos por 5 a 30 residuos de aminoacidos, em sua maioria

de caracter béasico. Sdo capazes de transportar medicamentos atraves de membranas, com ou
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sem consumo de energia, por penetracdo direta ou endocitose (BOTTENS; YAMADA, 2022;
FARKHANI et al., 2014). Portanto, CPPs aumentam a eficacia de tratamentos contra o cancer ao
otimizar sua entrega as células tumorais (TEESALU et al, 2009). Fan e colaboradores
desenvolveram um CPP denominado SP90-C composto pelos peptideo SP90 e C conjugados
um agente anticancerigeno a base da proteina viral R do virus da imunodeficiéncia humano do
tipo 1 (VPR do HIV 1). Enquanto o SP90 se liga seletivamente a superficia de tumores
mamarios TNs, o peptideo C, um CPP, realiza a penetracdo na membrana para internalizar o
VPR do HIV 1 no ambiente intracelular. Essa combinagdo revelou uma fungdo de entrega e
rastreamento bem direcionada quando combinada com farmacos anticancerigenos (FAN et al.,

2016).

1.6.2 Peptideos direcionados a tumores

Os peptideos direcionados ao tumor (THPs) sdo oligopeptideos formados por 3 a 30
aminodcidos altamente especificos para moléculas comumente superexpressas na superficie de
células cancerosas (CHEN et al., 2021; GOYAL et al., 2021). Sdo projetados para se ligarem a
epitopos especificos facilitando a entrega e internaliza¢ao direcionada de drogas (VADEVOO et
al., 2023a). Os THPs também sao caracterizados pela presenca dos motivos NGR (asparagina,
glicina e arginina) e RGD (arginina, glicina e asparagina), os quais facilitam a ligacao a células
malignas, com baixa imunogenicidade e toxicidade. Esses motivos reconhecem receptores
superexpressos em células tumorais, como integrinas e CD13, permitindo alta seletividade. Isso
reduz efeitos colaterais e respostas imunes indesejadas, tornando os THPs mais seguros e
eficazes (GAUTAM et al., 2014; PASQUALINI ef al., 2000). THPs vém sendo amplamente
testados tanto para o tratamento quanto o para o diagndstico de diferentes tumores, incluindo o

CMTN (LINGASAMY; TEESALU, 2021).

1.6.3 Peptideos anticancer (ACPs)

Os ACPs s@o compostos por curtas cadeias de 10 a 60 aminoacidos e, na oncologia,
atuam sobre proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo celular, na sobrevivéncia e morte de
células transformadas. Destacam-se os indutores de apoptose, os disrruptores de membrana,
inibidores de angiogénese, imunomoduladores e vacinais (CHIANGJONG;
CHUTIPONGTANATE; HONGENG, 2020).

Os peptideos indutores de apoptose interagem com componentes especificos
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relacionados aos mecanismos intrinseco e extrinseco de morte celular programada. Atuam,
principalmente, em membranas mitocondrias, receptores de morte e citocinas, além de
interagirem com o DNA, interferindo na replicagao, transcri¢do ou reparo de forma direcionada
(MONTERO; LETAI 2018). Em um estudo realizado por Bousquet e colaboradores, por
exemplo, foi demonstrado que o peptideo anti-APIS, direcionado para a proteina anti-
apoptotica-5 (API-5), superexpressa em CMTN, diminuiu a taxa de sobrevivéncia dessas
células in vitro BOUSQUET et al., 2019).

Ja peptideos disrruptores de membrana sido capazes de interagir com alvos aberrantes
presentes em células transformadas. Estas, ao contrario das células saudaveis, superexpressam
fosfolipideos de carga negativa e possuem pouco colesterol, aumentando sua vulnerabilidade a
processos citoliticos. Peptideos disrruptores apresentam propriedades anfipaticas, podendo
interagir com a bicamada lipidica aumentando sua permeabilidade e induzindo sua lise (NHAN;
YAMADA; YAMADA, 2023b).

Os peptideos antiangiogénicos ou inibidores de angiogénese tumoral (AAPs) inibem
moléculas chave envolvidas no processo de formagao de novos vasos sanguineos induzida pelo
microambiente tumoral (CHEN; LIN; LIN, 2009). Assim, reduzem o suprimento de sangue,
nutri¢cdo e, consequentemente, a proliferacdo de células transformadas (HARIHARAN et al.,
2007). No CMTN, esses peptideos vém sendo empregados no bloqueio de fatores de transcri¢ao
como o STAT3 (transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao 3) e o VEGF (fator de crescimento
endotelial). Estudos pré-clinicos com ASRPS (pequeno peptideo regulador de STAT3),
desenvolvidos por Wang e co-autores, demonstraram a capacidade de ASRPS de se ligar ao
dominio CCD (dominio de hélice enrolada) de STAT3, controlando a angiogénese em tumores
TNs (WANG et al., 2020).

Alguns ACPs também modulam o sistema imunoldgico, incluindo o perfil
imunsupressivo do microambiente tumoral (ZHANG et al., 2023). Ativam células dendriticas,
estimulam células T, inibem checkpoints imunolégicos, alteram a expressdo de citocinas e
facilitam do recrutamento de células imunoldgicas para locais de lesdo ou inflamacao tumoral
(CHINNADURAI et al., 2023; HUANG; ZENG; SONG, 2023). Kim e colaboradores demonstraram
que € possivel, por exemplo, diminuir a populacdo de macrofagos imunossupressores no
microambiente de tumores TNs utilizando peptideos (KIM et al., 2022).

Vacinas peptidicas ou vacinas contra o cancer baseadas em peptideos também vém
sendo desenvolvidas. Essa estratégia consiste em sensibilizar o organsimo com peptideos
contendo sequéncias de aminoacidos suprexpressos em células cancerosas (STEPHENS;

BURGESS-BROWN; JIANG, 2021). Portanto, o mecanismo de acdo dessas vacinas se baseia
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em apresentar epitopos representativos de tumores a células apresentadoras de antigenos
(APCs), como as células dendriticas, as quais os apresentardo a cé€lulas efetoras do sistema
imunilégico, como linfécitos T citotdxicos (TCD8+) e linfécitos T auxiliares (TCD4 +),
resultando em uma resposta antitumoral duradoura e especifica (BIJKER et al., 2008; DI, 2015;
VERMA et al., 2023). Devido a capacidade dos tumores de evadir ao sistema imune, as vacinas
peptidicas sdo frequentemente conjugadas com moléculas adjuvantes e sistemas de entrega,
como nanoparticulas, lipossomas ou vetores virais (CHINNADURALI et al., 2023b).

Portanto, o avanco continuo na pesquisa e desenvolvimento desses peptideos promete
melhorar significativamente a eficicia e seguranca das terapias contra o cancer trazendo um
futuro mais promissor e digno ao paciente oncoldgico (HUANG et al., 2023; J. BOOHAKER et al.,
2012). A partir disso, no presente trabalho avaliamos o efeito citotoxico e imunomodulador de
dois peptideos (B1 e B7) em células de cancer de mama triplo negativo obtidos a partir do
mapeamento de epitopos de anexina 2 e citoqueratina 10 oriundos de um trabalho anterior do

grupo para atestar seu cardcter teranostico in vitro (DOUGLAS; ALVES, 2018).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar o efeito de peptideos selecionados por phage display na expressao de citocinas

por células de CMTN.

2.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos peptideos Bl e B7 a células mamarias nao
tumorigénicas (MCF10-A) e tumorigénicas (MCF-7, MDA-MB-453 e MDA-MB-231);

e Definir o peptideo mais promissor para a linhagem representativa de CMTN;

e Quantificar a expressdo diferencial dos genes que codificam para as citocinas fator de
crescimento transformador beta (TGF-p), interleucina 6 (IL-6), Interleucina 1 beta (/L-
1p), interleucina 22 (IL-22) e interleucina 17 (IL-17) apds tratamento com o peptideo
mais promissor em células de CMTN.

e Definir o perfil imunomodulatério do peptideo mais promissor em células de CMTN.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese de peptideos

Os peptideos B1 e B7 (sequéncias patenteadas) foram sintetizados quimicamente pela

empresa GenScript.

3.2 Cultivo celular

Para os experimentos em cultivo celular foram utilizadas quatro linhagens: MCF10-A
(fendtipo ndo tumorigénico epitelial mamério) MCF-7 (fendtipo luminal, MDA-MB-453
(fenétipo HER2+) e MDA-MB-231 (fendtipo TN). A linhagem MCF-10A foi cultivada em
meio DEM-F12 (Gibco®) suplementada com 20 ng/mL de EGF (fator de crescimento epitelial)
(Gibco®), 0,5 ug/mL de hidrocortisona (Sigma®) e 10 ug/mL de insulina (Gibco®). A
linhagem MCF-7 foi cultivada em meio RPMI-1640 (Gibco®), a MDA-MB-453 em meio
IMDM (Gibco®) e a MDA-MB-231 em meio L15 (Gibco®). Todas as linhagens foram
adquiridas do ATCC (American Type Culture Collection) suplementadas com 10% de soro fetal
bovino (Gibco®) e 50 mg/uL. de gentamicina (Cultilab). As células foram mantidas em estufa

a 37°C e apenas a MDA-MB-231 foi cultivada na auséncia de atmosfera de 5% de COx.

3.3 Ensaios de citotoxicidade por MTT

A avaliacdo dos efeitos dos peptideos sobre a viabilidade das linhagens celulares foi
realizada pela metabolizacdo do reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difenil-2H-tetrazolio). As células foram cultivadas até a confluéncia de 80-90% quando foram
desagregadas enzimaticamente e semeadas em placas de 96 pogos nas seguintes densidades:
MCF10-A — 1,5%10% MCF-7 — 3*10°, MDA-MB453 — 5*10° ¢ MDA-MB231 — 1,5%10*
células/mL. ApOs 16 horas para adesdo, as linhagens foram tratadas com nove concentracoes
dos peptideos B1 e B7 em diluicdo seriada partindo de 4.000 ng/ml por 24h e 48h. Foram
incluidas células nao tratadas e células tratadas com o diluente dimetilsulf6xido (DMSO).

Transcorrido esse periodo, o reagente MTT foi adicionado as placas (0,5 mg/mL) e mantido por
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4 horas de incubagdo. Por fim, o sobrenadante da placa foi descartado e 200 uL. de DMSO foram
utilizados para a diluicdo dos cristais de formazan e posterior leitura a 570 nm em leitora

Multiskan FC (Thermo Scientific) Foram conduzidos ensaios independentes em triplicata.

A viabilidade foi expressa em percentagem e calculada conforme a Férmula F1

AA-ABSC

% Viabilidade celular = ADMSO—ABSC

x 100 (F1)

Sendo:
AA: Absorbancia das células tratadas
ABSC: Absorbancia das células nao tratadas

ADMSO: Absorbancia das células tratadas com DMSO.

3.4 Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido da linhagem celular MDA-MB-231 (2x10°) tratada com o
peptideo B7 na concentracdo de 100 ng/ulL, por 48 horas. Foi utilizado o reagente Trizol
(Invitrogen), seguindo-se as recomendacdes do fabricante. A quantidade de RNA foi verificada
em Nanodrop 1000 (Unisciences) e sua qualidade determinada pela razio entre as absorbancias
de 260 nm e 280 nm. Paralelamente, o RNA foi analisado em gel de agarose 1,5% por 40 min
a 90 volts em tampao TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3 ¢ 1 mM EDTA) 0,5 X, corado com
GelRed 1X (Uniscience) e visualizadas em Transluminador L-Pix (Loccus Biotecnologia) sob

luz ultravioleta. O material foi armazenado em ultrafreezer a —80 °C.

3.5 RT-gPCR

Para a transcri¢do reversa (RT) foi utilizado 1 pg de RNA total, 10 U de inibidor de
RNAse (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham Biosciences), 1 X de Tampao da MMLV-
RT (Amersham Biosciences), 200 uM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles
de oligonucleotideos randdmicos (Invitrogen). O volume final de cada reagdo foi completado
para 20 pL utilizando 4gua tratada com Dietil Pirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldrich). A
incubagdo ocorreu a 37 °C por 1 hora em termociclador ProFlex (Life Technologies). O cDNA

foi estocado a -20 °C até realizacdo dos ensaios de qPCR.
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Ja a PCR em Tempo Real (qQPCR) foi realizada apds a transcri¢do reversa no aparelho
StepOnePlus Real Time PCR Systems (Applied Biosystems). Foram definidos como alvos os
genes codificadores para as citocinas fator de crescimento transformador beta (T7GF-p),
interleucina 6 (I/L-6), Interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 22 (IL-22), interleucina 17 (IL-
17) (LIAO et al., 2016, 2022; SHETTY et al., 2017; YANG; ZHANG; WANG, 2019). Além
disso, os genes Beta-2-Microglobulina (B2M) e Hipoxantina guanina fosforiboxiltransferase
(HPRT) foram utilizados como referéncia para a aplicacio do método Cq comparativo. Os

oligonucleotideos iniciadores encontram-se descritos na Tabela 1 (ARAUJO et al., 2014).

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados para os ensaios de qPCR.

Primer Sequéncia 5’ para 3’ Amplicon (pb)
TGF-p forward GTACCTGAACCCGTGTTGCTC 107
TGF-f reverse CAGGAATTGTTGCTGTATTTCTGG

IL-6 forward GATTCCAAAGATGTAGCCGCC 242
IL-6 reverse ATTTTCACCAGGCAAGTCTCCTC

IL1p forward CAGGATATGGAGCAACAAGTGG 135
IL1p reverse GGGCTTATCATCTTTCAACACGC

IL-22 forward CTGATAACAACACAGACGTTCG 159
IL-22 reverse CCACCTCCTGCATATAAGGC

IL17 forward CAATCCCACGAAATCCAGGATG 156
IL17 reverse GGTGGAGATTCCAAGGTGAGG

B2M forward CCTGCCGTGTGAACCATGT 94
B2M reverse GCGGCATCTTCAAACCTCC

HPTR foward GCTGAGGATTTGGAAAGGGTG 94
HPTR reverse GGCCTCCCATCTCCTTCATC

Fonte: O Autor

As reacdes de amplificacdo foram preparadas com SulL de master mix (SYBR®Green -
Applied Biosystems), 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 2ul. de cDNA. A 4gua
ultrapura completou o volume final para 10uL. A ciclagem incluiu 0 aquecimento a 95°C por
10 min seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. As analises foram conduzidas

no software do aparelho.

3.5 Analises Estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo e todas as andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, Califérnia, EUA).

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov—Smirnov. Para o ensaio de
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citotoxicidade foi aplicado o teste one-way ANOV A com pds-teste de Tukey. Para os resultados
de qPCR foi utilizado o Test-t de Student. Foram considerados estatisticamente significantes

valores de p < 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da viabilidade celular

Com o objetivo de determinar a citotoxicidade dos peptideos B1 e B7, as linhagens
celulares mamarias MCF10-A, MCF-7, MDA-MB-453 e MDA-MB-231 foram tratadas por 24
e 48 horas (Figura 4). No primeiro tempo (Figura 4A), apenas as concentragdes de 0,01 ng/mL
e 4000 ng/mL do peptideo B1 foram citotéxicas para a linhagem nio tumorigénica MCF10-A,
diferindo do controle. Na concentracio de 0,01 ng/mL, também houve diminui¢do da
viabilidade das células MCF-7. Por outro lado, ao comparar o comportamento entre as
linhagens, a partir de 0,01 ng/mL o peptideo induziu a prolieracdo/metabolismo da linhagem
MDA-MB-231, representativa do subtipo TN.

J& apds 48 horas (Figura 4B), a resposta das células mudou. Apenas a viabilidade da
linhagem MDA-MB-453, tratada com B1 a 0,01 ng/mL e 1000 ng/mL, diferiu do controle. Para
as células MDA-MB-231, somente na concentracio 0,01 ng/mL foi observada diferenca
significante em relacao a MCF10-A, com o peptideo se mostrando, nesse caso, citotoxico.

Contudo, em nenhum dos tratamento foi possivel o célculo da concentracdo inibitoria de 50%

(ICs0).
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Figura 4 - Viabilidade das linhagens celulares mamarias MCF10-A (ndo tumorigénica), MCF-7 (tumoral luminal),
MDA-MB-453 (tumoral HER2-positiva) e MDA-MB-231 (tumoral triplo negativa) ap6s tratamento com peptideo
B1. Em (A) tratamento por 24 horas e em e em (B) 48 horas. O asterisco indica significincia estatistica (*p < 0,05,
*p < (0,01, ***P < 0,001 e ****p <0,0001). O controle se refere a células com mantidas apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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Fonte: O Autor

Em relacdo ao tratamento com o peptideo B7, apds o periodo de 24 horas (Figura 5A),
foi observado efeito citotoxico na linhagem MCF10-A nas concentragdes de 100 ng/mL, 1000
ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL. Ja para a linhagem MCF-7 nas concentracdes de 10 ng/mL,
100 ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL. Por fim, a linhagem MDA-MB-231 demonstrou

inducdo da proliferacio/metabolismo nas concentragoes de 0,01 ng/mL e 100 ng/mL.
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Finalmente, ap6s 48 horas (Figura 5B), o tratamento com o peptideo B7 foi
significativamente citotoxico para a linhagem MDA-MB-231 nas concentracdes de 0,1 ng/mL,
10 ng/mL, 100 ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL quando comparado ao controle. Destas,
apenas nas concentragdes de 0,1 ng/mL e 100 ng/mL a resposta foi diferente da MCF-10A.
Alem disso, o peptideo também demonstrou reducdo significativa da viabilidade das linhagens
MCF10-A (2000 ng/mL), MCF7 (0,1 ng/mL), MDA-MB-453 (1 ng/mL). Novamente, nao foi
possivel o célculo da concentragdo inibitéria de 50% (ICso) .Foi observada, também, a
recuperacdo de viabilidade para MCF10-A na concentracdo de 100 ng/mL, 1000 ng/mL e 4000
ng/mL.

Figura 5 - Viabilidade das linhagens celulares mamarias MCF10-A (ndo tumorigénica), MCF-7 (tumoral luminal),
MDA-MB-453 (tumoral HER2-positiva) e MDA-MB-231 (tumoral triplo negativa) apds tratamento com peptideo
B7. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica (*p < 0,05, **p
< 0,01, ***P < 0,001 e ****p <0,0001). O controle se refere a células mantidas com apenas meio de cultivo.
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Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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Fonte: O Autor

4.2 Analises de expressao génica

Com o objetivo de avaliar o perfil de citocinas produzidas pelas células de CMTN, os
transcritos de TGF-f, IL-6, TNF-o, IL-1p, IL-22 e IL-17 foram quantificados. Para isso as
células MDA-MB-231 foram tratadas por 48h com 100 ng/mL do peptideo B7.

Foi observada a expressao de apenas trés dos alvos escolhidos (Figura 6), de modo que
apenas a expressao de IL- 1§ (Figura 6 A) e IL-6 (Figura 6 B) diferiu ap6s o tratametno. Contudo,
o comportamento foi distinto, com o aumento dos transcritos de IL-1f e diminuicdo de IL-6

(Figura 6). Para TGF-f ndo houve diferenca significativa (Figura 6 C).
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Figura 6 - Niveis relativos de IL-1p, IL-6 e TGF- na linhagem MDA-MB-231 (cancer de mama triplo negativo)

ap0s tratamento com peptideo B7 por 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica (**p < 0,01). O controle
se refere as células mantidas em penas meio de cultivo.
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5 DISCUSSAO

O CM ¢ a principal causa de mortes por cancer em mulheres. Todo ano 2,3 milhdes de
casos sdo registrados globalmente, sendo o CMTN correspondente a 15-25% dos diagndsticos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023; ZAGAMI; CAREY, 2022). Pacientes com esse
subtipo apresentam uma menor sobrevida e uma maior incidéncia de metéstase a distancia, com
mortalidade atingindo 40% ap6s 5 anos. (DA COSTA et al., 2021; ZAGAMI; CAREY, 2022).
Portanto, ¢ um tumor agressivo, com limitadas estratégias de tratamento envolvendo,
principalmente, cirurgia, radioterapia e quimioterapia (CHAKRABORTY; RAHMAN, 2012;
DEBELA et al., 2021). Nesse contexto, agentes terapéuticos direcionados ganham destaque, uma
vez que podem ndo apenas melhorar a resposta patologica, como também auxiliar no
diagnostico e progndstico do paciente (LI er al., 2023).

Peptideos selecionados por phage display tém se destacado na oncologia (PUNG et al.,
2023; VADEVOO et al., 2023). Essa técnica permite, de forma agil e pouco onerosa, selecionar
pequenas sequencias biologicamente ativas, de baixo peso molecular, baixa imunogenicidade e
melhor penetrabilidade, sendo especificos e rapidamente excretados, superando a
farmacocinética de anticorpos monoclonais (ARAP, 2005; LE JONCOUR; LAAKKONEN,
2018; OKARVI, 2008; WANG et al., 2022). Além disso, podem facilitar a apresentacdo de
antigenos ao sistema imunoldgico, sendo, atualmente, promissores na imunoterapia (NHAN;
YAMADA; YAMADA, 2023; PUNG et al., 2023). No presente estudo, foram utilizados dois

peptideos previamente selecionados por phage display por nosso grupo de pesquisa, miméticos
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as proteinas Anexina 2 (ANXAZ2) e Citoqueratina 10 (CK10) (ALEXANDER ALVES, 2018).
De fato, a superexpressdo de ANXA?2 € descritano CMTN, envolvida em processos importantes
como angiogénese e invasdo (SHARMA et al., 2006). J4 CK10 ji foi detectada em niveis
elevados no citoplasma e membrana de células desse subtipo molecular (GUEDES, 2020).
Portanto, hipotetizou-se que peptideos que mimetizem suas sequencias podem alterar o perfil
de citocinas produzidas pelas células tumorais e, desse modo, modular o microambiente e o
comportamento do tumor.

Em um primeiro momento, células mamadrias, tumorais e ndo tumorais, foram tratadas
com os peptideos B1 e B7 e sua viabilidade avaliada utilizando MTT. Esta técnica € amplamente
utilizada para rastrear compostos potencialmente antitumorais e se baseia na capacidade de
enzimas mitocondriais em metabolizar o sal monotetrazolio de coloracdao amarela em formazan
de coloracdo purpura (BERRIDGE et al., 1996, BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). Huang ef al.,
em 2020, selecionaram o peptideo LRH7-G5 pela técnica phage display e, também por MTT,
rastrearam seu potencial citotéxico em linhagens tumorais, incluindo MDA-MB231 (HUANG
etal.,2020; YU et al., 2017). Recentemente, Dai e colaboradores em 2023, também observaram
a citotoxicidade do peptideo RP7 em células MDA-MB231 e BT549 (AZIZAN et al., 2017,
DAI et al., 2023; ZHANG:; SUN, 2015). Diferentemente dos estudo supracitados, os peptideos
B1 e B7 ndo demonstraram citotoxicidade expressiva nas células tumorais mamarias utilizadas.
Contudo, moléculas biologicamente ativas podem ndo induzir mecanismos de morte ou podem
ndo alterar o metabolismo das células tumorais. O ensaio MTT, embora amplamente utilizado
para avaliar citotoxicidade, também € limitado a detectar a viabilidade celular a curto prazo e
pode ndo contemplar mecanismos antitumorais indiretos como migrac¢do, invasao e angiogénese
(GHASEMI et al, 2021; WANG et al, 2015). Além disso, peptideos podem ser
imunomodulatérios, alterando o microambiente tumoral (BOJARSKA; WOLF, 2024;
GHASEMI et al., 2021; LEI et al., 2025). Burkholz e colaboradores, por exemplo, ja relataram
a eficicia de uma vacina multipeptidica em modelo de CMTN murino (BURKHOLZ et al.,
2023). Paralelamente, peptideos podem bloquear moléculas que inativam a resposta imune,
favorecendo a resposta antitumoral (PENG et al., 2015). Yu et al, 2023, evidenciaram o
potencial do peptideo All, com sequéncia derivada da proteina Anexina 1, em realizar a
degradacao de PD-L1 (ligante de morte celular programada 1) e reduzir o escape imunolégico
em células de CMTN (YU et al., 2023). Assim, os peptideos B1 e B7, miméticos a ANXA2
podem regular vias inflamatorias.

Assim, a expressdo de diferentes citocinas foi avaliada. Apenas trés foram expressas

pelas células MDA-MB231: IL-1f, IL-6 e TGF-f. De fato, esses mediadores encontram-se
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superexpressos no CMTN, relacionados, inclusive, com sua agressividade (FU; LIN, 2018;
JEON et al., 2016; KIM et al., 2015). Apds o tratamento bom B7 foram observados maiores
niveis de /L-1f e uma diminuicdo na expressdo de IL-6. Essas duas citocinas sdo descritas na
literatura atuando sinergisticamente na progressao tumoral (CAHILL; ROGERS, 2008; WU et al.,
2025) (MANORE et al., 2022; VECCHI et al., 2022; WILSON et al., 2023). Contudo, esse
comportamento ndo foi observado nos resultados deste estudo, uma vez que o aumento de
expressdao de IL-1f nao foi acompanhado por IL-6, apds tratamento com B7, o que impacta
diretamente no microambiente tumoral. De fato, a IL-6 € vital para o processo inflamatdrio,
controlando, inclusive, o metabolismo tecidual e a progressdao tumoral, sobretudo do CMTN.
Nesse contexto, a IL-6 tem sido considerada como um importante alvo terapéutico na oncologia
(CHEN et al., 2022). Como ANXA?2 induz a expressdo de IL-1P e, por conseguinte, de IL-6
(CHEN et al., 2022), sugerimos que ao expormos as células de CMTN a um peptideo que
mimetiza ANXA2, ocorre uma alteragdo na cascata de sinalizacdo que culmina em menores
niveis de IL-6, alterando o status inflamatério. Contudo, ensaios adicionais sdo necessarios para
comprovar tal hipdtese, incluindo em modelos in vivo para compreender os desdobramentos

que esse peptideo tem no desenvolvimento e na progressao do CMTN.

6 CONCLUSAO

Os peptideos B1 e B7 selecionados previamente por phage display nao alterou
expressivamente a viabildiade de células tumorais mamérias. Contudo, o peptideo B7 modulou
a expressao de IL-1f e IL-6 ap6s tratamento das linhagens de CMTN MDA-MB231. Portanto,
apesar de ndo citotdxico, o peptideo € capaz de alterar o perfil de citocinas inflamatdrias, as
quais podem interferir no microambiente tumoral. Nesse contexto, considerando a
agressivdiade de tumores de mama TN, uma investigacdo mais profunda desses efeitos é

necessdria, incluindo a combina¢do com outras estratégias de tratamento.
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