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RESUMO

Atualmente, o cancer é uma das principais causas de morte, principalmente nos paises em
desenvolvimento, representando hoje uma crise real para os sistemas de saude em todo
mundo. O tratamento convencional contra as células tumorais, como a quimioterapia e
radioterapia, apresentam eficiéncia parcial, aléem de produzir uma gama de efeitos colaterais,
diminuindo a qualidade de vida do paciente, além de estarem relacionados com a
multirresisténcia por parte das células tumorais. Nesse contexto, estudos buscam o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras para combater a doenca. Pequenas
moléculas, como peptideos antitumorais, surgem como moléculas de interesse na terapia
contra o cancer. Porém, a baixa especificidade e alta toxicidade sobre células normais, levam
a busca por trabalhar com peptideos antitumorais bioconjugados com peptideos aptameros.
Aptameros sdo moléculas relativamente pequenas que apresentam grande seletividade por
apresentar interacbes com marcadores de membrana celular, como a glicoproteina de
membrana CD44. Esses marcadores, geralmente sdo superexpressos em linhagens tumorais, e
guando conjugados com peptideos antitumorais, podem levar a maior eficacia na morte de
células tumorais em decorréncia a um direcionamento do peptideo. Neste contexto, o objetivo
desse trabalho € sintetizar os peptideos LO1904, LO1908 e LO1908oxi, bem como avaliar 0s
seus potenciais de ligacdo em alvos especificos em linhagens celulares, como adenocarcinoma
de mama (MCF-7, ATCC HTB-22), adenocarcinoma de pulmédo (A549, ATCC CCL-185) e
células ndo tumorais de pulmdo (MRC-5, ATCC CCL-171). Para tanto, foi realizada a sintese
dos peptideos em fase solida e a purificacdo dos peptideos LO1904, LO1908 e LO19080xi
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Além disso, culturas celulares foram submetidas
a microscopia automatica através do In Cell Analyzer, apds incubacdo prévia com 0s
peptideos , apresentando marcagdes evidentes em diferentes concentracdes. Em seguida, foi
realizado o ensaio de viabilidade celular pela técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) para as trés linhagens testadas, bem como com a Melitina e Aureina. Com a
selecdo do aptdmeros LO1903, o qual apresentou marcagdes evidentes nas linhagens testas,
foi realizada a sintese dos bioconjugados L0O2121, LO2122 e L0O2123. No ensaio de
viabilidade celular foi possivel concluir que todos os bioconjugados apresentam maior
especificidade quando comparados com a Melitina. Colaborando com os resultados da
viabilidade celular, no ensaio de degradacdo no soro foi possivel constatar que 0s
bioconjugados sdo estaveis em soro e ndo sofrem degradacdo por proteases em diferentes
concentragfes. Contudo, um fator interessante é que apesar da conjugagdo da Melitina com o
aptameros, as moléculas ndo apresentaram modificacfes em sua estrutura, muito menos na
sua atividade, como visto no ensaio de viabilidade.

Palavras-Chave: Glicoproteina CD44. Melitina. Peptideos antitumorais. Peptideos
aptameros.



ABSTRACT

Currently, cancer is one of the leading causes of death, especially in developing countries,
representing today a real crisis for health systems worldwide. Conventional treatment against
tumor cells, such as chemotherapy and radiotherapy, present partial efficiency, besides
producing a range of side effects, reducing the quality of life of the patient, and are related to
multidrug resistance by tumor cells. In this context, studies seek to develop innovative
therapeutic strategies to combat the disease. Small molecules, such as antitumor peptides,
emerge as molecules of interest in cancer therapy. However, the low specificity and high
toxicity on normal cells lead to the search for working with antitumor peptides bioconjugated
with aptamer peptides. Aptamers are relatively small molecules that show great selectivity by
interacting with cell membrane markers, such as the membrane glycoprotein CD44. These
markers are usually overexpressed in tumor cell lines, and when conjugated with antitumor
peptides, they can lead to a higher efficacy in killing tumor cells due to the targeting of the
peptide. In this context, the aim of this work is to synthesize the peptides LO1904, LO1908
and LO1908oxi, as well as to evaluate their binding potentials on specific targets in cell lines,
such as breast adenocarcinoma (MCF-7, ATCC HTB-22), lung adenocarcinoma (A549,
ATCC CCL-185) and non-tumor lung cells (MRC-5, ATCC CCL-171). To this end, solid-
phase peptide synthesis and purification of LO1904, LO1908 and LO1908oxi peptides by
high-performance liquid chromatography was performed. In addition, cell cultures were
subjected to automated microscopy using In Cell Analyzer after prior incubation with the
peptides , showing evident markings at different concentrations. Then, the cell viability assay
was performed by the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) technique
for the three tested strains, as well as with Melittin and Aurein. With the selection of the
aptamer LO1903, which showed evident markings in the tested strains, the synthesis of the
bioconjugates LO2121, LO2122 and LO2123 was performed. In the cell viability assay it was
possible to conclude that all bioconjugates present higher specificity when compared to
Melittin. Collaborating with the cell viability results, in the serum degradation assay it was
possible to find that the bioconjugates are stable in serum and do not undergo degradation by
proteases at different concentrations. However, an interesting factor is that despite the
conjugation of Melittin with aptamers, the molecules did not present modifications in their
structure, much less in their activity, as seen in the viability assay.

Keywords: CD44 glycoprotein. Melittin. Antitumor peptides. Aptamer peptides.
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1. Introducao
1.1  Céancer

O Cancer é considerado com uma das principais causas de Obitos, sendo responsavel
por uma em cada seis mortes no mundo. Estima-se que as mortes causadas por cancer
cheguem a 10 milhdes por ano, fazendo com que as neoplasias representem uma barreira
importante para 0 aumento da expectativa de vida (BRAY et al., 2018; WHO, 2021).

Dessa maneira, entende-se como cancer um grupo de mais de 100 doencgas distintas
que apresentam crescimento anormal de celulas, sem uma regulacdo eficaz. Células
cancerosas apresentam divisdo descontrolada e independente de sinais inibitorios, além de
possuir facil replicacdo e alta capacidade de invasdo de tecidos saudaveis por meio de
membranas basais e paredes de capilares (VOGELSTEIN, KINZLER, 2004; BROOKS et al.,
2010; KREEGER, LAUFFENBURGER, 2010; MARUSYK, POLYAK, 2010; BOOHAKER
etal., 2012; WIJAYA, MUCHTARIDI, 2017).

Fatores como o uso de tabaco, que representa aproximadamente 25% das mortes por
cancer; alto indice de massa corporal; consequentemente falta de atividade fisica; alto
consumo de bebidas alcoodlicas; e baixo consumo de frutas e vegetais representam cerca de
um tergo das mortes por cancer (WHO, 2021).

Outros fatores, como infeccBes causadoras de cancer, tais como hepatites e
papilomavirus humano (do inglés Human Papillomavirus, HPV) sdo responsaveis por
aproximadamente 30% dos casos de cancer em paises que apresentam renda baixa e média
baixa (PLUMMER et al., 2016; WHO, 2021).

Segundo estimativas globais, somente em 2018 ocorreram aproximadamente 18
milhGes de novos casos, sendo o cancer de pulmao o mais incidente, somando 2,1 milhGes dos
casos, seguido pelo cancer de mama, também representando 2,1 milhdes dos casos. O cancer
de colon e reto representam 1,8 milhdo e prostata, 1,3 milhdo. Em mulheres, 0s novos casos
chegam a 8,6 milhdes, cerca de 48% dos casos, sendo frequente o cancer de mama (24,2%),
célon e reto (9,5%), pulméo (8,4%) e colo do Utero (6,6%). Em homens, os casos chegam a
9,5 milhGes, cerca de 53% dos casos, onde sdo frequentes o cancer de pulmao (14,5%),
prostata (13,5%), colon e reto (10,9%), estdmago (7,2%) e figado (6,3%) (BRAY et al., 2018;
OPAS, 2018).

Em 2019, o cancer foi considerado a primeira ou segunda principal causa de morte em
pessoas com idade menor que 70 anos em 112 de um total de 183 paises, ocupando o terceiro

ou quarto lugar em outros 23 paises (WHO, 2021).
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Os tratamentos atuais para o cancer envolvem intervencdes cirurgicas, terapias génicas
ou hormonais e também quimioterapia e radioterapia (WANG, JIA, 2016; MARGUS,
PIROGOVA, PIVA, 2017; YAVARI et al., 2018).

Cerca de 30 a 50% dos pacientes com cancer recebem tratamento com irradiacao,
tanto sozinho como em tratamento misto com quimioterapia e cirurgias. Logo, 7 milhdes de
pacientes recebem tratamento por radioterapia no mundo a cada ano. Apesar da melhoria das
taxas de cura de tumores malignos, os pacientes podem desenvolver uma ampla gama de
morbidades cronicas a longo prazo, decorrentes do tratamento radioterapico (BARTON et al.,
2014; YIN et al., 2017; YU et al., 2019).

A quimioterapia, principal terapia aplicada no tratamento de diversos tipos de cancer,
utiliza produtos quimicos que atacam as células cancerigenas, porém, os efeitos colaterais e
possiveis sequelas em longo prazo decorrentes desse tratamento ainda sdo motivo de
preocupacdo. Dentre os efeitos colaterais da quimioterapia, a ndusea a vomito sdo os efeitos
mais vistos nesse tratamento (NURGALI, JAGOE, ABALO, 2018). Além disso, em aplicacdo
prolongada, pode ocasionar quimiorresisténcia e possui baixa seletividade, ou seja, acomete
células tumorais e compromete células normais (RABBANI-CHADEGANI et al., 2015; YIN
etal., 2017; ALJABERY et al., 2018).

A estratégica cirlrgica, apesar de remover tumores soOlidos rapidamente, pode
ocasionar traumas Obvios, sangramentos, infecgcdes e também baixa imunoldgica (CAI et al.,
2018).

Como alternativa, a imunoterapia surge como tratamento contra o cancer. Isso se faz
devido a capacidade de modulacdo do sistema imune do paciente, facilitando o efeito
antitumoral, ou seja, é capaz de criar um ambiente hostil para as células cancerigenas. Essa
técnica apresenta menos efeitos colaterais quando comparada com a radioterapia e
guimioterapia, porém, considerando o tratamento baseado em transferéncias projetadas de
celulas T e estratégias imunomoduladoras, efeitos imunomediados secundarios podem ser
vistos, como alteracdes de funcionamento endocrino, tiredideo e na hipdfise (HARRIS et al.,
2013; LOHMUELLER, FINN, 2017; LUO et al., 2019; LU, SU, 2019).

Considerando a problematica quanto aos tratamentos atuais contra diversos tipos de
cancer, como a baixa especificidade e efeitos colaterais, bem como a capacidade proliferativa
das células tumorais, ha uma necessidade pela busca por tratamentos alternativos que aumente
a especificidade e efetividade no tratamento contra o cancer.

Desse modo, 0s peptideos antitumorais, ou anticancer, descritos como pequenas

moléculas que apresentam acentuada penetracdo nos tecidos, certa seletividade para alvos
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tumorais e facilidade de penetracdo celular, surgem como alternativa aos tratamentos

convencionais para diversos tipos de cancer.

1.2 Peptideos antitumorais

Os peptideos antitumorais (do inglés anticancer peptides, ACPs) sdo moléculas
relativamente pequenas, compostas por uma sequéncia entre 10 e 30 residuos de aminoacidos,
além de apresentar facilidade de sintese e modificacdes, potencial para penetracdo celular e
alta toxicidade (SCHWEIZER, 2009; VLIEGHE et al., 2010; THUNDIMADATHIL, 2012;
TYAGI et al., 2015; HUANG et al., 2009; QIAO, WANG, YU, 2019).

Possui natureza catidnica decorrente da presenca de residuos de arginina e lisina e, em
alguns casos, presenca de histidina em sua sequéncia, além de apresentar cerca de 50% de
aminoacidos hidrofébicos (ZASLOFF, 2002; HANCOCK, SAHL, 2006; CICERO,
FOGACCI, COLLETTI, 2017; QI et al., 2018). Apresentam baixa imunogenicidade,
compatibilidade em sistemas bioldgicos contribui para o seu potencial uso em tratamentos
contra o cancer (HU et al., 2016).

A principal diferenca entre as células normais e as células tumorais € a constituicao da
membrana, de modo que as células tumorais possuem uma membrana mais negativamente
carregada, o que contribui para a interacdo eletrostatica dos ACPs com essas células,
ocasionando uma reorganizacdo da camada fosfolipidica e formacdo de poros, contribuindo
para a citotoxicidade e, consequentemente, lise celular (TOKE, 2005; SCHWEIZER, 2009;
UTSUGI et al., 1991; HARRIS et al., 2013) A atuacdo dos peptideos antitumorais envolvem
diferentes alvos moleculares, como membrana celular (necrose), através de formacdo de poros
ou lise total, membrana mitocondrial (apoptose), ou atividade ndo membranar. (TOKE, 2005;
HARRIS et al., 2013).

Caracteristicas como baixa imunogenicidade, compatibilidade em sistemas bioldgicos
e possibilidade de modificacdo, conectando moléculas bioativas, contribuem para o seu
potencial uso em tratamentos contra o cancer (HU et al., 2016).

Ha cerca de 230 peptideos anticancer derivados de peptideos antimicrobianos (PAMS),
apresentando caracteristica endégena e producdo em diferentes organismos multicelulares
para protecdo contra agentes patogénicos, tais como bactérias, fungos e virus (WANG, LI,
WANG, 2016; XU, LAI, 2015; KANG et al., 2012). E possivel encontrar no banco de dados
de Ensaios Clinicos do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos, utilizando caracteres
referentes aos peptideos anticancer, cerca de 1002 ensaios clinicos baseados em peptideos,

objetivando a acdo em diferentes tipos de cancer (PAN, XU, JIA, 2020).
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Alguns peptideos ja vém sendo estudados para a terapia anticancer, como o HPRP-A1-
TAT, peptideo hibrido que possui um mecanismo de ac¢do capaz de destruir a membrana
celular e ocasionar o esvaziamento rapido do conteudo citoplasmatico, apresentando atividade
contra melanomas, cancer gastrico, cancer de figado e cancer cervical (HAO et al., 2015). O
peptideo Temporin-LA, derivado da pele de ré-touro, atua no interior das células, ocasionando
lise da membrana celular em cancer hepético, além de ndo apresentar toxicidade obvia em
células normais do figado (DIAO et al., 2012). J& a vasopressina, peptideo conjugado com
99mTc, apresenta possibilidade de combinacdo para gerar imagens de células de cancer de
pulmé&o considerando sua alta estabilidade (GNIAZDOWSKA et al., 2014).

Outro peptideo j& reconhecidamente com atividade anticancer é a aureina 1.2. Esse
peptideo, com acdo antimicrobiana, € secretado da pele de rés australianas do género Litoria
genus, e possui 13 residuos de aminoacidos em sua sequéncia (ROZEK et al., 2000). Aureina
1.2 apresenta atividade antitumoral em linhagens de melanoma, leucémicas, cancer de
pulmao, célon, prostata e cancer de mama (ROZEK et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2012;
DTP, 2021).

Além dos peptideos citados, a Melitina, componente do veneno da abelha europeia
Apis melifera, surge como um ACP bem descrito na literatura (KLOCEK, SEELING, 2008;
HEINEN, VEIGA, 2011; RADY et al., 2017). E um peptideo anfipatico catidnico soltvel em
agua, composto por 26 residuos de aminoacidos (sequéncia
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ) e classificado como a-helicoidal, ou seja,
apresenta cadeia peptidica relativamente curta e de estrutura simples (DONG, TIAN, WANG,
2007; KLOCEK, SEELING, 2008; SOMAN et al., 2009; HEINEN, VEIGA, 2011; RADY et
al., 2017).

Estudos apresentam que a Melitina possui um amplo espectro como agente antiviral,
antibacteriano, antifangico, antiparasitario e também como antitumoral, devido a sua baixa
seletividade em relacdo a sua caracteristica citolitica (SHI et al., 2016; WANG, JIA, 2016;
LIU et al., 2016; RADY et al., 2017).

Os mecanismos de acdo da Melitina envolvem morte celular, como apoptose, inibi¢do
da proliferacdo, controle do ciclo celular e inibi¢do da motilidade, além da migracéo, invasao
e metastase das células tumorais (JO et al., 2012; ZARRINNAHAD et al., 2018).

Os efeitos antitumorais da Melitina podem ser visto em linhagens de melanoma (TU et
al., 2008), cancer de pulméo (GAO et al., 2018), gliobastoma (SISA et al., 2017), leucemia
(ORSOLIC, 2012; ZHANG et al., 2017), ovario (JO et al., 2012), cervical (ZARRINNAHAD

et al., 2018), pancreatico e também em cancer de mama (WANG et al., 2018).
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Apesar de sua agdo antitumoral, a Melitina apresenta atividade celular inespecifica, ou
seja, atua tanto em células tumorais como em células normais, além de apresentar meia vida
curta no sangue e potencial para causar reacdo toxica grave por via intravenosa, devido a sua
alta atividade hemolitica (RADY et al., 2017).

Considerando a alta toxicidade da Melitina tanto em células tumorais como em células
normais, a sua acdo direta no tratamento contra o céancer, a utilizacdo dessa molécula
diretamente no tratamento contra o cancer € limitada, de modo que a utilizacdo de conjugados
de Melitina surge como uma alternativa para o direcionamento e, consequentemente,
seletividade e aumento da agdo tumoral (BEI et al., 2014; QIAN et al., 2015; LI et al., 2016;
RADY et al., 2017).

1.3  Peptideos aptameros

Moléculas denominadas “peptideos aptdmeros”, termo derivado da analogia com DNA
e RNA aptdmeros, detém caracteristicas que os tornam excelentes agentes com capacidades
semelhantes ao dos anticorpos (THIBAUT et al., 2012; NIMJEE et al., 2017). Essas
moléculas sdo constituidas por cadeias de aminoacidos relativamente curtas compostas por
cerca de 20 a 30 residuos de aminoacidos, o0 que garante uma estrutura menor do que dos
anticorpos. Além disso, possuem alta estabilidade e solubilidade, bem como propriedades de
reconhecimento para proteinas alvos (LI et al., 2011; MASCINI, PALCHETTI, TOMBELLI,
2012), e capacidade de ligacdo com células e tecidos (WU et al., 2015). A baixa
imunogenicidade, alta especificidade e capacidade de reconhecimento direcionam o0s
peptideos aptdmeros como candidatos a drogas promissoras (KEEFE, PAI, ELLINGTON,
2010; ZHANG, HONG, CAl, 2011; LI, ZHAO, QIU, 2013; SUNDARAM et al., 2013).

Quanto a citotoxicidade, os peptideos aptdmeros podem ser considerados ndo toxicos
(ESG, 2003; CHAN et al., 2008) e considerando a sua estrutura simples e pequena, a sua
obtencdo pode ser realizada através de técnicas como a Sintese de Peptideos em Fase Solida
(SPFS), o que garante uma producdo em larga escala e de forma eficiente, com diminuicao
nos custos na producdo para diversos alvos moleculares (SONG, LEE, BAN, 2012; SUN et
al., 2014).

Em decorréncias dos efeitos colaterais e citotoxicidade para células normais dos
tratamentos convencionais para o0 cancer, os aptameros podem ser empregados como
carreadores para outras moléculas, apresentando um direcionamento mais especifico para as
células tumorais, e, consequentemente, minimizando a toxicidade para as células normais e
aumentando a eficacia da acdo anticancer (RADOM et al., 2013; ZHU et al., 2014).
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A potencial utilizagdo de aptdmeros na agéo terapéutica de agentes antitumorais em
diferentes linhagens tumorais é comprovada por meio de dados cientificos que apresentam sua
acao em cancer de cabeca e pescoco (GUO et al., 2011); cancer de mama (ARAVIND et al.,
2012; ALIBOLANDI et al., 2015); cancer de pancreas (SUN et al., 2014); cancer colorretal
(LI et al., 2014), leucemia linfoblastica (HUANG et al., 2009; ARAVIND et al., 2012),
cancer hepético (ALIBOLANDI et al., 2015) e cancer de prostata (MIN et al., 2011).

Por apresentarem alta estabilidade bem como sua alta capacidade de afinidade e
seletividade por receptores extracelulares e biomarcadores especificos de superficie celular, os
aptameros sdo estudados para o diagnéstico de diversos tumores, como deteccdo de células
tumorais circulantes, analise imuno-histoquimica e imagens in vivo (RADOM et al., 2013;
ZHU et al., 2014; HAN et al., 2020).

Diversos receptores de superficie sdo superexpressos em células tumorais, como o
CD133, CD44, CD49 e ITGASG, porém, o CD44 (Figura 1) é o marcador molecular mais
expresso. Essa molécula é caracterizada como uma glicoproteina de adesdo transmembrana
envolvida nas interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, sendo o acido hialurénico
(HA), a fibronectina e a laminina, bem como seus ligantes naturais. Suas func¢ées envolvem a
adesdo celular (agregacdo e migracdo), degradacdo do acido hialurdnico, ativagdo linfocitéria,
angiogénese e liberacdo de citocinas em decorréncia de sua estrutura e distribuicdo nos
tecidos (GEE et al., 2004; XU et al., 2015).

Figura 1: Estrutura tridimensional da glicoproteina CD44 obtida através de modelagem molecular pelo site I-
Tasser e representada pelo programa Pymol verséo 2.3.1.

Fonte: Propria autora.
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CD44 ¢é expressa em diversas linhas celulares (Figura 2), como leucdcitos e
fibroblastos, contribuindo para a sua participagdo na migracdo e ativacdo celular e
hematopoiese (GEE et al., 2004). Além disso, € encontrada em diversos tipos de tumores,
como célon, figado, prostata e mama (ZOLLER, 2011), principalmente por promover a
sobrevivéncia e agressividade das células tumorais e induzir a tumorigénese e metastase, ou
seja, as linhagens que apresentam superexpressao de CD44 s&do capazes de formas tumores
mais agressivos (GOODISON et al., 1999; HILL et al., 2006). A glicoproteina CD44, além de
ser um marcador tumoral, € também um alvo terapéutico promissor, principalmente no cancer
de mama (TIJINK et al., 2006; SAUTER et al., 2007; MARANGONI et al., 2009).

Figura 2: Expressdo mediana de CD44 em células tumorais (vermelho) e células normais (verde). Quanto mais
intensa a tonalidade da cor, maior a expressdo da proteina.

Fonte: Gepia 2 (gepia2.cancer-pku.cn/)

Considerando a busca por terapias alternativas para o tratamento de cancer, 0s
aptameros aparecem como uma estratégia inovadora para a localizacdo de alvos moleculares
especificos em células tumorais, bem como o controle da progressdo e até mesmo lise
completa da célula tumoral. A estratégia baseia-se na utilizagdo das proteinas de membrana
expressas em células tumorais como marcadores, e a capacidade dos ligantes especificos a
esses marcadores levarem as moléculas anticAncer diretamente ao tumor, ocasionando o

aumento da sua especificidade e diminuicéo da toxicidade em células normais.
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2. Objetivos

Sintetizar e purificar os peptideos aptameros LO1904, LO1908 e LO1908 oxidado;
Avaliar a viabilidade celular das linhagens A549, MRCO05 e MCF7 tratadas com 0s
peptideos antitumorais e peptideos aptdmeros;

Analisar as marcacdes dos peptideos aptameros em membrana celular das linhagens
testadas;

Sintetizar e purificar o peptideo antitumoral Melitina e analisar suas atividades em
linhagens tumorais;

Sintetizar e purificar conjugados de peptideo antitumoral com aptameros;

Avaliar o potencial antitumoral dos bioconjugados e seus potenciais toxicos contra
células normais;

Avaliar a estabilidade no plasma sanguineo dos peptideos e conjugados;

Estudar o conteddo de estrutura secundaria dos peptideos e conjugados por

espectroscopia de dicroismo circular.
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3. Material e método

3.1  Cultura celular

A cultura celular foi realizada com linhagens de cancer de mama (adenocarcinoma de
mama, MCF-7 ATCC HTB-22), cancer de pulméo (adenocarcinoma de pulméo, A549 ATCC
CCL-185) e células ndo tumorais de pulmdo (MRC-5 ATCC CCL-171). As células foram
cultivadas em frascos apropriados (garrafas para cultura celular), em meio de cultura DMEN
High Glicose, suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS, Life Technologies -
12657029); antibidtico e antimicotico (Sigma Aldrich — A5955). Todos 0s outros reagentes

utilizados foram de grau analitico.

3.2  Sintese de Peptideos

A principal ferramenta utilizada hoje na obtencdo de peptideos € a sintese de
peptideos em fase sélida (MERRIFIELD, 1963). Este método é baseado no crescimento da
cadeia peptidica, um residuo por vez, a partir de sua regido C-terminal que se encontra ligada
covalentemente a uma resina (Figura 3).

Na Sintese de Peptideo em Fase Solida foi utilizado o protocolo da quimica
Fluorenilmetiloxicarboxil (Fmoc). Neste, a protecdo do grupo alfa-amino é feita pelo Fmoc e
as cadeias laterais dos residuos sdo protegidas por grupos terc-butil, tritil e terc-
butiloxicarbonil, entre outros. Para a sintese do peptideo LO1903 utilizou-se a resina Fmoc-
Arg(Pbf)-Wang com grau de substituicdo de 0,31mmol/g e para o peptideo LO1907 a resina
Fmoc-Gly-Wang com grau de substitui¢do de 0,467mmol/g.

O Fmoc é base labil, ou seja, a sua retirada do grupo amino (desprotecdo) ligado a
resina foi realizada em um meio bésico - solugdo de 20% 4-metilpiperidina/dimetilformamida
(DMF) por 5 e 20 minutos. A confirmacdo da desprotecdo do grupamento amino ocorreu
através do teste de ninidrina (KAISER et al., 1970). Este reagente, em altas temperaturas,
reage com grupos amino livres, liberando um composto de cor azul (maioria dos
aminoacidos) ou amarelo/amarronzado (prolina), permitindo saber se o acoplamento foi
realmente efetuado com 100% de eficiéncia.

A etapa de acoplamento foi realizada pela ativagdo dos grupos carboxila do Fmoc
aminoacido a ser inserido com N,N-diisopropilcarbodiimida (Dic)/N-Hidroxibenzotriazol
(HOBt). Todas as sinteses realizadas foram na escala de 0,4mM e os aminoacidos foram
acoplados em 2x de excesso, e deixados duas horas em agitacdo. O teste de ninidrina foi

novamente utilizado, mas, nesse caso, para avaliar o acoplamento dos aminoacidos em todas
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as sinteses. Entre cada passo foram efetuadas lavagens com DMF para eliminacdo do excesso

de reagentes e subprodutos.

Figura 3: Esquema de Sintese de Peptideos em Fase Sélida (SPPS).

20% (desproteger
novamente)
Fmoc _O 4-metilpiperidina em Positivo (acoplamento do aa)
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(novo ciclo) (Dic e HoBt) b
Positivo (acoplar novamente o 2 horas sob agitagao
aa)

Fonte: Prépria autora.

Ao final do acoplamento de todos os residuos de aminoacidos que compdem o0s
peptideos LO1903 e LO1907, os mesmos foram pesados e fracionados, sendo utilizada uma
fracdo de cada peptidil-resina (0,1mM) para realizar o acoplamento de um marcador
fluorescente (5(6)-carboxifluoresceina (5(6)-FAM)) (Figura 4), realizando novamente as
etapas de acoplamento, como previamente descrito, obtendo-se assim os peptideos LO1904 e
LO1908.

Figura 4: Estrutura quimica da 5(6)-carboxifluoresceina.
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Em seguida, realizou-se a remocao dos grupamentos protetores das cadeias laterais dos
aminoécidos e clivagem da resina. Para isso, foram utilizados protocolos de clivagem
especificos para cada peptideo, sendo 95% de TFA, 2,5% de &gua ultra pura e 2,5% de TIS
para o peptideo LO1904 e 94% de TFA, 2,5% de agua ultra pura, 2,5% de EDT e 1% de TIS
para o peptideo LO1908 (tabela 1). Apds a clivagem, os peptideos brutos foram precipitados
com éter etilico anidro gelado e separados a partir de material ndo peptidico solGvel por
centrifugacdo. Em seguida, o contetdo peptidico foi extraido com 0,045% (v/v) de TFA em
H.O (solvente A) e 0,036% (v/v) de TFA em acetonitrila (solvente B) na propor¢do 50:50%,
sendo liofilizado para posterior purificacdo e caracterizacdo em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e confirmagao da massa molecular por espectrometria de massas.

Tabela 1: Protocolos de sintese dos peptideos.

Peptideos Sequéncias Resinas Métodos de
clivagem
LO1903 FNLPLPSRPLLR Fmoc-Arg(PBF)- ]
Wang
95% TFA
2,5% H,0 ultra
LO1904  5(6)-FAM-FNLPLPSRPLLR C\;‘;?]C‘AVQ(PBF)' oura
g 2,5% TIS
LO1907 NPGTCKDKWIECLLNG Fmoc-Gly-Wang ]
94% TFA

2,5% H,0 ultra
LO1908 5(6)-FAM-NPGTCKDKWIECLLNG Fmoc-Gly-Wang pura

2,5% EDTO

1% TIS

3.3  Oxidacéo dos peptideos e formacao de pontes dissulfeto

A oxidacdo intracadeia dos residuos de cisteina do peptideo LO1908 (5(6)-FAM-
NPGTCKDKWIECLLNG) foram realizadas pelo método da oxidacdo por ar (Novabiochem
Peptide Synthesis catalog, 2013). O peptideo foi diluido em uma solugdo tampéo contendo
bicarbonato de amoénio 0,1 mol/L para que a concentracdo ndo ultrapasse 100 mg/L. A
mistura seguiu para agitacdo, em agitador magnético, por 24 horas, deixada aberta para
aeracdo. Apos as 24 horas, as amostras resultantes passaram por liofilizagdo para posterior
purificacdo. A oxidacdo do peptideo foi acompanhada por espectrometria de massas. Apos a

oxidacdo, os peptideos foram renomeados como LO19080oxi.
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3.4 Purificagdo e caracterizacdo dos peptideos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC)

As purificacdes dos peptideos sintetizados foram realizadas em modo semipreparativo
utilizando um CLAE System Gold Beckman, em coluna de fase reversa C18 (Phenomenex 2,1
x 25 cm). O método de purificagdo para os peptideos foi 20-60% de solvente B em 120min. O
grau de pureza das fracOes foi determinado em um cromatografico Shimadzu, em uma coluna
analitica (0,46 x 25 cm) de fase reversa C18 (Kromassil) em 5-95% de solvente B em 30min.
Os solventes utilizados para a purificacao e verificacdo do teor de pureza dos peptideos foram
0,045 % de TFA em &gua deionizada (Solvente A) e 0, 036 % de TFA em acetonitrila
(Solvente B) (tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas dos peptideos.

Nome do peptideo Tempo de Massa molar Método de
retencdo (min) (g/Mol) purificacéo
LO1904 13,5 1781,03 20-60% em 120min
LO1908 15,6 2149,38 20-60% em 120min
LO1908oxi 16 2147,38 20-60% em 120min

3.5  Espectrometria de Massas

Os espectros de massas dos peptideos foram obtidos por meio de um espectrometro de
massas Thermo LCQ-fleet, com configuracdo ESI-IT-MS. Realizou-se a infusdo direta das
solucBes de amostra a uma concentracdo de aproximadamente 10 ppm em acetonitrila/agua
contendo 0,1% v/v de acido férmico. A vazdo de infusdo foi ajustada a 5.0 uL/min e a fonte

de electrospray foi operada em modo positivo, aplicando-se 4,5 kV no capilar de electrospray.

3.6 Incell Analyzer

As linhagens A549, MCF-7 e MRC-5 previamente descongeladas e cultivadas em
garrafas para cultura celular em meio DMEN High Glicose suplementado com Soro Fetal
Bovino (SFB) e antibidtico e antimicético (ATB/ATM) foram mantidas em estufa por 2 dias
para o crescimento celular. Em sequéncia, foi realizado o plaqueamento das linhagens em
placas de 96 pocos em meio DMEN High Glicose contendo 1x10° células, sendo novamente
deixadas em estufa de CO, 5% por 24 horas para que as células pudessem aderir a placa.

Os peptideos utilizados para a marcacdo em alvos celulares foram o0 LO1904, LO1908
e LO1908oxi e a propria 5(6)-carboxifluoresceina para avaliar se a mesma, sem estar

acoplada aos peptideos, apresenta marcacdo nos alvos celulares. SolucGes estoque dos
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peptideos foram preparadas em uma concentracdo de 0,5 mg/mL em &gua ultrapura para
posterior utilizacdo. As concentragdes trabalhadas foram: 128 pug/mL, 64 pg/mL, 32 ug/mL,
16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,125 pg/mL,

0,0625 pg/mL para caracterizar uma diluigdo seriada (Figura 5).

Figura 5: Posicdes dos peptideos e suas respectivas concentragdes na placa de 96 pocos.
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Fonte: Propria autora.

As placas contendo as células de cada linhagem celular cultivada foram tratadas com
as diluicdes da solucdo estoque dos peptideos LO1904, LO1908, LO1908oxi e a 5(6)-
carboxifluoresceina, sendo levadas a estufa por 30min para que os peptideos pudessem se
ligar as proteinas de membrana. Em seguida, as placas foram centrifugadas e lavadas com
PBS apenas uma vez para garantir a aderéncia das células no fundo dos pocos. O ndcleo das
células foi marcado com Hoechst em concentragdo de 50ul por pogo por cerca de 5 minutos.
Ap0s o tempo de espera para a marcacao do nucleo, as placas foram novamente centrifugadas

e lavadas com PBS, estando prontas para analise no equipamento In Cell Analyzer.

3.7  Citometria de fluxo

Para a citometria de fluxo, as linhagens A549, MRC-5 e MCF-7 foram plaqueadas em
placas de 24 pocos contendo meio DMEN High Glicose com 5,6x10° de células por placa,
sendo novamente deixadas em estufa de CO, por 24 horas para que as células possam aderir a
placa.

Os peptideos utilizados para a marcacdo em alvos celulares foram o LO1904, LO1908

e LO1908oxi, além da5(6)-carboxifluoresceina como controle. SolucBes estoque desses
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peptideos foram preparadas em uma concentracdo 0,5 mg/mL para posterior utilizacdo. As
concentragdes trabalhadas foram: 128 ug/mL, 32 pg/mL, 8 ug/mL e 1 ug/mL (Figura 6).

Figura 6: Concentragdes dos peptideos para a citometria de fluxo.
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Fonte: Prépria autora

As placas contendo as células de cada linhagem celular cultivada foram tratadas com
as diluicbes da solucdo estoque dos peptideos LO1904, LO1908, LO1908oxi e a 5(6)-
carboxifluoresceina, sendo levadas a estufa por 30min para que os peptideos pudessem se
ligar as proteinas de membrana. Em seguida, para que as células aderidas a placa fossem
soltas e transferidas para tubos eppendorfs utilizou-se tripsina, e para a inativacdo da mesma
utilizou-se meio de cultura. Os eppendorfs foram centrifugados e os pellets formados foram
ressuspendidos em paraformaldeido 4% em PBS por 30min em geladeira para que as células
fossem fixadas. Os eppendorfs foram centrifugados novamente para retirada do
paraformaldeido e ressuspendido em PBS gelado para ser analisado no citdmetro. O citbmetro
utilizado foi 0 BD FACSCanto I, que apresenta deteccdo simultanea de até 10 parametros de

particulas com até 50pum, com taxa maxima de aquisicao de 10.000 eventos por segundo.

3.8 Avaliagéo de viabilidade celular
Através da técnica de MTT ¢é possivel quantificar a atividade mitocondrial e

consequentemente, avaliar a viabilidade celular, através da formacdo de cristais de formazan



27

sendo de coloragdo azul ou roxa. Dessa maneira, a coloragdo surge como quantificador da
viabilidade das celulas.

Para a avaliacdo da viabilidade celular, as linhagens MCF-7, MRC-5 e A549 foram
plaqueadas em placa de 96 pocos com meio DMEN High Glicose e 1x10° de células, sendo
deixadas em estufa de CO, por 24 horas para que as células possam aderir a placa.

As placas contendo as linhagens foram tratadas com os peptideos LO1904, LO1908 e
LO1908oxi, bem como a Melitina e Aureina 1.2 e os bioconjugados L0O2121, L0O2122 e
L0O2123, nas concentragdes 128ug/mL, 64ug/mL, 32ug/mL, 16pg/mL, 8ug/mL, 4ug/mL,
2ug/mL, lpg/mL, 0,5ug/mL, 0,25pg/mL, 0,125pg/mL, 0,0625ug/mL. Além disso, foi
utilizado DMSO 5% em meio como controle e pocos sem célula como o branco.

Ao completar 21 horas de estufa, as placas foram tratadas com solu¢do de MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]) em meio por 3 horas. Apos as
24 horas completas, 0 meio com peptideo contendo a solucdo de MTT foi retirado e as células
séo solubilizadas em isopropanol acidificado. A leitura da intensidade da cor da solucdo foi
realizada em leitor de placas com filtro de 570nm. Apos a leitura, foi realizada a analise
estatistica dos dados obtidos para a plotagem dos graficos referentes a viabilidade celular e

citotoxicidade das linhagens testadas.

3.9 Dicroismo circular (DC)

Utilizou-se a espectroscopia de dicroismo circular no intuito de elucidar a estrutura
secundaria dos peptideos. Assim, os espectros de DC foram obtidos através de um
espectropolarimetro Jasco J-815, em celas de 1,0 mm de caminho 6ptico, com 5 varreduras
por um espectro com tempo de integracao de 3 s por ponto.

Para essa andlise, foram preparadas solug6es estogques dos peptideos LO1903, Melitina
e 0s bioconjugados L0O2121, LO2122 e LO2123 em tampdo fosfato salino (PBS) pH 7,4, na
concentracdo de 1 mg/mL para posterior utilizacdo. Além disso, as solu¢Bes dos peptideos
foram preparadas em LPC (lisofosfatidilcolina) 5 mM.

3.10 Degradacao no plasma

O ensaio de degradacdo dos peptideos no soro sanguineo foi realizado conforme
Santos-Filho e colaboradores (2017), com pequenas modificacGes. Inicialmente, foi preparada
uma solucdode 5 mL de soro diluido (25%) em solugdo tampdo (PBS). Foram preparadas
solucBes estoque dos peptideos LO1903, Melitina, LO2121, LO2122 e L0O2123 contendo 2
mg de peptideo em 2 mL de PBS em pH 7,4.
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Além disso, foram considerados os controles dos peptideos ndo incubados em soro,
preparados com 100 pL da solucgdo estoque, 100 pL de tampé&o e 100 pL de etanol 96%; além
do controle do soro, preparado a partir de 100 pL de tampéo, 100 pL de soro e 100 pL de
etanol 96%.

Em seguida foram preparados os tubos contendo 100 L de peptideo e 100 pL de soro.
Os tempos considerados para avaliar a degradacéo dos peptideos foram de 30 min, 1 h, 2 h, 4
h,12 h, 24 he 48 h.

Os tubos foram retirados da estufa, e precipitados em 100 pL de etanol 96%,
centrifugado a 3000 rpm por 2 min e o sobrenadante foi recolhido, onde 100 pL foi levado ao
HPLC analitico em método de 5-95% de solvente B em 30 min, e o restante do sobrenadante

foi congelado em nitrogénio e liofilizado para futura analise dos produtos de degradacéo.

4. Resultados e discussao

4.1 Sintese, clivagem e purificacdo dos peptideos aptameros

O peptideo nomeado como LO1903, de sequéncia FNLPLPSRPLLR, peso molecular
1422,71g/mol foi sintetizado utilizando a metodologia de sintese de peptideos em fase sélida
(SPFS) conforme descrito previamente (MARRIFIELD, 1994).

Apos o acoplamento de todos os residuos de aminoacidos que compdem o peptideo
L0O1903, o mesmo foi pesado e % do peso total (referente a escala 0,3 mM) foram guardados
para posterior utilizacdo. Dessa maneira, utilizou-se ¥ do peso total (referente a escala 0,1
mM) para o acoplamento da 5(6)-carboxifluoresceina, com peso molecular de 376,32g/mol
seguindo 0 mesmo protocolo de SPFS, obtendo assim o peptideo nomeado LO1904. Para
garantia do sucesso de acoplamento, o acoplamento da 5(6)-carboxifluoresceina foi repetido
2x sequencialmente, respeitando o intervalo de acoplamento de 2 horas.

Apbs a sintese do LO1904 realizou-se a clivagem, o peptideo foi precipitado com éter
etilico gelado, sonicado, centrifugado 3x (sequencialmente) para eliminagdo dos reagentes
presentes na solucdo de clivagem. Posteriormente, o peptideo contido no precipitado obtido
foi extraido da resina com uma solugéo aquosa contendo 0,045% de TFA em agua ultra pura
(Solvente A) e 0,036% de TFA em acetonitrila (Solvente B) em propor¢édo de 50%:50%,
sendo sonicado e centrifugado 3x (sequencialmente). O sobrenadante resultante desse
processo contendo o peptideo LO1904 foi liofilizado e identificado como peptideo LO1904
bruto.

Antes da purificagdo, o peptideo bruto foi analisado por um cromatdgrafo Shimadzu

em coluna analitica (0,46 x 25 cm) de fase reversa C18 (Kromassil), em gradiente de 5-95%
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de solvente B em 30 minutos, para analise do grau de pureza e estabelecer o gradiente de
solvente B durante a purificagdo, ou seja, a porcentagem necessaria de solvente B para a
eluicdo do peptideo em coluna de fase reversa, considerando o tempo decorrido apés a injecédo

e 0 pico de interesse (Figura 7).

Figura 7: Perfil cromatografico do peptideo LO1904 bruto em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de solvente
B em 30min.
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Fonte: Prépria autora

O pico de interesse, ou seja, 0 pico relativo ao peptideo LO1904 possui tempo de
retencdo por volta de 16,6min, o que, levando em consideragdo o gradiente linear de 5-95%
de solvente B em 30 minutos (uma variacdo de cerca 3% de solvente B por minuto), pode-se
inferir que o peptideo LO1904 possui eluicdo por volta de 45,5% de solvente B. Assim, para a
purificacdo do peptideo foi decidido utilizar o gradiente 20-60% de solvente B em 120
minutos.

E interessante apontar que 0s outros picos encontrados no cromatograma podem ser
considerados interferentes, ou seja, contaminantes peptidicos por erro em processos de
acoplamento/desprotecéo que ndo sdo considerados a molécula de interesse.

Posteriormente, com o objetivo de analisar a massa molar do peptideo e confirmar a
obtengdo do material desejado, foi realizada a espectrometria de massas do peptideo LO1904,
em aparelho Thermo LCQ-fleet em configuracdo ESI-IT-MS (Figura 8).
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Figura 8: Espectro de massas do peptideo LO1904 bruto.
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Fonte: Propria autora.

De acordo com o espectro de massas do LO1904 bruto, apresentado na figura 8, o
peptideo acoplado a 5(6)-carboxifluoresceina possui uma razdo massa/carga +3 (adi¢do de 3
prétons) de 594,67 Da , e 891,51 Da, correspondendo ao pico 2+. Outros picos, como 2+ com
razdo massa carga/carga de 712,43Da e 3+ com razdo massa/carga de 474,96Da estdo
relacionados aos contaminantes peptidicos que ndo foram acoplados a 5(6)-
carboxifluoresceina, ou seja, o peptideo LO1903.

A purificacdo do peptideo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa no modo semipreparativo utilizando coluna C18 (Phenomenex)
(tamanho 250mm x 10mm, 300 A, tamanho de particula Spm) em gradiente 20-60% de
solvente B em 120min. Apo6s a purificacdo, cada fracdo de interesse foi acompanhada em
HPLC analitico para determinacdo do grau de pureza. Durante o processo de purificacao,
foram obtidas duas fracGes (FR1 e FR2), consideradas puras, onde foi realizada a corrida em

HPLC analitico e o espectro de massas para confirmacdo (Figura 9).
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Figura 9: Perfil cromatogréfico do peptideo LO1904 FR1 (A) e FR2 (B) em coluna de fase reversa C18 em 5-
95% de solvente B em 30min. Espectro de massas das fracfes 1 (C) e 2 (D) do peptideo.
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De acordo com 0 espectro de massas do peptideo LO1904 puro, e considerando a
adicdo de 3 prétons, o pico do peptideo acoplado a 5(6)-carboxifluoresceina manteve-se com
uma razdo massa/carga de 594,63Da e 594,64Da, 0 que mostrou 0 sucesso da sintese e
purificacdo do peptideo de interesse. Assim, o peptideo LO1904 puro (bem como todos 0s
peptideos puros) foi liofilizado e reservado para posterior utilizacao.

Considerando a superexpressdo de proteinas de membrana em linhagens tumorais,
trabalhar com peptideos aptdmeros surge como uma alternativa promissora considerando a
sua alta afinidade por proteinas de membranas e sua alta especificidade (CERCHIA, DE
FRANCISCIS, 2010; CAMORANI, CERCHIA, 2015; TUERK, GOLD, 1995).

Os aptameros apresentam vasta aplicabilidade na terapia anticancer, podendo ser
utilizados como medicamentos, bem como atuar como um sistema de entrega de farmacos,
podendo também serem conjugados a drogas com potencial anticancer e nanoparticulas,
objetivando uma entrega direcionada, minimizando a citotoxicidade desses farmacos em
celulas ndo tumorais, aumentando assim suas eficicias e reduzindo efeitos colaterais
(SOLDEVILLA, VILLANUEVA, PASTOR; 2016).

A escolha dos peptideos aptameros foi baseada em estudos anterioresque, através de
técnicas de phage display, encontraram 7 peptideos que possuiam ligagdo a proteina CD44,
onde o peptideo denominado de P7 no estudo (FNLPLPSRPLLR) demonstrou ser o mais
promissor, sendo sintetizado e ligado a biotina e FITC, onde a afinidade de ligacdo & CD44
foi analisada e confirmada (PARK et al., 2012). Como os resultados do estudo anterior
indicaram que o peptideo P7 possui alta afinidade de ligacdo a CD44, essa molecula pode ser
estudada como um agente que pode conferir seletividade para farmacos no combate ao cancer
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de mama, uma vez que o marcador tumoral CD44 possui altos niveis de expressao neste tipo
de tumor.

Em seguida, o peptideo LO1907, de sequéncia NPGTCKDKWIECLLNG e peso
molecular 1791,06g/mol foi sintetizado em resina Fmoc-Gly-Wang, com grau de substituicao
0,467mmol/g em escala 0,4mmol com 3x de excesso.

Assim como realizado para a molécula anteriormente sintetizada, apds o final da
sintese 0 equivalente a Y2 do peso total foi utilizado para o acoplamento da 5(6)-
carboxifluoresceina, seguindo o protocolo de SPFS, obtendo assim o peptideo LO1908.

Apols o processo de sintese, clivagem e extracdo, o peptideo foi submetido a
espectrometria de massas, com o intuito de certificar que a molécula obtida correspondia ao
peptideo de interesse.

Posteriormente, a molécula foi submetida a HPLC analitico, para observacdo do seu
grau de pureza e tempo de retencdo. Como observado (Figura 10A), é possivel notar que o
pico de interesse, possui tempo de retencdo de aproximadamente 15,6 min o que, levando em
consideracdo o gradiente linear de 5-95% de solvente B, pode-se inferir que o peptideo

LO1908 possui eluicdo por volta de 46,8% de solvente B.

Figura 10: Perfil cromatografico do peptideo LO1908 bruto (A) em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de
solvente B em 30min.
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Fonte: Préoprio autor

O peptideo LO1908 passou pelo processo de purificacdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em modo semipreparativo, conforme método apresentado na tabela 2.
Como pode ser observado (figura 13), o peptideo foi purificado com sucesso, apresentando

alto grau de pureza.
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Para confirmar o sucesso da purificagdo, LO1908 puro foi submetido & espectrometria
de massas. Assim, considerando espectro de massas e a razdo massa/carga, o pico do peptideo
LO1908 puro foi 717,30Da, representando o pico 3+, e 1075,43Da equivalente ao pico 2+,

confirmando a pureza do peptideo (Figura 11).

Figura 11: Perfil cromatografico peptideo LO1908 puro (A) em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de
solvente B em 30min. Espectro de massas do peptideo LO1908 puro (B).
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Fonte: Propria autora.

Por apresentar duas cisteinas em sua sequéncia, e para evitar possivel confusdo sobre a
atividade da molécula (se o dimero, 0 monémero ou o peptideo com a ponte dissulfeto
intracadeia seria responsavel pela atividade e o quanto essa ligacao intracadeia afeta a ligacéo
com o receptor), o peptideo LO1908 foi submetido a uma oxidacdo intracadeia. Para um
comparativo das suas propriedades (ou capacidade) de ligacdo ao receptor, a molécula sem a
oxidacéo das cisteinas (LO1908) e com a oxidacao (LO1908oxi) foram purificadas.

A ligacdo intracadeia dos residuos de cisteina da molécula foi realizada através da
oxidacdo por ar, em solugdo tampdo bicarbonato de aménio 0,1 mol/L em pH 9,0, sendo

deixada sob agitagdo por 24 horas. ApOs esse processo, obteve-se 0 peptideo LO1908oxi

(Figura 12).
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Figura 12: Representacdo esquematica do peptideo LO1908oxi.Figura 12: Representacdo esquematica do

peptideo LO1908oxi.
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Antes da purificacdo, o peptideo bruto foi submetido a uma andlise por cromatografo
Shimadzu em coluna analitica (046 x 25 cm) de fase reversa C18 (Kromassil) para determinar

0 grau de pureza e estabelecer o tempo de retencdo durante a purifica¢do (Figura 13).

Figura 13: Perfil cromatografico do peptideo LO19080oxi bruto em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de

solvente B em 30min.
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A purificacdo do peptideo LO1908oxi foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa no modo semipreparativo em gradiente 20-60% em

120min (Tabela 2). Apo6s a purificagdo, foi realizado o espectro de massas para confirmagéo

(Figura 14).
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Figura 14: Perfil cromatogréafico do peptideo LO19080oxi puro (A) em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de
solvente B em 30min. Espectro de massas do peptideo LO1908oxi puro (B).
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E possivel notar que o pico de interesse, ou seja, 0 pico do puro é retido em
aproximadamente 16min e o seu tempo de retencdo acontece mais ou menos em 48% de B
(figura 14). Comparando ao peptideo LO1908, de forma muito interessante, a oxidagéo

intracadeia da molécula mudou consideravelmente a hidrofobicidade da molécula e seu
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consequente tempo de retencdo. Além disso, apos espectrometria de massas, foi observada a
presenca majoritaria de apenas um pico (716,6Da), relacionado & razdo massa/carga +3,
mostrando a eficiéncia da purificacdo do LO19060xi (Figura 14).

A escolha do aptdmero NPGTCKDKWIECLLNG foi baseada em estudo de
Rusckowski et al., (2007) onde, identificaram 3 peptideos com afinidade pela TAG-72,
proteina-alvo para marcadores tumorais (CHEN et al., 2008). Dos trés peptideos, o peptideo
de sequéncia NPGTCKDKWIECLLNG apresentou evidencias de ligacdo quando
apresentados a TAG-72 marcada radioativamente.

O acoplamento dos peptideos a carboxifluoresceina foi realizado no presente trabalho,
pois a utilizacdo de uma sonda fluorescente ira proporcionar a visualizacdo de marcagdo do
peptideo aos alvos moleculares especificos, no caso, as proteinas encontradas na membrana
das células tumorais. A carboxifluoresceina como sonda fluorescente é utilizada no
diagndstico desde 1948, quando Moore et al. (1948) utilizou a fluorescéncia para realce do
tecido tumoral durante sua remogao em processo neurocirargico. Autores como Whitney et al.
(2011) e Belykh et al. (2016) apresentam a utilizacdo da fluoresceina para direcionamento em
alvos moleculares especificos em linhagens tumorais, onde séo classificadas de acordo com o
tipo de fluor6foro e molécula alvo.

A utilizacdo da carboxifluoresceina ligada a aptdmeros para marcacdo de alvos
moleculares em linhagens tumorais € descrito por Delac et al. (2015) e Kang et al. (2012).
Autores como Jhaveri et al. (2000), Katilius, Katiliene e Woodbury (2006), Lerga e
O’Sullivan (2008) e Chang et al. (2010), onde h& o foco na ligagdo aos alvos especificos na
superficie celular (CIBIEL, PESTOURIE, DUCONGE, 2012; DOUGHERTY, CAI, HONG,
2015).

4.2 Avaliacdo da viabilidade celular
Antes das analises de ligacdo dos peptideos aptdmeros aos seus marcadores de

interesse, € importante avaliar se essas moléculas podem, de alguma forma, interferir na
viabilidade das células. Para tanto, foi realizada a atividade de viabilidade celular (MTT),
onde as linhagens foram plaqueadas em placa de 96 pocos com meio DMEN High Glicose e
1x10° de células, sendo posteriormente deixadas em estufa de CO, 5% por 24 horas para que
as células possam aderir a placa.

Os peptideos utilizados para tratar as linhagens foram o LO1904, LO1908, LO19080xi
e 5(6)-carboxifluoresceina, além de DMSO 5% em meio para controle positivo e po¢os sem

celula como o branco. As concentragdes dos peptideos utilizadas foram 128ug/mL, 64pg/mL,
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32ug/mL, lé6ug/mL, 8ug/mL, 4pg/mL, 2pg/mlL, lug/mL, 0,5ug/mL, 0,25ug/mL,
0,125pug/mL, 0,0625pg/mL para caracterizar uma diluicdo seriada.Com a leitura da
intensidade da cor da solucdo para cada peptideo em suas concentracdes testadas foi possivel
considerar a absorbancia de cada poco para a plotagem dos graficos correspondentes a cada
linhagem avaliada.

Para a linhagem A549 (Figura 15), pode-se observar que houve variacbes na
viabilidade celular entre as concentracfes de 128ug/mL, 32ug/mL, 8ug/mL e 0,0625ug/mL
para todos 0s peptideos, contudo, de forma ndo significante, sendo possivel observar que 0s
aptameros nédo apresentaram citotoxicidade para a linhagem A549. Para a linhagem MRC-5
(Figura 16), assim como para a linhagem anterior, ndo houve variagdes significativas na
viabilidade celular.

Figura 15: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem celular A549 em relacdo aos aptameros e
carboxifluoresceina.
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Figura 16: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem celular MRC-5 em relagdo aos aptdmeros e
carboxifluoresceina.
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Fonte: Propria autora.

Por ultimo, foi realizado o ensaio de viabilidade celular em linhagens tumorais de
mama (MCF-7) (Figura 17). Nesta avaliacdo, ndo foi observada variagbes considerando as
concentracdes testadas dos peptideos LO1908 e LO1908oxi. Ja o peptideo LO1904, nas
menores concentrages (4ug/mL, 0,5ug/mL, 0,25ug/mL, 0,125pug/mL e 0,0625pug/mL) foi
possivel observar uma pequena diminuicdo da viabilidade celular, contudo, a viabilidade
celular permanece superior a 80%.

Figura 17: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem celular MCF-7 em relacdo aos aptdmeros e
carboxifluoresceina.
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Considerando as analises de viabilidade celular pela técnica de MTT das linhagens
MRC-5, A549 e MCF-7 em relacdo aos peptideos LO1904, LO1908 e LO1908oxi, é possivel
concluir que os peptideos aptdmeros ndo apresentaram citotoxicidade para as linhagens
testadas.

Além das analises de citotoxicidade para os peptideos aptdmeros LO1904, LO1908 e
LO1908oxi, realizou-se ensaio de viabilidade celular pela técnica de MTT para os peptideos
Melitina e Aureina para verificar o perfil citotoxico dos peptideos em relacdo as linhagens
A549, MRC-5 e MCF-7, nas mesmas concentracdes testadas para os aptameros. Os peptideos
antitumorais Melitina e Aureina foram escolhidos no presente trabalho, pois sdo moléculas
bem conhecidas e bastante caracterizadas em relagdo as suas atividades antitumorais. E
importante ressaltar que, para a realizacdo do ensaio de MTT, os peptideos antitumorais ndo
foram sintetizados e purificados para esta etapa do trabalho, sendo gentilmente doados por
membros do grupo de pesquisa que ja haviam realizado a sintese e purificacdo para outros
trabalhos. O peptideo que apresentar melhor potencial antitumoral sera escolhido para a
sintese de bioconjugados.

Como observado na figura 18, a Melitina apresentou potencial citotoxico em todas as
concentragOes testadas para a linhagem A549, e a viabilidade celular se mostrou abaixo dos
50% nas concentracGes de 128ug/mL, 64ug/mL, 32ug/mL, 16ug/mL, 8ug/mL, 4ug/mL e
2ug/mL. Logo, a Melitina apresenta um perfil citotoxico considerdvel em linhagens de cancer
de pulmdo. Em contrapartida, a Aureina apresentou potencial citotdxico menor que 50%

somente nas concentragdes de 128ug/mL, 64pg/mL e 32pug/mL.

Figura 18: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem celular A549 em relagdo a Melitina e Aureina.
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Para a linhagem MRC-5 (Figura 19), a Melitina também apresentou maior potencial
citotoxico em todas as concentragdes, porém, com melhor atividade nas concentracdes de
128ug/mL, 64ug/mL, 32ug/mL, 16pg/mL, 8ug/mL, 4ug/mL e 2ug/mL, demonstrando que a
Melitina, apesar de sua acdo citotoxica em linhagens tumorais, também apresenta acdo em
linhagens ndo tumorais de pulmdo. Em contrapartida, a Aureina apresentou potencial
citotoxico somente nas concentracdes de 128ug/mL, 64pg/mL e 32ug/mL. Nossos resultados
estdo de acordo com os encontrados na literatura, que observaram que a melitina é
biologicamente, farmacologicamente e toxicologicamente ativa, demonstrando atividade
hemolitica, antibi6tica e antifingica e propriedades antitumorais (YANG et al., 2011). No
entanto, a especificidade da melitina é extremamente baixa, uma vez que ela demonstra

citotoxicidade contra células normais e tumorais (SUN et al., 2015).

Figura 19: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem celular MRC-5 em relagdo a Melitina e Aureina.
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Na linhagem MCF-7 (Figura 20), foi observado que a Melitina apresentou potencial
citotoxico nas concentragbes de 128ug/mL, 64pg/mL, 32pg/mL, 16ug/mL, 8ug/mL e
4ug/mL, demonstrando sua agdo citotoxica também em linhagens tumorais de mama. Em
contrapartida, a Aureina apresentou potencial citotoxico somente nas concentracdes de
128ug/mL e 64pg/mL.
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Figura 20: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem celular MCF-7 em relacdo a Melitina e Aureina.
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Fonte: Propria autora.

Com a analise da viabilidade celular pela técnica de MTT para as linhagens MRC-5,
A549 e MRC-7 em relacdo aos peptideos antitumorais Melitina e Aureina, foi possivel
observar que o peptideo que possui maior potencial citotoxico para continuar a sintese dos
bioconjugados é a Melitina, por apresentar citotoxicidade até mesmo em concentraces
menores, diferente da Aureina, que apresentou potencial citotdxico apenas nas maiores
concentracdes. Contudo, é importante frisar que a Melitina apresenta citotoxicidade também
contra células normais, o que justificaria a sintese de bioconjugados para aumentar a

especificidade dessa molécula contra células tumorais.

4.3 Analise de microscopia de fluorescéncia em In Cell Analyzer
Os peptideos aptdmeros (LO1904, LO1908 e LO1908oxi) marcados com

carboxifluoresceina foram utilizados para a analise de marcacdo em alvos celulares , além
disso, como controle, utilizamos a 5(6)-Carboxifluoresceina para analise de possivel
marcacao inespecifica.

As linhagens A549, MRC-5 e MCF-7 foram tratadas com diferentes diluicdes dos
peptideos LO1904, LO1908, LO19080oxi e 5(6)-Carboxifluoresceina e incubadas na estufa por
30 minutos, para ocorrer a ligacdo dos peptideos com as proteinas de membrana. Apods os 30
minutos em estufa, as placas foram centrifugadas e lavadas com PBS apenas uma vez para
garantir a aderéncia das células no fundo dos pocos. O nucleo das células foi marcado com
Hoechst em concentragdo de 50pL por pogo por 5 minutos. Apds o tempo de espera para a
marcacdo do nucleo, as placas foram centrifugadas e lavadas com PBS, estando prontas para

analise no microscopio automatico de fluorescéncia In Cell analyzer.



A andlise do plaqueamento da linhagem A549 para o peptideo LO1904 apresentou
células bem aderidas principalmente em diluicGes mais concentradas (32 pg/mL), porém, para
essa linhagem uma leve marcacdo na diluicdo de 32 pg/mL foi observada. O peptideo
LO1908 ndo apresentou marcacOes aparentes nessa linhagem celular. Ja o peptideo
LO1908oxi apresentou marcagdes aparentes na concentracdo de 16 pg/mL, sendo possivel
notar uma marcagdo maior do que o peptideo LO1904 (Figura 21).

Figura 21: Microscopia automatica para analise de placas de cultura da linhagem A549 para os peptideos
LO1904 na concentragdo de 32ug/mL(A), LO1908 na concentragdo de 32pug/mL (B) e LO1908oxi na
concentragdo 16pg/mL (C) tanto em campo claro (a) como em campo escuro (b) e sobreposicdo (c). As setas
direcionam para as marcacGes para cada peptideos testado.

Fonte: Propria autora.
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Dessa forma, considerando a andlise acima para os peptideos LO1904, LO1908 e
LO1908oxi na linhagem Ab49, € possivel constatar que houve uma maior marcagdo do
peptideo LO1908oxi em diferentes concentracBes, seguida de uma marcacdo mediana do
LO1904 e marcacao inexistente do LO1908.

Em seguida, foi realizada a analise em células n&o tumorais de pulmdo MRC5. Para
essa linhagem, os peptideos LO1904 e LO1908 ndo apresentaram marcagdes. J& o0 peptideo

LO1908oxi apresentou marcacdes aparentes na concentracdo de 128 pg/mL (Figura 22).

Figura 22: Microscopia automatica para analise de placas de cultura da linhagem MRC5 para os peptideos
LO1904 na concentragdo de 32 pg/mL(C), LO1908 na concentracdo de 32 pg/mL (C) e LO1908oxi na
concentragdo 128 pg/mL (A) tanto em campo claro (a) como em campo escuro (b) e sobreposi¢@o (c). As setas

direcionam para as marcacGes para cada peptideo testado.
Ac

Fonte: Propria autora.
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Na linhagem MRC-5 tratada com os peptideos LO1904, LO1908 e LO1908oxi foi
possivel observar que o peptideo LO1908oxi apresentou pequenas marcagdes em diferentes
concentracdes, contudo, os peptideos LO1904 e LO1908 ndo apresentaram marcacoes
evidentes.

Posteriormente, foi realizada analise em linhagens tumorais de mama MCF-7. Nesta
andlise, para o peptideo LO1904 observou-se marcagdo principalmentena concentragdo
32ug/mL. O peptideo LO1908 apresentou poucas células aderidas ao po¢o, com marcacao
minima na concentracdo de 128ug/mL. J& para o peptideo LO1908oxi as marcagdes sdo vistas

na concentracdo de 32 pg/mL (Figura 23).

Figura 23: Microscopia automatica para analise de placas de cultura da linhagem MCF7 para os peptideos
LO1904 na concentragdo de 32 pg/mlL, LO1908 na concentragdo de 128 pg/mL (C) e LO1908oxi na
concentragdo de 32 pg/mL (A) tanto em campo claro (a) como em campo escur0 (b) e sobreposi¢éo (c). As setas
direcionam para as marcagdes para cada peptideo testado.
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Fonte: Propria autora.

Para a linhagem MCF-7, ha marcacfes medianas tanto nas células tratadas com o
peptideo LO1904 como com o peptideo LO1908oxi, enquanto que as células tratadas com o
peptideo LO1908 ndo apresentou marcacdes aparentes.

As andlises do In Cell Analyzer, apesar de ilustrativa, apresenta dificil conclusédo
quanto a propriedade dos peptideos aptdmeros na marcacdo em membranas das linhagens
testadas, pois ndo ha como quantificar as células marcadas, tampouco a porcentagem de
marcacdo. Por isso, apesar de ja se ter alguma ideia sobre a possibilidade de marcagdo dos
peptideos aptameros as células, foi realizada a analise por citometria de fluxo, para a obten¢éo
de resultados mais conclusivos. As imagens apresentadas sao apenas ilustrativas, e o material

completo, com todas as analises realizadas, se encontra no Apéndice A.

4.4 Citometria de fluxo
Com o objetivo de corrigir as limitagdes da técnica apresentadas na atividade com o In

Cell Analyzer e termos uma maior confiabilidade dos resultados, podendo quantificar os
eventos e nimeros de marcacao obtidos, para podermos escolher o melhor aptdmero para as
determinadas linhagens, foi realizada a citometria de fluxo.

Assim como para as atividades anteriores, utilizamos nesta analise os peptideos
LO1904, LO1908 e LO1908oxi (128ug/mL, 32ug/mL, 8ug/mL e lug/mL) e a 5(6)-
carboxifluoresceina. As placas contendo as células de cada linhagem celular foram incubadas
com os peptideos LO1904, LO1908, LO1908oxi e o controle negativo, por 30min, para
analisar as propriedades dos peptideos em se ligar as proteinas de membranas. Em seguida,
para que as células aderidas a placa fossem soltas e transferidas para tubos eppendorfs
utilizou-se tripsina, inserindo meio de cultura para inativar a tripsina. Os eppendorfs foram
centrifugados e os pellets formados foram ressuspendidos em paraformaldeido 4% em PBS

por 30min em geladeira para fixar as células. Os eppendorfs foram centrifugados novamente
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para retirada do paraformaldeido e ressuspendido em PBS gelado para ser analisado no
citdbmetro de fluxo.

Com a citometria de fluxo foi possivel avaliar as marcacGes dos aptameros em
proteinas de membrana na linhagem A549 (Figura 24), onde o peptideo LO1904 apresentou
marcagdo nas concentragcdes de 128ug/mL (27,5%) e 32ug/mL (4,7%), enquanto que nas
demais concentragbes (8ug/mL e lug/mL) ndo houve marcagcfes evidentes. O peptideo
LO1908 apresentou marcacdes mais aparentes em relacdo ao LO1904 nas concentracdes
128ug/mL (39,5%) e 32ug/mL (8,2%), mas também n&o apresentou liga¢des as proteinas de
membrana nas demais concentracBes. Ja o peptideo LO1908oxi apresentou a melhor
marcagdo, ndo somente na concentracdo de 128ug/mL (93,2%) mas também em 32ug/mL
(48%) e 8ug/mL (11,5%). Como controle negativo, a carboxifluoresceina demonstrou uma
pequena marcacgdo na linhagem A549.

Figura 24: Andlise da citometria de fluxo com a linhagem celular A549 considerando as marcacfes dos
aptameros.
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Fonte: Propria autora.

Para a linhagem n&o tumoral MRC-5 (Figura 25), o peptideo LO1904 apresentou
baixa marcacdo na concentracdo de 128ug/mL (16,5%), enquanto que nas demais
concentragles (32ug/mL, 8ug/mL e lpg/mL) as marcacBes sdo inexpressivas. O peptideo
LO1908 apresentou baixa marcagdo em concentragdo de 128ug/mL (2,5%), enquanto que nas
demais concentracbes ndo foram notadas. Ja o peptideo LO1908oxi apresentou pouca
marcacgdo na concentracdo de 128ug/mL (10,7%), e em 32ug/mL (5%). A carboxifluoresceina

apresentou pouca marcac;éo.
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Figura 25: Analise da citometria de fluxo com a linhagem celular MRC-5 considerando as marcagdes dos
aptameros.
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Para MCF-7 (Figura 26), o peptideo LO1904 apresentou marcacdes significativas na
concentragdo de 128ug/mL (60%), 32ug/mL (25%). O peptideo LO1908 apresentou pouca
marcacdo em todas as concentragdes testadas, ja o peptideo LO19080oxi apresentou marcagdo
consideravel na concentracdo de 128ug/mL (47,5%), 32ug/mL (25,2%), enquanto que nas
demais concentracdes ndo houve marcagoes.

Figura 26: Analise da citometria de fluxo com a linhagem celular MCF-7 considerando as marcagdes dos
aptameros.
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Fonte: Propria autora.

Com os resultados da citometria de fluxo para as linhagens A549, MRC-5 e MCF-7
tratadas com os peptideos LO1904, LO1908 e LO1908oxi para quantificar as marcacbes
desses peptideos na membrana celular, foi possivel observar que tanto o peptideo LO1904
como o LO1908oxi apresentaram marcagdes expressivas, principalmente nas concentragdes

de 128ug/mL e 32ug/mL nas linhagens tumorais A549 e MCF-7. Além disso, foi observada
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uma pequena marcagdo desses peptideos em linhagem ndo tumoral observada, mostrando que
realmente essas moléculas possuem maior afinidade por células tumorais. Para dar
continuidade ao trabalho e realizar a sintese dos bioconjugados, o peptideo LO1904 foi o
escolhido, por apresentar uma sintese mais rapida em relacdo ao peptideo LO1908oxi, visto
que ha a necessidade de oxidagdo dos residuos de cisteina para este ultimo. Além disso, a
linhagem MCF-7, tumor de mama, serd a linhagem escolhida para a testagem para o
bioconjugado sintetizado.

E interessante relembrar que, como ja citado acima, 0 cancer de mama é o que tem
maior incidéncia nas mulheres, sendo o responsavel pelo maior nimero de 6bitos (BRAY et
al., 2018, OPAS, 2018).

De acordo com dados encontrados na literatura, espera-se que o peptideo LO1904
tenha especificidade pelo marcador tumoral CD44 (PARK et al., 2012). A proteina de
membrana CD44 atua como precursor da propagagdo tumoral e a sua expressdo em
membranas celulares varia de acordo com cada tipo de linhagem e sua configuragdo (NAOR
et al., 2002). A glicoproteina CD44 é expressa em superficies de células epiteliais de mama e
estd presente em células tumorais uma vez que estd diretamente relacionada com o
crescimento descontrolado, apoptose, angiogénese, motilidade e invasédo celular,
caracteristicos das células tumorais, 0 que caracteriza a sua expressdo mais acentuada em
linhagens tumorais do que em células normais (HAN, CROWE, 2009; VESUNA et al., 2009;
PONTA, SHERMAN, HERRLICH, 2003; MARHABA, ZOLLER, 2004; CALAF, PONCE-
CUSI, ABARCA-QUINONES, 2018). Ainda que a CD44 seja expressa em maior quantidade
em linhagens tumorais, a sua expressao em células normais ndo pode deixar de ser
considerada, porém, a expressdo € menos acentuada (RICHARDSON et al., 2004; COLLINS
et al., 2005).

Em pesquisas de Li et al. (2007) a glicoproteina CD44 e outras glicoproteinas
estiveram envolvidas no desenvolvimento e propagacgdo de tumores pancreaticos, ou seja, ha
uma expressdo acentuada dessas proteinas de membranas em linhagens de cancer de pancreas,
e que estdo relacionadas também com o processo de angiogénese e aumento da expressdo da
sinalizacdo celular. A expressdo de CD44 é altamente acentuada em adenocarcinoma de

pancreas e representam uma populacdo altamente tumorigénica.

4.5 Sintese e clivagem do peptideo antitumoral
A melitina, de sequéncia GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ e codigo LO2117,
com peso molecular 2847,49 g/mol foi sintetizada por meio da SPFS, conforme ja
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mencionado. Nesta sintese, foi utilizada a resina Fmoc-GIn(Trt)-wang, com grau de
substituicdo de 0,46mmol/g em escala 0,2mmol e 2x de excesso e 61,94uL de DIC e 61,26mg
de HoBt.

Apo0s a sintese da Melitina, a peptidil-resina foi pesada e a metade do peso final foi

utilizada para clivagem do peptideo e a outra metade utilizada para a sintese do bioconjugado

LO2121.
Apos a clivagem e antes da purificacdo, a Melitina foi analisada em cromatografo em

coluna analitica, em gradiente de 5-95% de solvente B em 30 minutos, para analise do grau de

pureza e estabelecer o gradiente de solvente B durante a purificagédo (Figura 27).

Figura 27: Perfil cromatografico em coluna analitica da Melitina (bruto) em coluna de fase reversa C18 em 5-
95% de solvente B em 30min.
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Fonte: Propria autora.

Posteriormente, com o objetivo de analisar a massa molar do peptideo e confirmar a

obtengdo do material desejado, foi realizada a espectrometria de massas da Melitina (Figura

28).
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Figura 28: Espectro de massas da melitina (bruto).
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Segundo o espectro de massas da Melitina, foi observada a razdo massa/carga de
712,87Da, correspondendo ao pico +4, e 570,49Da, correspondendo ao pico 5+. Logo, 0

peptideo obtido pela sintese € o peptideo de interesse.
Em seguida, foi realizada a purificacdo da Melitina por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) em fase reversa no modo semipreparativo em gradiente 25-75% em

120min. Conforme mostrado na figura 29, o peptideo foi purificado com sucesso,

apresentando alto grau de pureza.
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Figura 29: Perfil cromatografico em coluna analitica da Melitina pura em coluna de fase reversa C18 em 5-95%

de solvente B em 30min.
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Posteriormente, com 0 objetivo de analisar a massa molar do peptideo purificado e

confirmar a obtencdo do material desejado, foi realizada a espectrometria de massas (Figura

30).

Figura 30: Espectro de massas da Melitina pura.
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Analisando o espectro de massas do peptideo LO2117 puro, pode-se observar picos
com razdo massa/carga de 1424,74Da, correspondendo ao pico +2; 950,16Da,
correspondendo ao pico +3; 712,87Da, correspondendo ao pico +4; 570,49Da,
correspondendo ao pico +5; e 475,58Da, correspondendo ao pico +6, podendo concluir que o

peptideo foi purificado de forma eficiente.

4.6 Sintese, clivagem e purificacdo dos bioconjugados

A partir dos resultados anteriormente descritos, o presente trabalho teve como objetivo
a sintese de trés diferentes bioconjugados. Sao eles: 1) o bioconjugado Melitina-LO1903; 2)
LO1903-Melitina e 3) Melitina-espacador-LO1903, sendo o espacador 2-[2-[2-(Fmoc-
amino)ethoxy]ethoxy]acetic acid. Os dois primeiros foram sintetizados, com o objetivo de
analisar se a posicdo do aptamero interfere na atividade do antitumoral/propriedades ligantes
do bioconjugado, uma vez que trabalhos ja realizados por nosso grupo de pesquisa, mostraram
que modificacBes no N-terminal de peptideos podem inteferir nas suas atividades (Crusca et
al., 2011, Santos-Filho et al., 2017, Santos-Filho et al., 2021). O terceiro bioconjugado foi
desenhado com o intuito de observar se um espacador pode melhorar a mobilidade das
moléculas e consequentemente aumentar as propriedades ligacdo/atividade antitumoral do
bioconjugado.

Assim, 0 bioconjugado nomeado como LO2121, composto pela a sintese da Melitina
seguida do aptamero LO1903, 0 qual possui a sequéncia
FNLPLPSRPLLRGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ e peso molecular 4252,21g/mol
foi sintetizado. Para tanto, foi utilizada a metade da peptidil-resina da sintese da Melitina
(anteriormente descrito).

O protocolo de clivagem do peptideo LO2121 se encontra na tabela 3. O sobrenadante
resultante da extracdo contendo o peptideo LO2121 foi congelado em nitrogénio, liofilizado e

identificado como bruto.



Tabela 3: Protocolos de clivagem dos bioconjugados.
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Peptideos

LO2121 FNLPLPSRPLLRGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQFNLPLPSRPLLR

LO2122

LO2123

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ

Sequéncias

FNLPLPSRPLLR-AEEA-

Meétodos de
clivagem
95% TFA

2,5% H,0 ultra
pura
2,5% TIS
95% TFA
2,5% H,0 ultra
pura
2,5% TIS
95% TFA
2,5% H,0 ultra
pura
2,5% TIS

Antes da purificacdo, o peptideo LO2121 foi analisado em cromatdgrafo em coluna

analitica para analise do grau de pureza e estabelecer o gradiente de solvente B durante a

purificacdo (Figura 31).

Figura 31: Perfil cromatografico em coluna analitica do peptideo LO2121 bruto em coluna de fase reversa C18
em 5-95% de solvente B em 30min.
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Fonte: Propria autora.

|
30

O pico relativo ao peptideo LO2121 possui tempo de retencdo cerca de 19,07 min, o

que, levando em consideracdo o gradiente linear, pode-se inferir que o peptideo LO2121

possui eluigédo por volta de 57,21% de solvente B. Assim, para a purificacdo do peptideo sera

utilizado o gradiente de 35-75% de solvente B em 120 minutos.
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Posteriormente, com o objetivo de analisar a massa molar do peptideo e confirmar a

obten¢do do material desejado, foi realizada a espectrometria de massas (Figura 32).

Figura 32: Espectro de massas do peptideo LO2121 bruto.
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Fonte: Propria autora.

Segundo o espectro de massas do peptideo LO2121 bruto, o espectro do peptideo
apresentou picos com razdo massa/carga de 709,70Da, correspondendo ao pico +6, 608,45Da,
correspondendo ao pico +7 e 851,44, correspondendo ao pico +5. Dessa forma, é possivel
afirmar que a sintese e clivagem correspondem ao bioconjugado de interesse.

Em seguida, foi realizada a purificacdo do peptideo LO2121 (Figura 33) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa no modo semipreparativo em
gradiente 15-65% em 120min. Conforme mostrado na figura 40, o peptideo foi purificado

com sucesso, apresentando alto grau de pureza.
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Figura 33: Perfil cromatografico em coluna analitica do peptideo LO2121 puro em coluna de fase reversa C18
em 5-95% de solvente B em 30min.
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Fonte: Propria autora.

Posteriormente, com o objetivo de analisar a massa molar do peptideo purificado e
confirmar a obtencdo do material desejado, foi realizada a espectrometria de massas (Figura
34).



57

Figura 34: Espectro de massas do peptideo LO2121 puro.

100+ 0 62

954
a0
a5
a0
3 B51.54
75
70
65

80

o
L
1l

BO8.61

Redative Abundance
oh
[=
I

106416

-
=
1l

354
304
254

204

5] 53245 &72.97 1418.47
- - 297 | 1001.45
4 26181 ' 1464 66 1617 51 1996 87

200 400 600 8OO 1000 1200 1400 1600 1800 2000
mz

Fonte: Propria autora.

Analisando o espectro de massas do peptideo LO2121 puro, pode-se observar picos
com razdo massa/carga de 1418,4Da, correspondendo ao pico +3; 1064,05Da,
correspondendo ao pico +4; 851,44Da, correspondendo ao pico +5; 709,7Da, correspondendo
ao pico +6; 608,45Da, correspondendo ao pico +7; e 532,52, correspondendo ao pico +8.

O bioconjugado nomeado como LO2122, composto pela a sintese do aptamero
LO1903 seguida pela Melitina, sequéncia
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQFNLPLPSRPLLR de peso molecular 4252,21g/mol
foi sintetizado. Para tanto, foi utilizada a metade da peptidil-resina da sintese do peptideo
LO1903 (anteriormente descrito). Apos a clivagem (tabela 3), o peptideo L0O2122 foi

analisado em cromatdgrafo em coluna analitica (Figura 35).
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Figura 35: Perfil cromatografico do peptideo LO2122 bruto em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de
solvente B em 30min.
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Fonte: Propria autora.

O peptideo LO2122 possui tempo de retencao cerca de 16,9 min, sendo o gradiente de
25-70% de solvente B em 120 minutos o escolhido para a purificacéo.

Conforme mostrado na figura 36, o peptideo foi purificado com sucesso.

Figura 36: Perfil cromatografico peptideo LO2122 puro em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de solvente B
em 30min.
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Fonte: Propria autora.
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A espectrometria de massas (Figura 37) foi em seguida realizada, com o objetivo
confirmar a obtencdo do material desejado.

Figura 37: Espectro de massas do peptideo LO2122 puro.
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Fonte: Propria autora.

Ressaltam-se no espectro de massas do peptideo LO2122 puro, 0s picos com razao
massa/carga de 1418,4Da, (+3); 1064,05Da (+4); 851,44Da, (+5); 709,7Da, (+6); 608,45Da
(+7) e 532,52 (+8).

O bioconjugado nomeado como LO2123, composto pela a sintese da Melitina, do
espacador, seguido pelo aptamero, o qual possui a sequéncia FNLPLPSRPLLR-AEEA-
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ de peso molecular 4397,62g/mol foi sintetizado e
posteriormente clivado (Tabela 3).

O peptideo LO2123 bruto foi analisado apresentando tempo de retencdo de 16,7 min
(Figura 38), sendo escolhido o gradiente de 25-75% de solvente B em 120 minutos para a

purificacdo desta molécula.
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Figura 38: Perfil cromatografico do peptideo LO2123 bruto em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de
solvente B em 30min.
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Fonte: Propria autora.
Conforme mostrado nas figuras 39 e 40, o bioconjugado foi purificado com sucesso.

Figura 39: Perfil cromatografico do peptideo LO2123 puro em coluna de fase reversa C18 em 5-95% de
solvente B em 30min.
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Fonte: Propria autora.
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Figura 40: Espectro de massas do peptideo LO2123 puro.
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Fonte: Propria autora.
Com o espectro de massas do peptideo LO2123 é possivel confirmar que a purificacdo
foi efetiva, onde, com a razdo massa/carga de 1100,40Da (+4), 880,52Da (+5), 733,93 (+6),
629,23 (+7) e 550,70 (+8).

4.7 Avaliacéo da viabilidade celular apos tratamento com os bioconjugados

Apds a sintese e purificacdo dos bioconjugados e obtencdo de um material puro, foi
realizada a atividade de viabilidade celular nas linhagens A549, MRC-5 e MCF-7.

Os peptideos utilizados foram o LO1903, Melitina, LO2121, LO2122 e LO2123. As
concentragdes dos peptideos utilizadas foram 128pug/mL, 64ug/mL, 32ug/mL, 16pug/mL, 8ug/mL,
4ug/mL, 2ug/mL, 1pg/mL, 0,5ug/mL, 0,25ug/mL, 0,125pg/mL, 0,0625ug/mL. As placas foram
tratadas com os peptideos por 72 horas para avaliar a citotoxicidade dos peptideos em um periodo
longo de exposicao.

Para a linhagem MCF7, todos os bioconjugados apresentaram atividade semelhante a
Melitina na concentracdo de 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL e 16 pg/mL, dando énfase a
concentracdo de 16 pg/mL, onde o bioconjugado LO2123 obteve, inclusive, uma atividade
maior do que Melitina (87,3% contra 77,1% da Melitina) (Figura 41).
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Figura 41: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem MCF7 em 72 h de tratamento com os bioconjugados.
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Fonte: Propria autora.

Na linhagem Ab549, o bioconjugado LO2121 apresentou atividade semelhante a
Melitina na concentracdo de 128 pg/mL, com uma citotoxicidade de 96,5% e 95,6%
respectivamente. Na concentracdo de 64 pg/mL e 32 pg/mL todos os bioconjugados
apresentaram atividade maior que a Melitina (entre 82,4% e 72,2%), onde o LO2121
apresentou uma citotoxicidade de 90,4% e 92,5%, o LO2122 de 91,4% e 94,1% e o LO2123
de 90,6% e 93,7% respectivamente. J& na concentracdo de 8 pg/mL os peptideos LO2122
(78,9%) e LO2123 (74,2%) apresentaram uma maior atividade quando comparados a Melitina

(55,4%), porém, o bioconjugado LO2122 mostrou-se mais ativo (Figura 42).
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Figura 42: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem A549 em 72 h de tratamento com os bioconjugados.

A549 - 72 horas
1004; I 1
[
. 1
(=]
S 3 LO1903
é Bl Melitina
3 mm 02121
3 50 = L02122
o
@ . 02123
1S
S
Z
@bo & P S S S N S \«)fa‘) @0\»
N R Q
Concentragéo (ug/mL) © oF

Fonte: Propria autora.

Ja na linhagem MRCS5, na concentracdo de 128 pg/mL o bioconjugado LO2123
apresenta uma citotoxicidade de aproximadamente 87%, menor do que a citotoxicidade da
Melitina, que chega a 94,8%. Além disso, a Melitina apresenta 91,4% de toxicidade em 64
pug/mL e o LO2123 apresenta toxicidade de 86,6%. Para a concentracdo de 32 pg/mL o
bioconjugado LO2123 apresenta uma atividade sendo semelhante a Melitina. Em 16 pg/mL, o
peptideo LO2121 apresentou menor citotoxicidade quando comparado com a Melitina e 0s
outros bioconjugados, sendo a viabilidade celular de 67,8%. Ja na concentracdo de 8 pg/mL,
0s trés bioconjugados apresentaram menor citotoxicidade em relacdo a Melitina, de modo que
0 LO2121 apresentou citotoxicidade de 1,8%, LO2122 de 19,8% e LO2123 de 24,4%. O
bioconjugado LO2121 apresenta uma menor citotoxicidade nessa linhagem (Figura 43).
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Figura 43: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem MRC5 em 72 h de tratamento com os bioconjugados.
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Fonte: Propria autora.

Com os resultados da viabilidade celular, é possivel concluir que todos os
bioconjugados apresentam potencial para trazer uma maior especificidade para a Melitina, ou
seja, diminuindo sua atividade em células ndo tumorais e aumentando sua atividade em
células tumorais. Deve-se ressaltar as concentracbes 16 pg/mL e 8 pg/mL, as quais 0s
bioconjugados apresentaram consideravel atividade toxica frente as linhagens tumorais e

baixa atividade toxica frente a linhagem MRC5 nédo tumoral.

4.8 Dicroismo circular

A utilizagdo da técnica de dicroismo circular destina-se a determinagdo da estrutura
secundaria de peptideos, proteinas e também acidos nucleicos. As estruturas secundarias dos
peptideos e proteinas, tais como a-hélice, folha-B e estrutura randémica (sem uma
estruturacdo definida), séo observadas na regido do far-UV (240-180 nm) (WElI et al., 2014).

Para o peptideo LO1903 (Figura 44), os espectros obtidos na presenca de tampéo PBS
bem como na presenca de LPC, apresentaram uma estrutura em random coil (randémica),
com banda negativa proxima em 200nm, ndo apresentando diferenciacdo em solucéo aquosa

ou solugdo mimética de membrana.
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Figura 44: Espectros de DC do peptideo LO1903.
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Fonte: Propria autora.

A Melitina (Figura 45) ndo apresentou estruturacdo em PBS com uma banda negativa
em 200 nm, porém, na presenca de LPC o peptideo apresentou estruturagdo em hélice, com
bandas negativas em 208 nm e 222 nm e banda positiva em 195 nm.

E importante apontar que a melitina é um peptideo litico de membrana contra uma
variedade de linhagens celulares (Jamasbi, Mularski e Separovic, 2016). A estrutura da
Melitina é bem caracteristica e ja foi estudada anteriormente. Os residuos 1-20 da melitina s&o
hidrofébicos e os residuos 21-26 sdo hidrofilicos (WESSMAN et al., 2008). Em solucédo
aquosa, a Melitina apresenta um estrutura ndo ordenada. Contudo, as intera¢6es hidrofobicas
com as membranas celulares induzem uma estrutura secundaria em hélice. A estrutura
secundaria da Melitina também ¢é afetada pela temperatura e pela presenca de colesterol
(LUNDQUIST et al., 2008).
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Figura 45: Espectros de DC da Melitina.
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Fonte: Propria autora.

Os bioconjugados LO2121 (Figura 46), LO2122 (Figura 45) e LO2123 (Figura 46),
em tampdo PBS apresentaram estrutura desordenada, random coil, com banda negativa
préxima de 200 nm. Porém, na presenca de LPC, os peptideos apresentaram uma estruturacao
em a-hélice, com bandas negativas em 208 nm e 222 nm e banda positiva em 195 nm. E
interessante apontar que o aptamero LO1903 apresentou estrutura desordenada em ambas as
solucdes. A estruturacdo visualizada em LPC dos bioconjugados mostra que a conjugacéo das
moléculas ndo afeta a estrutura da Melitina, tampouco a atividade deste peptideo (como visto
no ensaio de viabilidade).



Figura 46: Espectros de DC do peptideo LO2121.
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Figura 47: Espectros de DC do peptideo LO2122.
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Figura 48: Espectros de DC do peptideo LO2123.
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Fonte: Propria autora.

4.9 Estabilidade dos peptideos em soro

Apesar do potencial terapéutico dos peptideos de forma geral, eles tém algumas
limitacdes, tais como a degradacdo proteolitica e baixa atividade em condicGes fisioldgicas
(SANTOS-FILHO et al., 2017). Devido a estas limitacGes, atualmente, o desenvolvimento
dos peptideos para utilizacdo clinica tem sido limitado principalmente a aplicacGes topicas
(HANCOCK, SAHL, 2006). Assim, a caracterizacdo do perfil de degradacdo proteolitica de
moléculas com potencial utilizacdo clinica é extremamente necessario.

Para a determinacdo da estabilidade dos peptideos em soro foram realizadas analises
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em coluna de fase reversa C18. Os
peptideos foram incubados em soro humano em diferentes tempos, sendo de 30 min, 1 h, 2 h,
4h,12h,24he48h.

O peptideo LO1903 possui um tempo de retengdo de 12,9 min. Apos a incubagdo com
soro humano, o peptideo apresentou estabilidade, uma vez que a taxa de degradacdo seguiu de
forma pouco acelerada (Figura 49, 2), com énfase nos tempos de 30 min, 1 h, 2 h,4he 12 h.
Na primeira visualizacdo (Figura 49, 1) € demonstrada a formacdo de produto de degradacéo
nos tempos de 1 h, 2 h, 4 h, 24 h e 48 h. E interessante observar que apds 2 horas, o peptideo

é completamente degradado.
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Figura 49: Estabilidade do peptideo LO1903 observada em HPLC analitico em gradiente de 5-95% de solvente
B apds incubacdo em soro humano em 30 min, 1 h, 2h, 4 h, 12 h,24 he 48 h.
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Fonte: Propria autora.

A Melitina (cédigo LO2117) possui um tempo de retencdo de 16,9 min e apo6s a
incubacdo do peptideo em soro humano, ndo apresentou degradacdo nos tempos de 30 min, 1
h,2h,4h, 12 he 24 h, porém, em 48 h houve a degradacdo completa do peptideo (Figura 50).
Durante a degradacéo da Melitina ndo foi observado formacéao de produtos de degradacao.
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Figura 50: Estabilidade da Melitina observada em HPLC analitico em gradiente de 5-95% de solvente B apds
incubacdo em soro humano em 30 min, 1 h, 2h, 4 h, 12 h, 24 he 48 h.
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Fonte: Propria autora.

O bioconjugado LO2121 (RT 19,07 min) ndo apresentou degradacdo apos incubacao
em soro nos tempos de 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 12 h e 24 h, porém, em 48 h houve a degradacao
completa do peptideo (Figura 51, 2), mostrando um perfil semelhante ao da Melitina. Na

primeira visualizacdo (Figura 51, 1) é demonstrada a formacdo de produto de degradacéo nos

tempos de 24 h e 48 h.
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Figura 51: Estabilidade do peptideo LO2121 observada em HPLC analitico em gradiente de 5-95% de solvente
B apds incubacdo em soro humano em 30 min, 1 h, 2h, 4 h, 12 h,24 he 48 h.
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O bioconjugado LO2122 ndo apresentou degradacdo em nenhum intervalo de tempo
(Figura 52), mostrando que a estratégia de sintese dessa molécula pode proteger contra

proteases presentes no soro sanguineo.
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Figura 52: Estabilidade do peptideo LO2122 observada em HPLC analitico em gradiente de 5-95% de solvente
B apds incubacdo em soro humano em 30 min, 1 h, 2h, 4 h, 12 h, 24 h e 48h.
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Fonte: Propria autora.

Por fim, o bioconjugado LO2123 também ndo apresentou degradacdo nos tempos de
30min, 1 h,2h,4h, 12 h, 24 h e 48 h. (Figura 51), ndo evidenciando a formacao de produtos

de degradacéo.
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Figura 53: Estabilidade do peptideo LO2123 observada em HPLC analitico em gradiente de 5-95% de solvente
B apds incubacdo em soro humano em 30 min, 1 h, 2h, 4 h, 12 h, 24 h e 48 h.
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Fonte: Propria autora.

Como citado anteriormente, a susceptibilidade de peptideos as proteases sanguineas é
uma grande limitacdo em sua utilizacdo na clinica. Com os resultados obtidos é possivel
observar que os bioconjugados LO2122 e L0O2123 sdo estaveis em soro e que ndo sofrem
degradacdo em diferentes intervalos de tempos. Além disso, podemos inferir dessa atividade
que a conjugacdo de peptideos, pode ser uma interessante estratégia para aumentar a meia

vida de moléculas susceptiveis a degradacéo proteolitica.
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5. Conclustes

Através do ensaio de viabilidade celular pela técnica de MTT constatou-se que 0S
peptideos aptameros ndo ocasionaram a morte celular nas linhagens A549, MRC-5 e MCF-7.
Além disso, com o In Cell Analyzer e Citometria de fluxo é possivel identificar marcacdes
mais evidentes nas proteinas de membrana de linhagens tumorais, entre elas a MCF-7 que em
celulas ndo tumorais.

A Melitina mostrou uma acdo citotdxica em todas as linhagens celulares testadas,
constatando a sua baixa seletividade em relacéo as células tumorais e ndo tumorais.

Espera-se que o0s peptideos aptdmeros possam trazer maior especificidade e
seletividade para moléculas antitumorais considerando a sua ligagdo em proteinas-alvo mais
expressas em células tumorais do que em células normais.

Considerando que o aptameros LO1904 possui uma sintese mais rapida,
principalmente por ndo necessitar a oxidagdo, bem como as marcagfes bem caracterizadas
através da citometria de fluxo e os resultados na linhagem MCF7, tal molécula foi escolhida
para dar continuidade aos experimentos.

Os bioconjugados sdo promissores na busca por moléculas que sejam mais especificas
em relacdo a sua acdo antitumoral, de modo que o bioconjugado LO2122 apresentou uma
maior citotoxicidade para as células tumorais em concentracdes menores quando comparado a
Melitina, enquanto que a viabilidade celular manteve-se alta na linhagem nao tumoral.

E importante destacar que, quanto a degradacdo no soro, as moléculas LO2122 e
L0O2123 sdo estaveis e ndo sofrem degradacdo por proteases, além de inferir que a conjugacédo
de peptideos pode ser uma estratégia para aumentar a meia vida de moléculas que sao
susceptiveis a degradacéo proteolitica.

Como complemento, é valido destacar que a conjugacao da Melitina com o aptameros
ndo modifica sua estrutura secundéria, muito menos sua atividade, como demonstrado nos
ensaios de viabilidade celular, o que infere que os bioconjugados sdo moléculas que

apresentam uma atividade maior em linhagens tumorais e menor em linhagens ndo tumorais.
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APENDICE A - Microscopia automatica para analise em In Cell Analyzer de placas de
cultura das linhagens A549, MRC5 e MCF7

1 Linhagem A549

1.1 Microscopia automatica para andlise de placas de cultura da linhagem A549 para o
peptideo LO1904. Campo claro em 32ug/mL (Aa). Marcacdo do peptideo em diluicédo
32pg/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem A549 com a marcacdo do
peptideo em diluicdo 32pug/mL (Ac). Campo claro da linhagem em 4ug/mL (Ba). Marcacéo
do peptideo em diluicdo 4pg/mL no campo escuro (Bb). Campo claro da linhagem A549 com
a marcacgdo do peptideo em diluicdo 4pug/mL (Bc). Campo claro da linhagem em 0,5pug/mL
(Ca). Marcacdo do peptideo em dilui¢do 0,5ug/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da
linhagem A549 com a marcacdo do peptideo em diluicdo 0,5ug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem em 0,0625ug/mL (Da). Marcacdo do peptideo em dilui¢do 0,0625ug/mL no campo
escuro (Db). Campo claro da linhagem A549 com a marcacdo do peptideo em diluicdo
0,0625ug/mL (Dc).
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Fonte: Prépria autora.

1.2 Microscopia automatica de analise de placas de cultura de linhagens celulares para o
peptideo LO1908. Campo claro da linhagem A549 em 128ug/mL (Aa). Marcacdo do peptideo
LO1908 em dilui¢do 128ug/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem A549 com
a marcacdo do peptideo LO1908 em diluicdo 128ug/mL (Ac). Campo claro da linhagem
A549 em 32ug/mL (Ba). Marcacdo do peptideo LO1908 em diluicdo 32ug/mL no campo
escuro (Bb). Campo claro da linhagem A549 com a marcacdo do peptideo LO1908 em
diluicdo 32pg/mL (Bc). Campo claro da linhagem A549 em 8ug/mL (Ca). Marcagdo do
peptideo LO1908 em diluicdo 8ug/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem
A549 com a marcacdo do peptideo LO1908 em diluicdo 8ug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem A549 em 2ug/mL (Da). Marcagdo do peptideo LO1908 em dilui¢do 2ug/mL no
campo escuro (Db). Campo claro da linhagem A549 com a marcacgdo do peptideo LO1908 em
diluicdo 2pg/mL (Dc).
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Fonte: Propria autora.

1.3 Microscopia automatica de analise de placas de cultura de linhagens celulares. Campo
claro da linhagem A549 em 128ug/mL (Aa). Marcagao do peptideo LO19080oxi em diluigdo
128ug/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem AS549 com a marcac¢do do
peptideo LO1908oxi em diluigdo 128ug/mL (Ac). Campo claro da linhagem A549 em
64pg/mL (Ba). Marcagdo do peptideo LO19080xi em diluicdo 64pg/mL no campo escuro
(Bb). Campo claro da linhagem A549 com a marcagdo do peptideo LO1908oxi em dilui¢do
64pg/mL (Bc). Campo claro da linhagem A549 em 32ug/mL (Ca). Marcagdao do peptideo
LO1908oxi em diluigdo 32pg/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem A549
com a marcacdo do peptideo LO1908oxi em dilui¢do 32ug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem A549 em 16ug/mL (Da). Marcacdao do peptideo LO19080oxi em dilui¢do 16pg/mL
no campo escuro (Db). Campo claro da linhagem A549 com a marcacdo do peptideo
LO19080xi em diluigdo 16pg/mL (Dc). Campo claro da linhagem A549 em 8ug/mL (Ea).
Marcagao do peptideo LO19080xi em diluicao 8pug/mL no campo escuro (Eb). Campo claro
da linhagem A549 com a marcagéo do peptideo LO19080oxi em diluigdo 8pg/mL (Ec). Campo
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claro da linhagem A549 em 4pug/mL (Fa). Marcacdo do peptideo LO19080oxi em diluicao
4ug/mL no campo escuro (Fb). Campo claro da linhagem A549 com a marcac¢do do peptideo
LO1908ox1 em diluicdo 4pg/mL (Fc). Campo claro da linhagem A549 em 2ug/mL (Ga).
Marcagao do peptideo LO19080oxi em dilui¢do 2pg/mL no campo escuro (Gb). Campo claro
da linhagem A549 com a marcacdo do peptideo LO1908oxi em dilui¢do 2ug/mL (Gc).
Campo claro da linhagem A549 em 1ug/mL (Ha). Marcagdo do peptideo LO1908oxi em
diluicao 1pg/mL no campo escuro (Hb). Campo claro da linhagem A549 com a marcagao do
peptideo LO19080xi em dilui¢do 1pg/mL (Hc). Campo claro da linhagem A549 em 0,5pug/mL
(Ia). Marcagao do peptideo LO19080xi em diluigdo 0,5ug/mL no campo escuro (Ib). Campo
claro da linhagem A549 com a marcagdo do peptideo LO19080xi em dilui¢do 0,5ug/mL (Ic).
Campo claro da linhagem A549 em 0,25ug/mL (Ja). Marcagao do peptideo LO19080oxi em
diluigdo 0,25ug/mL no campo escuro (Jb). Campo claro da linhagem A549 com a marcagéo
do peptideo LO19080oxi1 em dilui¢ao 0,25ug/mL (Jc).

Aa







91

Fonte: Propria autora.
2 Linhagem MRC5

2.1 Microscopia automatica de analise de placas de cultura de linhagens celulares para o
peptideo LO1904. Campo claro da linhagem MRC-5 em 128ug/mL (Aa). Marcagdo do
peptideo LO1904 em diluicdo 128ug/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem
MRC-5 com a marcagdo do peptideo LO1904 em dilui¢do 128ug/mL (Ac). Campo claro da
linhagem MRC-5 em 64ug/mL (Ba). Marcacdo do peptideo LO1904 em diluicdo 64pg/mL no
campo escuro (Bb). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcacdo do peptideo LO1904
em diluigdo 64pg/mL (Bc). Campo claro da linhagem MRC-5 em 32ug/mL (Ca). Marcagao
do peptideo LO1904 em diluicdo 32jug/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem
MRC-5 com a marcagdo do peptideo LO1904 em diluicdo 32ug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem MRC-5 em 16pug/mL (Da). Marcagdo do peptideo LO1904 em diluigdo 16pg/mL no
campo escuro (Db). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcagéo do peptideo LO1904
em diluicdo 16pg/mL (Dc). Campo claro da linhagem MRC-5 em 8ug/mL (Ea). Marcagéo do



peptideo LO1904 em diluicdo 8ug/mL no campo escuro (Eb). Campo claro da linhagem
MRC-5 com a marcac¢édo do peptideo LO1904 em dilui¢do 8ug/mL (Ec).
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Fonte: Propria autora.

2.2 Microscopia automatica de analise de placas de cultura de linhagens celulares para o
peptideo LO1908. Campo claro da linhagem MRC-5 em 128ug/mL (Aa). Marcagdo do
peptideo LO1908 em diluicdo 128ug/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem
MRC-5 com a marcac¢do do peptideo LO1908 em diluicdo 128ug/mL (Ac). Campo claro da
linhagem MRC-5 em 64pg/mL (Ba). Marcacao do peptideo LO1908 em diluigdo 64pg/mL no
campo escuro (Bb). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcagdo do peptideo LO1908
em diluigdo 64pg/mL (Bc). Campo claro da linhagem MRC-5 em 32ug/mL (Ca). Marcagdo
do peptideo LO1908 em diluigdo 32ug/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem
MRC-5 com a marcagdo do peptideo LO1908 em diluicdo 32pug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem MRC-5 em 16ug/mL (Da). Marcagao do peptideo LO1908 em dilui¢ao 16pug/mL no
campo escuro (Db). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcacdo do peptideo LO1908
em dilui¢ao 16pg/mL (Dc).

Ab
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.

Fonte: Prépria autora.

2.3 Microscopia automatica de analise de placas de cultura de linhagens celulares. Campo
claro da linhagem MRC-5 em 128ug/mL (Aa). Marcagao do peptideo LO19080xi em diluigado
128ug/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcacdo do
peptideo LO19080oxi em diluigao 128ug/mL (Ac). Campo claro da linhagem MRC-5 em
64pug/mL (Ba). Marcagdo do peptideo LO1908oxi em dilui¢do 64pg/mL no campo escuro
(Bb). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcacao do peptideo LO1908oxi em dilui¢do
64pg/mL (Bc). Campo claro da linhagem MRC-5 em 32pug/mL (Ca). Marcacdo do peptideo
LO19080oxi em diluigdo 32pg/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem MRC-5
com a marcacdo do peptideo LO1908oxi em diluicdo 32ug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem MRC-5 em 16ug/mL (Da). Marcagao do peptideo LO19080oxi em diluigdo 16ug/mL
no campo escuro (Db). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcacdo do peptideo
LO1908ox1 em diluigao 16pg/mL (Dc). Campo claro da linhagem MRC-5 em 8ug/mL (Ea).
Marcagao do peptideo LO19080oxi em diluicdo 8pug/mL no campo escuro (Eb). Campo claro
da linhagem MRC-5 com a marcagdo do peptideo LO1908oxi em dilui¢do 8ug/mL (Ec).
Campo claro da linhagem MRC-5 em 4pg/mL (Fa). Marcagdo do peptideo LO19080oxi em
diluigdo 4pg/mL no campo escuro (Fb). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcacéo do
peptideo LO19080oxi em diluigao 4pg/mL (Fc). Campo claro da linhagem MRC-5 em 2pg/mL
(Ga). Marcacao do peptideo LO19080xi em diluigao 2pg/mL no campo escuro (Gb). Campo
claro da linhagem MRC-5 com a marcacao do peptideo LO19080oxi em dilui¢ao 2pg/mL (Gc).
Campo claro da linhagem MRC-5 em 1pg/mL (Ha). Marcacdo do peptideo LO1908oxi em
diluigdo 1pg/mL no campo escuro (Hb). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcagéo
do peptideo LO1908oxi em diluicdo 1ug/mL (Hc). Campo claro da linhagem MRC-5 em
0,5ug/mL (Ia). Marcagdo do peptideo LO19080oxi em diluicdo 0,5ug/mL no campo escuro



(Ib). Campo claro da linhagem MRC-5 com a marcacao do peptideo LO1908oxi em diluicéo
0,5pg/mL (Ic).

Aa Ab Ac
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..

Fonte: Propria autora.
3 Linhagem MCF7

3.1 Microscopia automaética de andlise de placas de cultura de linhagens celulares para o
peptideo LO1904. Campo claro da linhagem MCF-7 em 32ug/mL (Aa). Marcacdo do
peptideo LO1904 em diluigdo 32pg/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem
MCF-7 com a marcac¢do do peptideo LO1904 em diluigdo 32pug/mL (Ac). Campo claro da
linhagem MCF-7 em 16pg/mL (Ba). Marcagao do peptideo LO1904 em diluigdo 16ug/mL no
campo escuro (Bb). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacdo do peptideo LO1904
em dilui¢ao 16pg/mL (Bc). Campo claro da linhagem MCF-7 em 8ug/mL (Ca). Marcagdo do
peptideo LO1904 em diluicdo 8pg/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem
MCF-7 com a marcagdo do peptideo LO1904 em diluicdo 8ug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem MCF-7 em 4pg/mL (Da). Marcac¢ao do peptideo LO1904 em diluigdo 4ug/mL no
campo escuro (Db). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacdo do peptideo LO1904
em diluicdo 4pg/mL (Dc). Campo claro da linhagem MCF-7 em 2ug/mL (Ea). Marcagdo do
peptideo LO1904 em dilui¢do 2pg/mL no campo escuro (Eb). Campo claro da linhagem
MCF-7 com a marcacdo do peptideo LO1904 em diluigao 2pg/mL (Ec). Campo claro da
linhagem MCF-7 em 1ug/mL (Fa). Marcagdo do peptideo LO1904 em diluigdo 1ug/mL no
campo escuro (Fb). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marca¢do do peptideo LO1904
em dilui¢do Ipg/mL (Fc).
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Fonte: Propria autora.

3.2 Microscopia automatica de analise de placas de cultura de linhagens celulares para o
peptideo LO1908. Campo claro da linhagem MCF-7 em 128ug/mL (Aa). Marcacdo do
peptideo LO1908 em diluicdo 128ug/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem
MCF-7 com a marcacdo do peptideo LO1908 em diluicdo 128ug/mL (Ac). Campo claro da
linhagem MCF-7 em 64ug/mL (Ba). Marcacdo do peptideo LO1908 em diluicdo 64pg/mL no
campo escuro (Bb). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacgéo do peptideo LO1908
em diluicdo 64ug/mL (Bc). Campo claro da linhagem MCF-7 em 32ug/mL (Ca). Marcagéo
do peptideo LO1908 em diluicdo 32jug/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem
MCF-7 com a marcagdo do peptideo LO1908 em diluicdo 32ug/mL (Cc). Campo claro da
linhagem MCF-7 em 16ug/mL (Da). Marcacéao do peptideo LO1908 em diluicdo 16ug/mL no
campo escuro (Db). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacdo do peptideo LO1908
em diluicdo 16pg/mL (Dc). Campo claro da linhagem MCF-7 em 8ug/mL (Da). Marcagédo do
peptideo LO1908 em diluicdo 8ug/mL no campo escuro (Db). Campo claro da linhagem
MCF-7 com a marcacédo do peptideo LO1908 em dilui¢do 8ug/mL (Dc).



Propria autora.




101

3.3 Microscopia automatica de andlise de placas de cultura de linhagens celulares. Campo
claro da linhagem MCF-7 em 32ug/mL (Aa). Marcacdo do peptideo LO19080oxi em diluigdo
32ug/mL no campo escuro (Ab). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacdo do
peptideo LO1908oxi em dilui¢do 32ug/mL (Ac). Campo claro da linhagem MCF-7 em
l6pg/mL (Ba). Marcagdo do peptideo LO19080oxi em diluicdo 16ug/mL no campo escuro
(Bb). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcagdo do peptideo LO19080oxi em dilui¢do
l6pug/mL (Bc). Campo claro da linhagem MCF-7 em 8ug/mL (Ca). Marca¢do do peptideo
LO19080oxi em diluicdo 8ug/mL no campo escuro (Cb). Campo claro da linhagem MCF-7
com a marcagao do peptideo LO19080xi em diluigao 8ug/mL (Cc). Campo claro da linhagem
MCF-7 em 4pg/mL (Da). Marcagao do peptideo LO19080oxi em dilui¢do 4pg/mL no campo
escuro (Db). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacdo do peptideo LO1908oxi em
dilui¢do 4pg/mL (Dc). Campo claro da linhagem MCF-7 em 2ug/mL (Ea). Marcagdo do
peptideo LO19080oxi em diluigdo 2pg/mL no campo escuro (Eb). Campo claro da linhagem
MCF-7 com a marcagao do peptideo LO19080xi em diluicdo 2pug/mL (Ec). Campo claro da
linhagem MCF-7 em 1pg/mL (Fa). Marcagdo do peptideo LO19080xi em dilui¢do 1pg/mL no
campo escuro (Fb). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacdo do peptideo
LO19080xi em dilui¢do 1pg/mL (Fc). Campo claro da linhagem MCF-7 em 0,5ug/mL (Ga).
Marcagao do peptideo LO19080oxi em diluigao 0,5ug/mL no campo escuro (Gb). Campo claro
da linhagem MCF-7 com a marcacdo do peptideo LO1908oxi em diluicdo 0,5ug/mL (Gc).
Campo claro da linhagem MCF-7 em 0,25ug/mL (Ha). Marcagao do peptideo LO19080xi em
dilui¢do 0,25pug/mL no campo escuro (Hb). Campo claro da linhagem MCF-7 com a
marcagdo do peptideo LO19080oxi em dilui¢do 0,25ug/mL (Hc). Campo claro da linhagem
MCF-7 em 0,125pg/mL (Ia). Marcagdo do peptideo LO19080oxi em diluigdo 0,125pg/mL no
campo escuro (Ib). Campo claro da linhagem MCF-7 com a marcacdo do peptideo
LO19080xi em diluigao 0,125ug/mL (Ic).
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