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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).



14

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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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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