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RESUMO

O céancer de mama é uma das principais causas de morte em mulheres e ainda ndo existem
medidas especificas de prevencao primaria. A deteccdo precoce é o objetivo principal, visando a
diminuigdo da mortalidade e aumento da sobrevida. Nesse trabalho foi utilizada a técnica de
Phage Display para isolar peptideos ligantes as proteinas do tecido cancer de mama para obtencao
de biomarcadores que possam ser utilizados no diagnostico e tratamento dessa patologia. Para
selecdo desses peptideos foi realizado um Bioppaning subtrativo, no qual duas bibliotecas de
peptideos Ph.D.-7 e Ph.D.-12 expressas na superficie de fago filamentoso M13 foram colocadas
primeiramente em contato com proteinas de tecido de mama normal, para que os fagos ligantes
a proteinas do tecido normal fossem eliminados nessa etapa, e depois foram submetidas a trés
ciclos de selecdo. O DNA dos fagos selecionados foi sequenciado e traduzido. As sequéncias
peptidicas selecionadas foram analisadas por bioinforméatica e pelas técnicas ELISA, dot-
blotting, wertern-blotting e imunohistoquimica para confirmar o sucesso da estratégia de selecdo
e para fornecer novos subsidios quanto aos provaveis alvos biolégicos. A anélise
imunohistoquimica foi realizada com seis dos fagos selecionados (BC04, BC05, BC07, BC11,
BC12, BC17) em cancer de mama e com a mistura de trés deles (BC11, BC12, BC17), em cancer
de mama, cancer de ovario, linfoma ndo-hodgkine melanoma. Todos os fagos selecionados
apresentaram alto grau de informacdo e Razéo do Indice ELISA acima de 1, o que é considerado
significativo. Tanto em Dot-blotting quanto em wertern-blotting, os fagos se ligaram apenas a
proteinas do tumor. Na imunohistoquimica pode-se observar marcacdo apenas de células
tumorais. A mistura de fagos reconheceu proteinas do cancer de mama, cancerde ovario e
linfoma maligno ndo-Hodgkin e ndo reconheceu proteinas do melanoma. Trés fagos
selecionados, BC04, BC0O5 e BCO7 marcaram especificamente a parede vascular de células
tumorais. Os fagos selecionados nesse trabalho podem, em um futuro préximo, ser utilizados
como biomarcadores teciduais, podendo ajudar tanto no diagnostico, quanto no tratamento do
cancerde mama. O elevado grau de informacdo de cada peptideo selecionado obtido pelas
analises de bioinformatica e os resultados obtidos nos testes ELISA, Dot- blotting, Western-
blotting e imunohistoquimica validam os dados de bioppaning subtrativo e comprovam a
eficiéncia da técnica de Phage Display.
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ABSTRACT

Breast cancer is one of the main causes of death among women, as thereis no primary
prevention. Early detection is the main objective aiming decrease mortality and increase survival.
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We used phage display technology to isolateligand peptides to breast cancer tissues in order to
select potential biomarkers for the improvement of diagnosis and treatment. Two random peptide
libraries with seven and twelve residues expressed in fusion with the plll protein of the M13
bacteriophage, Ph.D.-7 and Ph.D.-12, respectively, were firstly submitted to a pre clearing by
placing them in contact with proteins of normal breast tissues, in oderto eliminate peptides that
may recognize healthy tissues. Remaining phages in thesupernatant was further selected through
three rounds of positive selection. DNA of selected phage were sequenced and translated.
Peptide sequences were then submitted to bioinformatic analyzes, ELISA, Dot-blotting, western-
blotting and immunohistochemistry assays to confirm the selection strategy and to provide
further evidences of the putative biological targets. The immunohistochemistry analysis was
performed with six selected phage (BC04, BC05, BC07, BC11,BC12, BC17) in breast cancer,
and a mixture of three phage (BC11, BC12, BC17) has been tested in breast and ovary cancers,
non-Hodgkin lymphoma, and melanoma. All phages presented high information content with
significant ELISA indexes. The Dot-blotting and western-blotting assays have validated the
selection by demonstrating high specificity to tumor proteins. The immunohistochemistry
analyzes have shown specific binding only to tumor cells. The mixture of phages has recognized
all types of tumor tissues, except melanoma. Three selectedphage, BC04, BCO5 and BCO7 have
specifically marked the vascular walls of tumor cells. The selected phage may be used in the
future as tissue biomarkersfor diagnosis and therapeutic procedures in breast cancer. The high
information content and the significant data presented by all immunological assays havevalidated
the Phage Display subtractive selection strategy.

Keywords: Breast cancer, Phage Display

INTRODUCAO

No Brasil, o cancer de mama feminino, se constitui na patologia maligna mais incidente
nesta populagdo, tem o seu quadro agravado pelo fato do diagndstico ser estabelecido, na maioria
das vezes, numa fase tardia da doenca. Na grande maioria das instituicGes de céncer, os
estadiamentos 11l e IV apresentam a cerca de 60% dos diagndsticos iniciais (1).

A busca do diagnostico do cancer de mama em fases iniciais juntamente a incorporagédo
e adocgéo de condutas terapéuticas sempre atualizadas pode aumentar e melhorar a sobrevida das
mulheres com cancer de mama. O diagnéstico precoce possibilita o tratamento precoce podendo
oferecer uma possibilidade de cura para o cancer de mama. Além da reducdo da mortalidade, o
diagnostico precoce facilita o tratamento do cancer, diminui sua morbidade e possibilita cirurgias
mais conservadoras e mais estéticas (2). Atualmente, as formas mais eficazes para deteccao
precoce do cancer de mama sao o exame clinico da mama e a mamografia (3).

As pesquisas em oncologia apontam que, no futuro, o diagnostico precoce do cancer e 0s
critérios de prognosticos serdo guiados, principalmente, pelomonitoramento de marcadores
tumorais. Muitos desses marcadores, os quais foram inicialmente identificados através de estudos
moleculares ou bioquimicos, podem agora ser localizados em cortes de tecido pelo uso da imuno-

histoquimica ou da hibridizacao in situ. Incluem-se uma variedade de proteinas, algumas das
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quais associadas aos oncogenes e medidores da atividade proliferativa do tumor (4). Dentre 0s
marcadores tumorais para o cancer de mama encontram-se 0s receptores hormonais (receptores
de estrogénio e receptores de progesterona); c-erbB-2; catepsina D; MIB-1; PCNA e p53 (5).

A obtencdo de novos biomarcadores que sirvam tanto como alvos diagndsticos como
terapéuticos para o cancer de mama junto as metodologias ja existentes para esse fim pode
melhorar significativamente a qualidade de vida dasmulheres portadoras dessa patologia.

A tecnologia Phage Display pode beneficiar diagnosticos atraves da identificacdo de
moléculas atualmente impossiveis de se obter por métodos tradicionais. Anticorpos
recombinantes contra antigenos toxicos ou sequéncias conservadas e carboidratos podem ser
isolados (6).

Peptideos obtidos pela tecnologia de Phage Display podem exercer um efeito
anticarcinogénico, por inibicdo de angiogénese, decréscimo na atividade metastatica ou inibigdo
de enzimas importantes para disseminacéo de células neoplasicas. Podem, ainda, ser usados como
componentes de vacinas antitumor ou veiculos para carrear citocinas, quimioterapicos ou
oligonucleotideos anti- senso para tumor. Essa tecnologia permite o desenvolvimento de
anticorposrecombinantes anticancer, mais comumente usados como moléculas scFv (single chain
fragment variable), as quais podem ser modificadas para aumentar sua afinidade e avidez e
podem, ainda, ser conjugados com moléculas que induzem diferentes efeitos antigénicos (7).

A técnica Phage Display foi utilizada nesse trabalho para isolar peptideos ligantes as
proteinas teciduais do céncer de mama, buscando identificar novos biomarcadores para essa

patologia.

MATERIAL E METODOS

1.0-Material bioldgico

Foi utilizado tecido tumoral de mama de 50 mulheres com idade entre 35 e 70 anos,
diagnosticadas com carcinoma ductal invasivo graus I, 1l e I1l e que passaram por mastectomia
(Tabelal). As neoplasias malignas da mama foram classificadas de acordo com a sexta edic¢do do
Sistema TNM (Classificacdo de tumores malignos), da American Joint Comittee on Cancer. Os
tecidos foram obtidos junto ao servi¢o de Mastologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia-MG, Brasil. Todas as pacientes assinaram Termo de

Consentimento e o Projeto foi aprovado pela Comissio de Etica da Universidade Federal de
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Uberlandia (Processo n° 0013/2000). O grupo controle foi constituido por 50 amostras de tecido

de mama de mulheres clinicamente sadias com idade entre 20 e 45 anos obtidas junto ao Servico
de Cirurgia Plastica da UFU.

Os procedimentos experimentais foram realizados nos Laboratorios de Genética e
Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia-MG.

2.0-Extracdo de Proteinas

Fragmentos de tecidos tumorais foram macerados em cadinho com bastdo de porcelana
em nitrogénio liquido e em seguida foi adicionado Tampé&o deExtracao (Tris-HCL 20mM pH7,2,
EDTA 10mM, EGTA 2mM, sacarose 250mM, DTT 1mM, Benzamidina 1mM). O material foi
colocado em microtubo e centrifugado por 30 min a 20.000 g max a temperatura ambiente.
Apdls esse procedimento o sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteinas totais foi

quantificada pelo método de Bradford (8).

3.0- Biopanning

Para selecdo de fagos ligantes a proteinas de cancer de mama foram utilizadas duas
bibliotecas comerciais de peptideos apresentadas em fago M-13: Ph.D.-7 (complexidade: 2,28 x
10° transformantes) e Ph.D.-12 (complexidade: 2,7 x 10° transformantes), com peptideos
fusionados a proteina plll (5 copias por particula de fago) da New England BioLabs, Schwalbach,
Alemanha.

Para o procedimento foi utilizada uma placa de microtitulagdo (NUNC maxisorp " Nalge
Nunc International Co., Rochester, NY, USA), onde 3 pocos foram sensibilizados com 75 ug de
proteinas de mama sadia (“pool” de 50 amostras) e 1 poco sensibilizado com 75 g de proteinas
de tecido tumoral (“pool”de 50 amostras) diluidas em tampéo bicarbonato pH 8,6.

A placa foi agitada em camara Umida overnight a 4°C e em seguida o0 excesso de
proteinas, que ndo se ligou, foi descartado. Ao final da sensibilizacdo, a placa foi blogueada com
Tampaéo (0,1M NaHCOs pH 8,6; 5mg/mL BSA e NaN3 0,02%) por 1 hora a 4° C. Terminado o
bloqueio a placa foi lavada por seis vezes em TBS contendo 0.1% de TWEEN 20 (TBST). As
proteinas do tecido normal, presentes no 1° pogo foram incubadas com 2 x 10 particulas de
fagos de cada biblioteca e incubado por uma hora a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
coletado e adicionado ao 2° po¢o que, também, continha proteina normal e, novamente, incubado
por 1 hora. Esse procedimento foi repetido mais uma vez para subtrair os ligantes das proteinas
normais. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e adicionado ao poco contendo proteina

tumoral, sendo incubado por 1 h a temperatura ambiente. Os fagos ndo ligantes foram removidos
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por lavagem por 10 vezes com TBS-Tween 0,1% no primeiro round e 0,5% nos seguintes e
eluidos com 50 mM de Tampao Glicina (pH 2,0). Os fagos recuperados foram amplificados em
Escherichia coli ER2738. A selecéo foi repetida por mais duas vezes usando sempre o eluato

anterior ao round em questdo como representante da biblioteca de fagos.

4.0-Titulacdo

A titulacdo é um procedimento necessério para determinar o nimero de entrada e saida
das particulas virais durante os ciclos do “Biopanning”.

A solucéo de fagos a ser titulada foi submetida a diluigdes seriais de 10 vezes em meio
LB. Para eluatos ndo amplificados foram utilizadas as diluicdes de 10* até 10; para solugGes
com fagos amplificados a faixa de dilui¢do utilizada foi de 10 a 1011, Cada diluigéo foi acrescida
de 200mL da cultura de ER2738 na fase mid-log (ODsoo ~0,5). A mistura foi agitada brevemente
e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. As células, agora infectadas, foram transferidas
para tubos de cultura contendo 3mL de Agarose Top a 45°C e espalhadas sobre placa de Petri
contendo meio LB sélido, com IPTG/X-Gal e tetraciclina. Para cada dilui¢do foi preparada uma
placa.

As placas foram incubadas a 37°C, durante 16 horas, apds o qual, foram contadas as
colbnias das placas que apresentavam aproximadamente 100 col6nias. Multiplicou-se cada

numero pelo fator de dilui¢do de cada placa para obter o titulo dos fagos.

5.0- Amplificacdo dos fagos

Para a amplificagdo, uma col6nia de ER2738 foi inoculada em 20mL de meio LB e
incubada sob agitacdo a 37°C por 14 horas, e 1mL dessa cultura foi diluido em 120mL de meio
LB (autoclavado e com tetraciclina-100ul/mL) distribuindo-se 1 mL em cada poco da placa
Deepwell.

Usando palitos de dente esterilizados, coldnias azuis (bactérias infectadas com fagos)
foram retiradas da placa de Petri (3° ciclo ndo-amplificado) e transferidas para um pogo da placa
Deepwell contendo cultura diluida. Esta foi vedada com um adesivo préprio e incubada, por 5
horas sob agitacdo a 37°C. Para manutencao, foram retirados 100ul de cada poco, e transferidos
para uma placa de microtitulacdo Corning Incorporated Costar® 3591 e adicionado 100pl de
glicerol 50%. Ap6s a incubacéo, a placa foi centrifugada por 20 minutos a 3700 rpm, transferindo
seu sobrenadante para uma outra Deepwell estéril. Foi adicionado 1/6 do volume em PEG/NaCl
e incubado por 14 horas a 4°C. Em seguida a placa foi centrifugada por 1hora a 3700 rpm e todo

0 sobrenadante dispensado, secando-se a placa sobre papel-toalha (trocado vérias vezes para
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evitar contaminacdo cruzada). O precipitado foi resuspendido em 200ul de PBS1X (Tampao

Fosfato Salina).

6.0-ELISA

Uma placa de alta afinidade (Costar-Corning 3590, NY, USA) foisensibilizada com
proteina total extraida de tecido tumoral (“pool de 50 amostras) e outra com tecido controle
(“pool” de 50 amostras) na concentragdo de 1ug/poco,em Tampao Bicarbonato 0,006M pH 9,6,
durante 16 horas a 4°C. Em seguida, as placas foram blogueadas durante 1 hora, utilizando leite
desnatado 5% (Molico). As placas foram lavadas por 3 X com PBST e incubadas por 1 hora a
37°C com 1x 10* por pogo dos fagos selecionados e do fago helper (fago que ndo expressaa
proteina exdgena). Posteriormente as placas foram lavadas em PBS-T 6x e incubadas por 2 horas
a 37°C com anti-M13 (SIGMA) conjugado com peroxidase, diluido em Tampédo Bloqueio na
concentracdo de 1:5000. Ao final da incubacdo, as placas foram novamente lavadas por 6X em
PBS-T e a reacdo ocorreu pela adicdo de Tampdo Citrato-Fosfato 0,1M pH 5,0 suplementado
com H,0, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD) a 1 mg.mL™. A reacio foi interrompida pela
adicdo de acido sulfarico 2 N e a OD obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, USA) a 492 nm.

Foi calculado o valor cut off para cada amostra, segundo a férmula: (cutoff= média
Helper + 3X desvio padrdo). O indice ELISA foi calculadoconsiderando-se OD/ cut off. Em
sequida, foi calculada a razdo do indice ELISA tumor/controle. Valores acima de 1 foram

considerados positivos.

7.0-Extracéo de DNA do fago

Para a extracdo do DNA dos fagos, coldnias isoladas de uma placa oriundado 3° ciclo de
Biopanning foram transferidas para pogos de 2mL em placas de cultura tipo Deepwell, contendo
ImL de cultura de ER2738 em fase early-log (OD e00 ~ 0,3). A cada pogo foi adicionada apenas
uma coldnia de bactéria infectada com fago.

A placa foi vedada com adesivo préprio e incubada a 37°C, por 24 horas, sob agitagdo
(250 rpm). Para isolar os fagos das bactérias, a placa foi centrifugada a 3700 rpm, a 20°C, durante
10 minutos. 800mL do sobrenadante da centrifugacdo foram transferidos para outra placa e
incubados, por 10 minutos, com 350mL de PEG/NaCl. Apds incubacao, a placa foi centrifugada
a 3700 rpm, a20°C, durante 40 minutos, para precipitacdo dos fagos. O sobrenadante foi
descartado e 100mL de Tampao iodeto (10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1mM de EDTAe 4M de Nal)
foram adicionados ao precipitado de fagos.

A placa foi agitada vigorosamente e, em seguida, 250mL de Etanol absoluto foram

acrescentados. Apds incubacgédo de 10 minutos, a temperatura ambiente, a placa foi centrifugada

GETEC, v.12, n.39, p.50-75/2023

55



SOUSA, C. S,; VIEIRA, C. U.; CARDOSO, R.; BONETTI, A. M.; GOULART FILHO, L. R.
56

(3700 rpm, 20°C, 10 minutos) e o sobrenadante descartado. O precipitado de fagos foi lavado
com 500mL de Etanol 70% e recentrifugado. O precipitado remanescente foi diluido em 20mL
de agua Milli-Q.A qualidade do DNA fita simples foi verificada pela separacao eletroforética

em gel de Agarose 1% corado com solugdo de Brometo de Etideo.

8.0-Sequenciamento do DNA e deducdo de amino&cidos

Na reacdo de sequenciamento, foram utilizados 500ng de DNA molde, 5pmol do primer
-96 gIII (5>-°H CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e Premix (DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A reacdo de 35 ciclos foi realizada em
Termociclador de placas (MasterCycler - Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturacao (a
95°C por 20 segundos); anelamento do primer (a 58°C por 15 segundos) e extensdo (a 60°C por
1minuto). O DNA sequenciado foi precipitado com 1mL de acetato de aménio e etanol 7,5M,
homogeneizando a placa com leve agitacdo. Foram acrescentados 27,5 [l de etanol absoluto e a
placa foi centrifugada por 45 minutos, a 4000 rpm e o sobrenadante descartado. Foi adicionado
150mL de etanol 70% ao DNA precipitado e a placa centrifugada por 10 minutos, a 4000
rpm. A solucdo de etanol foi descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e
nesta posicdo foi pulsada a 800 rpm, durante um segundo. A placa foi coberta com um papel
aluminio, permanecendo por cinco minutos a temperatura ambiente para evaporar o Etanol. Os
precipitados resultantes foram ressuspendidos em tampédo de diluicdo (DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A leitura do sequenciamento foi realizada em
um sequenciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no laboratorio de
Genética Molecular (UFU) .

9.0- Bioinformatica
A traducdo da sequéncia de aminoacidos obtida no sequenciamento se deu pelo programa

DNA2PRO12. Este programa € designado para traducdo de sequéncias. De insertos tanto de
bibliotecas da New England Biolabs (Ph.D.-12™ or Ph.D.-7™) quanto de outras bibliotecas de
interesse que contiverem as sequéncias inicial e final do vetor. O programa automaticamente
localiza a posicdo do inserto, traduz 0 mesmo e indica qualquer erro possivel na sequéncia do
inserto  (tais como codons inesperados ou erros na sequéncia  proxima)
(http://relic.bio.anl.gov/dna2prol2.aspx).

O alinhamento dos peptideos com proteinas humanas foi feito utilizando osprogramas
Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov) e immunepitope
(www.immunepitope.org) e o calculo da freqliéncia de aminoacidos dentro da populacdo de

peptideos foi realizado utilizando o programa AAFREQ (http://relic.bio.anl.gov/aafreq.aspx).
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O programa CLUSTAL W foi utilizado para analise do pareamento entre os peptideos

recombinantes selecionados e o calculo da frequéncia e da medida de informacéo de cada um dos
peptideos dentro da biblioteca original foi feita pelo programa INFO

(http://relic.bio.anl.gov/info.aspx).

10.0-Western Blotting

Proteina total (40ug) de tecido tumoral (“pool” de 50 amostras) e sadio (“pool” de 50
amostras) foram separadas em SDS-PAGE e foram eletrotransferidas para membrana de
nitrocelulose Hybond, 0,22um. A transferéncia foi confirmada corando a membrana com
Ponceau. Em seguida as membranas cortadas em tiras contendo proteinas do tecido tumoral e de
tecido sadio foram bloqueadas com Tampdo Bloqueio TBS-T Molico 5%. Foram acrescentados
4 x 102 particulas de cada fago selecionado e incubado por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, a membrana foi lavada 5 X por 5 min com TBS-T. Em seguida, foi adicionado
anti-M13 (SIGMA) marcado com peroxidase diluido em tampao bloqueio na dilui¢do de 1:5000
e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas 5 vezes com

TBS-Te reveladas com tabletes de 3,3’ diaminobenzidina (Sigma Fast, Sigma Chemical Co.).

11.0- Dot-blotting

Em membranas de nitrocelulose Hybond 0,22um (Amersham Biosciences), foram
adicionados 40 pg de proteina do tecido tumoral (“pool” de 50 amostras) e e40 [1g de proteina
do tecido sadio (“pool” de 50 amostras). Apos secagem das proteinas, a membrana foi bloqueada
com leite desnatado 5% diluido em TBS-T 0.5% por 1 hora. Em seguida, o tampdo bloqueio
foi trocado e adicionados 4 x10'2 de cada fago selecionado, incubando por 1 hora. Depois de
lavada 3 vezes com TBS-T 0.5%, a membrana foi incubada com anti-M13 (Biolabs) conjugado
com peroxidase diluido 1:5000 em solucao bloqueio, por 1hora. Apos a ligacéo do anticorpo anti-
M13, a membrana foi lavada 10 vezes com TBS-T 0.5% e revelada com Sigma Fast 3,3’-
Diaminobenzidine tablets sets (SIGMA). A revelacdo foiinterrompida com lavagens da
membrana em &gua destilada. Todos osprocedimentos de incubagdo foram processados a

temperatura ambiente.

12.0- Imunohistoquimica

A imunohistoguimica foi processada utilizando os fagos: BC04, BC05, BC07, BC11,
BC12, BC17 individuais e a mistura dos fagos (BC11, BC12, BC17)e o fago Helper, em corte
histologico de tecido com cancer de mama, cancer de ovario, melanoma e linfoma maligno néo
hodgkin obtidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Rotineiramente, no Laboratério de Patologia do Hospital de Clinicas da UFU, sdo
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realizadas analises de imunohistoquimica utilizando marcadores especificos de cada tipo de
cancer para caracterizacdo do tumor . Os marcadores analisados em cancer de mama foram:
Receptor de Estrogénio, Receptor de Progesterona, c-erbB-2, P53 e Ki67. No caso do cancer de
ovario foram analisados os marcadores: Citoqueratinas, Vimentina, Actina de musculo liso,
Desmina humana, proteina S100, Ki67 e MIC2. Para analisar o linfoma maligno ndo-hodgkin
foram utilizados os seguintes marcadores: Vimentina, CD20, Cd3, CD5, CD10, CD23, CD43,
Cd15, CD30, CD45 e Ki67. O Melanoma nao foi analisado por imunohistoquimica porque este
procedimento foi desnecessariopara sua caracterizagao.

A metodologia usada foi o método indireto, seguindo 0s seguintes procedimentos:
desparafinizacdo em 3 banhos de xilol de 1 minuto cada e reidratagdo em série de &lcoois
(100%, 85% e 70%), seqguido de lavagem em agua corrente. O resgate antigénico foi feito em
microondas com EDTA (9), sendo 3 ciclos de 5 minutos em alta poténcia. As laminas foram
mantidas em repouso a temperatura ambiente por 20 minutos e lavadas em &gua corrente por 10
minutos. A atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada com quatro banhos de trés minutos
em agua oxigenada 10 volumes. Em seguida as laminas foram lavadas em agua corrente por 10
minutos e imersas em PBS (Tampéo Fosfato Salino) pH 7,4 por 5 minutos. Para bloquear a
coloracdo de fundo, devido a interagdes hidrofébicas entre tecidos e proteinas reagentes, foi
utilizada solucéo de albuminabovina a 1% com azida sddica a 0,1% em PBS para diluir os fagos.
Subsequentemente foi feita a incubagdo com 300uL de cada fago e do “pool” de fagos (1/30, ou
101 particulas virais/clone) por 24 horas a 4°C, permanecendo emrepouso a temperatura
ambiente por 30 minutos. Trés lavagens de 5 minutos cada, em (PBS 0,1M, pH 7,4) foram
realizadas antes e depois da incubacdo, por 40 minutos a 37° C, com 0 anticorpo anti-M13 de
camundongo (1/1000) por 40 minutos a 37° C. A incubag¢do com o anticorpo anti-camundongo
conjugado com peroxidase (1/150) e trés lavagens de 5 minutos cada, em PBS 0,1M, pH 7,4
foram realizadas antes da incubacdo por 3 minutos em solucdo reveladora- substrato
cromogénico, constituida de agua oxigenada 10 volumes adicionada a solugdo 3°, 3’
Diaminobenzidina tetrahidrocloride (DAB) em tampédo PBS. As laminas foram lavadas em agua
corrente por 5 minutos. A contra-coloracdo foifeita com Hematoxilina de Harris durante 10
segundos e, posteriormente, a laminafoi passada por diluicdes em série de etanol (70%, 85% e

100%) e em banhos de xilol. A montagem permanente foi realizada com goma de Damar.
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RESULTADOS

1.0-Sequenciamento
Confirmada a qualidade do DNA, foi realizado o sequenciamento de 80 clones. Os
cromatogramas gerados pelo sequenciador foram analisados peloprograma Phred basecalling

para analise da qualidade. Nos 80 clones sequenciados, foi possivel identificar 40 peptideos.

2.0-Anélise dos dados por bioinformatica

Apds a traducdo das sequéncias de DNA pelo programa DNA2PRO12, o célculo da
frequéncia de cada aminoacido nos peptideos sequenciados foi realizado pelo programa
AAFREQ. Pode-se observar na Tabela 4 que os aminoacidos mais frequentes foram: Leucina,
Histidina, Prolina e Serina, sugerindo que esses aminoacidos estdo envolvidos na maioria das

interacdes peptideo-proteina.

TABELA 1- Frequéncia dos aminoacidos dos clones sequenciados. Em verde estao

representados os aminoacidos mais frequentes.

Aa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Total Frequéncia

A (Alanina) 1 22 0 002 2 3 1 1 0 14 0,0574
C (Cisteina) 0O 00 00OOO11O0 O0O O O0 1 0,0041
D (Aspartato) 1 00 0 O0 4 0O0O0OO0O O O 5 0,0205
E (Glutamato) 1 00 01 0O0OO0OO0TO0OC 1 0 3 0,0123
F (Fenilanina) 0o 100101001 0 0 4 0,0164
G (Glicina) o 01 0o 001O0O0O0O O O 2 0,0082
H (Histidina) 9 00 251000 0 3 0 20 0,082
I (isoleucina) o 00 01 0400 3 1 1 10 0,041
K (Lisina) 5 00 6 000 00 O 1 1 13 0,0533
L (Leucina) 0o 281 7 10 47 6 1 1 38 0,1557
M (Metionina) 0o 00 2001001 O0 1 5 0,0205
N (Asparagina) 2 0 1 1 0 5 3 1 0 1 O o0 14 0,0574
P (Prolina) 0 12 3 16 2 23 2 2 0 24 0,0984
Q (Glutamina) 1 00 0 2 01 30 0 2 1 10 0,041
R (Arginina) o 00 201122 0 3 1 12 0,0492
S (Serina) 0 901132110 1 5 24 0,0984
T (Treonina) 1 20111201 1 1 3 14 0,0574
V (Valina) o 40210111 1 0 2 13 0,0533
W (Triptofano) 1 17 1 0 0 O OO 1 O 0 11 0,0451
Y (Tirosina) o 01 010110 0 1 2 7 0,0287
Consenso H S LKVLWPTILL L EV S 244

Na busca para identificacdo de sequéncias consenso entre os peptideos selecionados foi
utilizado o programa CLUSTAL W (18.1) que revelou dois motivos mais frequentes (Figura 1).

Entre os peptideos, seis deles apresentam o motivo HSL, presente na sequéncia consenso formada
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pelos aminoacidos de maior frequéncia.
A B

BCO7 -—-NAP----KLPT 7 BCO7 -—-NAP----KLPT 7

BC15 --WAAPSLMQAMPM 12 BC15 —-—WAAPSLMQAMPM 12
BCO2 KVWIVST ——————- 7 BCO2 Y, S p—— 7

BCO8 KVWSLSS--PALAV 12 BCO8 SIES--PALAV 12
BCO6 KVWWLPP--SPFPT 12 BCO6 PP--SPFPT 12
BC23 KVWVLPI ——————- 7 BC23 PT ——————m 7

BC18 KVWMLNA--APVIR 12 BC18 MLNA--APVIR 12
BC24 TSWPLSR ——————- 7 BC24 TSirig 7

BCO9 KTFVEPPFHNHT -- 12 BCO9 ETFVEPPFHNHT --12
BC10 KLWVIPQ ——=-—=—~ 7 BC10 WLEVIPQ ——————- 7

BC13 HSLKHNILLLRS --12 BC13 12
BC19 HSLKHNNLLLRS --12 BC19 12
BC14 HSLKHNNPLLRS —-12 BC14 12
BCO1 HSLKHNNRSAQS --12 BCO1 12
BC12 HSLRTDIYLIKK —- 12 BC12 HSLRTDI;EIKK -—12
BC20 HTLKQDIRLIQS --12 BC20 TIWKODIRMIOR 12
BCO4 HSLRHDSLRPHT --12 BCO4 RHDSLRPHT --12
BCO5 HSWHYTAQTPHL --12 BCOS WHYTAQTPHL --12
BC11 APPTEPVLRLYV —--12 BC1l1 APPTEPVLRLYV --12
BC16 ESGPPSPNVNHQ -- 12 BC16 ESGPPSPNVNHQ --12
BC17 DFNMQPGCLLLI --12 BC17 DFNMQPGCLLLI --12
BC21 —HWYNVRFAPTSY- 12 BC21 —HWYNVRFAPTSY- 12
BC22 NLLHFDYVLWEY --12 BC22 NLLHFDYVLWEY --12
BCO3 QTALLHTQAITT --12 BCO3 QTALLHTQAITT --12

Figura 1: Alinhamento dos peptideos selecionados por Clustal W. A: vermelho: aminoacidos
hidrofébicos, incluindo aromaéticos; azul: &cidos; rosa: basicos; verde: Hydroxila+ Amina + Basica B:
Motivos em comum entre 0s clones selecionados.

As anélises realizadas para observar a similaridade entre os peptideos selecionados e outras
proteinas revelaram que todos os peptideos estudados nesse trabalho foram similares a proteinas

expressas em cancer (Tabela 2).
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Tabela 2- Anélise da similaridade dos peptideos selecionados com proteinas humanas

CLONE PEPTIDEO MOTIVOS PROVAVEIS PROTEINAS NUMERO DE ACESSO IDENTIDADE

PROVAVEIS (em azul) %
ISLKHNNRALAQ -shugoshin-like 2 NP_689737.3| 58,33
HSLKHNKRVLFS -oxygen regulated protein precursor variant |BAD96476.1] 66,67

BCO1 HSLKHNNRSAQS .
HSLKHNKRVLFS -HYOUL protein |AAH72436.1] 66,67
RSLRHNNRRLQA -signal-induced proliferation-associated protein INP_006738.2| 58,33
KIWIVSF -WDSUB1 [AAH29520.1| 71,43
KVWIVTS -TGF-beta resistance-associated protein TRAG |AAL03983.1| 71,43

BCO2 KVWIVST KVWIVTS -rabconnectin-3 beta isoform 1 INP_056100.2] 71,43
CVWIVVT -intrinsic factor-vitamin B12 receptor |AAK61830.1]| 71,43
QTALAHTQHAAR -golgi autoantigen, golgin subfamily a, 2 |CAI13842.1] 58,33
QAELLHSQARLA -FBF1 protein |AAH07570.1| 50,00

BCO03 QTALLHTQAITT | QAELLHSQARLA -zinc finger protein 462, isoform |AAH23549.1| 50,00
NTALLNTQTPIY -Fas (TNFRSF6) binding factor [EAWS59011.1| 50,00
SLLKHQSLRPDE -kallikrein 2, prostatic isoform 3 INP_001002232.1| 50,00
LSLRNNSLRTFT -insulin-like growth factor binding protein, acid -- INP_004961.1| 58,33

labile subunit
Beod HSLRHDSLRPHT HQLRLGSLHPHT -UFO_HUMAN Tyrosine-protein kinase receptorUFO| |P30530]| 66,67
precursor (AXL oncogene)

HGLRHDSSGEG -IGHMBP2 protein [AAH00290.1| 50,00
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QLVHYTAQPLFL -(Heat shock transcription factor 1) (HSTF 1) |XP_001127807.1| 50,00

TCQHWSAQTPHT -plasminogen |AAA36451.1] 50,00
BC05 HSWHYTAQTPHL L .

HSWHYHWPSWLL -similar to iGb3 synthase |XP_060537.10 50,00

PENHYTNQTDMP -orphan G-protein coupled receptor isoform 2 |AAS13466.1| 41,67

PIPVGPPSPFPT - KIAA1675 protein |BAB21766.2| 58,33

PIPVGPPSPFPT -transcription factor MEL1 |BAB84297.1| 58,33
BCO06 KVWWLPPSPFPT .

SSWNLPPGPFPL -Cytochrome P450, family 2 |AAH67435.1] 58,33

WTWWLKPSPAAW -G-protein |CAIL17542.1] 50,00

NAPKLPK -AN1, ubiquitin-like |CAH72966.1| 85,71

NAPKLPK -ANUBL1 protein |AAH48968.1| 85,71
BCO7 NAPKLPT L .

DAPKLPE -SREBP cleavage-activating protein INP_036367.2| 71,43

IEPKLPT -Ras protein-specific guanine nucleotide- INP_722522.1| 71,43

releasing factor 1 isoform 2

CQGILSTPALAV -KIAA 0133, isoform CRA _a [EAW69904.1| 08,33

KVWSLTSSSART ) 50.00
BCOS KVWSLSSPALAY | VKVSASSPSLAV -G-protein coupled receptor GPR133 |AAP35063.1|

KNQQSSSLSLAYV, -glucocorticoid receptor |CAJ65924.1] 58,33

-telomerase-associated protein 1 |[EAW66475.1] °0,00
KIHSGSVTALHV
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KTFEEPPFEKEA -spectrin repeat containing, nuclear envelope 2, |[EAW80842.1 58.33
KTFEEPPFEKEA - AF435011_1 NUANCE |AAL33548.1] 58,33
BC09 KTFVEPPFHNHT .
KTFEEPPFEKEA - nesprin-2 [AANG60443.1] 58,33
KTFEEPPFEKEA - spectrin repeat containing, nuclear envelope 2 |[EAW80844.1] 58,33
KLWVIEA -DOC-2/DAB?2 interactive protein [AAMOO0371.1] 71,43
KLWALPQ -Transducin (beta)-like 3 [AAH35409.1] 71,43
BC10 KLWVIPQ . .
FLWVIPI -histamine receptor H1 |[NP_000852.1| 71,43
KLWVIEA -KIAA1743 protein |BAB21834.2| 71,43
GPPSEPVLTQTS -protein tyrosine phosphatase receptor type D |BAE79816.1| 50,00
LAPTDPVLREME -KIAA1991 protein |BAC02700.1] 50,00
BC11 | APPTEPVLRLYV o ) )
HRAEEPVLRLDP - sema domain, immunoglobulin domain (lg), [EAW65062.1| 50,00
APPTQPVLPPQT -YTH domain family INP_689971.4| 58,33
FGLRTDIYSKKT -SWI/SNF EAW64831.1 833
FGLRTDIVSIKT -SMARCCI1 protein ' '
BC12 HSLRTDIYLIKK LLLRNDIALIKL |AAH39843.1| 58,33
QPLQTDIYGLAK -chymotrypsin C (caldecrin), isoform CRA_a
_ [EAW51725.1] 58,33
-LAG1 longevity assurance homolog 3
INP_849164.2| 50,00
HSLKHNKRVLFS -oxygen regulated protein precursor variant |BAD96476.1| 66,67
HSLKHNKRVLFS -HYOUL1 protein |AAH72436.1] 50,00
BC13 HSLKHNILLLRS .
RSLKQNIFLFYV -KIAA0802 protein |AAH40542.2| 66,77
LSLVHAILLLRL -seven transmembrane helix receptor |BAC05914.1| 66,77
ASLKENSPLLHS -catenin (cadherin-associated protein), alpha 3, |[EAWS4249.1] 66,67
isoform CRA_a
BC14 HSLKHNNPLLRS | HSLKHNKRVLFS -oxygen regulated protein precursor variant |[BAD96476.1 66,67
|SLKHNNRALAQ -shugoshin-"ke 2 |NP_689737.3| 58'33
PLHSVNNPILRK -mitogen activated protein kinase activated |AAC39863.1| 41,67
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protein kinase
SPLPSLMVVMPL -breast  carcinoma  amplified 3, [EAW51413.1] 50,00
sequence
isoform
BC15 WAAPSLMQAMP | QAVPSLLSAPPK -Tripartite motif-containing protein |015016| 50,00
M 66
WAAPSLPSGVRE -Melanoma associated antigen |AAI10875.1| 50,00
(mutated)
GQSPSMMVGMPM -stromal ~ membrane-associated 1, |[EAWA48807.1] 50,00
protein
isoform CRA ¢
PPGPPSPSVTTE - zinc finger protein 276, isoform CRA g [EAW66693.1| 50,00
ESGPPAPSKPRR .
BC16 | ESGPPSPNVNHQ | LSTPPSSNVNSI - 5CC-112 protein |AAH09650.1| 50,00
QSGPPSGDVNSL - TIPARP protein |AAH34397.1] 58,33
- A-kinase anchor protein 13 isoform 2 INP_009131.2| 58,33
- DOCKA4 protein
VFNMQPSPSTSS ] . |AAI17690.1 41.67
DEEMSKHPGLLL - SWI/SNF chromatin remodeling complex '
C17 DFNMQPGCLLLI | NFHLQPDGCLLV subunit OSA1 AF521670_1 41,67
RYLQQPGCLLVG - cadherin-like 23, isoform CRA_a |[EAW54426.1| 41,67
- hypothetical protein LOC283871 NP_001035830.1 50,00
YVWMLDAEDLAD - F-box and leucine-rich repeat protein |AAH30656.1| 41,67
KVWMLTGDKLET - ATP9A protein |AAI10593.1] 41,67
BC18 KVWMLNAAPVIR
KVWMGPIFPVIR - cytochrome P-450 |AAC08589.1| 66,67
VYWLLDGAPVQD - PTK7 protein [AAH46109.1] 41,67
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HSLKHNKRVLFS - HYOUL protein IAAH72436.1| 66,67
HSLKHNKRVLFS
BC19 HSLKHNNLLLRS | RDLKPNNLLLDE - oxygen regulated protein precursor INP_006380.1| 66,67
PSLKHNDLLSWF - Cyclin-dependent kinase 7 |AAH05298.1| 58,33
- C120rf29 protein |AAH35136.2| 58,33
AKENQDIRLLQA - pre-B-cell leukemia transcription factor [EAWS53174.1] 50,00
interacting protein 1, isoform CRA _a
8c20 | HTLKQDIRLIOS PTLKQDILEEIK - KIAA0061 IBAA06543.1] 50,00
HESKIPILLIQQ, - von Willebrand factor |AAA61295.1| 41,67
HANLKQIRLIEK
GTLKQNIPRLKL - semaphorin 3D |INP_689967.2 41,67
HWYNVRYRGNAF - DNA polymerase epsilon catalytic subunit protein
isoform a | AAD44690.1| 50,00
KWYNVHSAPGGP - anaphase promoting complex subunit 1 [EAW52095.1] 50,00
BC21 HWYNVRFAPTSY )
HWYDVEGGMQDY - Carboxypeptidase D |AAHA45549.1 41,67
HWYRALLLETFR, - tumor domain containing 6 INP_001010870.1]| 33,33
DWYDVRMLLPQF
EEGASDYVLWKE - similar to G protein-coupled receptor 108 XP_946818.1| 41,67
isoform
NSILLDYYLWDY - C9orf64 protein |AAH04407.1] 50,00
BC22 NLLHFDYVLWEY . . -
TLLNYDYVWDTV - amine oxidase, copper containing 3 (vascular |[EAW60897.1| 41,67
adhesion protein 1)
NLHFPDYVLDEV - kelch-like 15 INP_085127.1 58,33
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71,43
CKWVLPI - PRAME family member 5 IAAI01343.1] 7143
AVWVLPL N . |014681| '
BC23 KVWVLPI KVWVLTG - EI24_HUMAN Ef[op05|de-|nduced protein 2.4
KVWVYLTG (p53-induced protein 8)
- KIAA1021 protei 71,43
protemn IBAA82973.2)
- ATP lass VI 11A isof 71,43
ase, Class VI, type isoform a INP_056020.1]
TAWPLSL -glycophorin C isoform 1
TSWPLLG . NP_002092.1 71,43
TSWPLGS -cytochrome P450, family 2 4 precursor - |
- . NP_000773.2 71,43
BC24 TSWPLSR LHWPLSR - PCLO_HUMAN Protein piccolo (Aczonin) INP_ |
. . 9Y6V0 71,43
- histone deacetylase 7A isoform a Q |
INP_056216.1| 71,43
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5.0-ELISA

A técnica ELISA foi utilizada para pré-selecdo dos fagos a serem estudados

mais detalhadamente.

A Figura 3 apresenta um grafico representativo da reatividade dos clones

selecionados.
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Figura 3: Grafico representativo das leituras a 492nm do ensaio ELISA mostrando a
reatividade dos clones de fagos capturados por anticorpo anti-M13 contra proteina total de
mulheres com cancer de mama.

6.0-Blotting

Dos clones sequenciados e validados por ELISA, cinco foram utilizados
aleatoriamente para analise por western blotting e 14 por dot-blotting. Todos os clones
testados ligaram-se especificamente a proteinas do tecido tumoral, confirmando a selecéo de
peptideos ligantes a proteinas do tecido tumoral e o resultado do teste ELISA.

As analises de western blotting mostraram que os ligantes dos fagos sdo proteinas de

grande massa molecular, variando entre 116 e 205 kDa (Figura 4).
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Figura 4: Analise por western blotting da expressdo dos ligantes em “pools” de proteinas de
tecido de pacientes com tumor (T) e de individuos saudaveis controles (C). Os fagos ligantes
BC11, BCO08, BC04, BC09, BC17 e o Helper (controle da reagdo) foram detectados com
anti-M13conjugada com peroxidase.

As analises de dot blotting mostraram que todos os ligantes dos fagos foram
expressos somente em proteinas do tecido tumoral, comprovando a eficiéncia da selecdo de

peptideos ligantes especificos ao cancer de mama (Figura 5).

C T C T C T C T C T
|

BCO1 BCO3 BC04 5C02 BCO5

c T C T C T C T C T
BC20 BCO7 BCOY BC10 BC14

C T c T C T c T c T

|

BC15 BC16 BC22 BC24 Helper

Figura 5: Anélise da expressdo dos ligantes em “pools” de proteinas de tecido de pacientes com
tumor (T) e de individuos saudaveis controles (C). Os fagos ligantes BC01, BC03, BC04, BC02,
BC05, BC20, BC07, BC09, BC10, BC14, BC15, BC16, BC22, BC24 e o Helper (controle da
reacdo) foram detectados com anti-M13 conjugada com peroxidase.

7.0-Imunohistoquimica

Ensaios de imunohistoquimica foram realizados para avaliar a capacidade de ligacao
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do peptideo expresso no fago ao tecido tumoral. Todos os ensaios até 0 momento haviam
sido realizados com proteina total extraida das células tumorais, sendo necessario avaliar o
comportamento dos peptideos em um sistema mais complexo com o tecido sadio ou tumoral.

O teste imunohistoquimico realizado no tecido neoplésico de mama utilizando
individualmente os fagos BC11, BC12 e BC17 (Figuras 6A, 6B e 6C), mostrou marcagao
somente de células tumorais, porém, ndo em 100% delas. Utilizando a mistura deles, ocorreu
a marcacdo de todo o tecido neoplasico (Figuras 6D), provavelmente devido a soma das
marcacdes. Devido a esse resultado, os testes imunohistoquimicos realizados em tecidos de
outros tipos de tumores foram feitos com a mistura dos fagos.

Interessantemente, os fagos BC05, BC04 e BCO7 marcaram células neoplasicas e,

também, a parede vascular, no tecido tumoral (Figura 6E, 6F e6G).

A
Figura 6: Imunohistoquimica realizada em tecido com carcinoma ductal infiltrante de mama
utilizando a marcacdo indireta de fagos recombinantes revelados com anti-M13 conjugado com

peroxidase. A: clone BC11; B: clone BC17; C: BC12; D: mistura dos fagos (BC11, BC17 e BC12)
E:BCO5; F: BC0O7; G: BC04; H : helper (controle da reagéo).

Foi realizado testes de imunohistoquimica em tumor de ovario, linfoma ndo-Hodgkin
(rim direito) e melanoma, para verificar a especificidade da ligagdo dos peptideos ao tumor
de mama. Pode-se observar na figuras 7 (A a D), que a mistura de fagos (BC11, BC17
e BC12) marcou também os outros tipos de canceres testados, com exce¢do do melanoma.

No caso do cancer de mama, ovario e linfoma ndo-Hodgkin a imunohistoquimica
realizada utilizando a mistura dos fagos, apresentou marcacao de todo o tecido neoplasico e
células sadias ndo foram marcadas (Figura 7). Nas células tumorais do cancer de mama
houve marcacdo do nucleo e citoplasma, no caso do cancer de ovario houve marcagdo de
nucleo e membrana e no linfoma foram marcados nucleo, citoplasma e membrana.

Quando a imunohistoquimica foi realizada utilizando o fago Helper ndo houve
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marcacao de nenhum tecido analisado, descartando a possibilidade da interacdo peptideo-
proteina esta ocorrendo com outra proteina do capsideo viral endo com a proteina exdgena
(TF, 7G, 7TH).

Segundo as analises imunohistoquimicas realizadas no laboratério de Patologia do
Hospital de clinicas da UFU, as células neoplasicas de mama apresentaram os seguintes
resultados: o tumor foi diagnosticado como carcinoma ductal invasor grau Il1, apresentando
positividade para proteinas p53 e para antigeno Ki-67 em mais de 40% das células
neoplésicas e negatividade para receptores de estrogeno, progesterona e para o produto do
oncogene c-erb-2.

O céancer de ovario trata-se de um tumor de células da granulosa e as analises de
imunohistoquimica mostraram positividade para antigeno Ki-67 em menos de 10% das
células neoplasicas, para o produto do gene MIC2 e para vimetina (V9) e negatividade para
citoqueratinas (AE1-AE3), actina de musculo liso, desmina humana (D33) e proteina S100.

O tumor no rim direito foi diagnosticado como linfoma n&o- Hodgkin, mostrando
marcacao positiva para os marcadores: vimetina, CD20, Ki67 (positivo em mais de 90% das
células neoplasicas).

Quanto ao melanoma, os testes preliminares foram suficientes para diagnosticar a

doenca, ndo precisando realizar o teste imunohistoquimico.

P
A

Figura 7: Imunohistoquimica realizada com a mistura de fagos (BC11, BC12, BC17) em diferentes
tipos de canceres, utilizando a marcacgdo indireta de fagos recombinantes revelados com anti-M13
conjugado com peroxidase. A: Cancer de mama; B: Cancer de ovario; C: linfoma ndo- Hodgkin; D:
melanoma; Controles negativos: Helper incubado com: E) Cancer de mama; F) Cancer de ovario;
G) Linfoma ndo- hodgkin, H) Melanoma.
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DISCUSSAO

Foram utilizadas duas bibliotecas comerciais de peptideos apresentados na superficie
de fago M-13 para selecionar peptideos especificos ligantes a proteinas de tumor de mama,
pela tecnologia de Phage Display. A vantagem de usar a mistura de bibliotecas foi a
economia no tempo de selecdo de ligantes e reagentes, porém, pode ocorrer competicao entre
0s peptideos das bibliotecas. Esse inconveniente ndo ocorreu na nossa investigacao, visto
que a proporcao dos peptideos selecionados de cada biblioteca foi muito parecida, sendo 17
da biblioteca de 7 amino&cidos e 23, da biblioteca de 12.

Como tumores possuem uma grande quantidade de proteinas diferentes que sdo
capazes de interagir com os peptideos da biblioteca, um simples biopanning contra proteinas
de células tumorais poderia resultar em um grande nimero de peptideos sem especificidade.
Para evitar esse problema, utilizou-se proteina total de tecido de mama sadia para “subtrair”
fagos que se ligam a proteinas expressas nesse tecido. Essa metodologia de subtracéo,
também, foi utilizada com sucesso para identificar peptideos ligantes especificos aos
neurdnios de camundongo (11). Para essa selecdo, os autores realizaram um passo de
subtracdo, colocando a biblioteca de fagos primeiro em contato com células da glia. Os
fagos que ndo se ligaram a essas células foram colocados em contado com cultura de
neurdnios, possibilitando assim a selecdo de ligantes especificos. O biopanning subtrativo
também foi utilizado para identificar peptideos com capacidade de promover a invasdo
metastatica em carcinoma hepatocelular (12).

O elevado grau de informac&o de cada peptideo selecionado obtido pelas analises de
bioinformatica e os resultados obtidos nos testes ELISA, Dot-blotting eWestern-blotting
validam os dados de bioppaning subtrativo e comprovam a eficiéncia da técnica de Phage
Display.

O peptideo BC02, em nossa andlise, apresentou a maior frequéncia, alto grau de
informacdo e o motivo mais freqiente KVW. Esses dados somados as outras analises
realizadas, sugerem que esse peptideo pode ser um potencial biomarcador tecidual para
utilizacdo em diagnosticos e em processos terapéuticos como carreador de drogas.

Observou-se, ainda, que houve um grande enriquecimento de todos os peptideos
selecionados em relacéo as suas frequéncias esperadas na biblioteca de fagos, sugerindo que
sdo especificos para cancer. Além disso, todos o0s peptideos selecionados tiveram
similaridades com proteinas expressas em cancer (Tabela 4).

Bibliotecas apresentadas na superficie de fagos podem conter mais de um bilhdo de

sequéncias de peptideos aleatdrios, sendo uma técnica eficiente na “sondagem” da superficie
GETEC, v.12, n.39, p.50-75/2023
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de células malignas. Essa técnica ndo é somente promissora para identificar alvos na
superficie celular mas, também, é adequada para identificacdo de peptideos ligantes a
receptores desconhecidos.

Um ligante que ataca apenas o tumor pode abrir caminhos promissores para o
tratamento do céncer, podendo carrear drogas nao-toxicas que se tornam ativas quando
atingem o alvo. Esta técnica pode evitar que as células saudaveis sejam danificadas, ao usar
um ligante especifico das células tumorais. Se bem sucedida em humanos, a técnica pode
melhorar muita a qualidade de vida de pacientes com cancer. Os peptideos selecionados
nesse trabalho poderéo se tornar importantes marcadores tumorais, para utilizagdo no

estadiamento, prognostico e tratamento do cancer. Para isso mais testes sdo necessarios.

Um dado interessante foi o de que os tumores de mama, ovario e o linfoma
apresentaram positividade para Ki-67 que é uma proteina expressa no nucleo das células (13)
e a mistura dos trés fagos marcou nicleo e membrana desses trés tumores.

A positividade para Ki-67 em menos de 20% das células neoplésicas caracteriza o
tumor como de baixo indice proliferativo, entre 20 e 40% o indice proliferativo é moderado,
sendo alto quando a positividade para esse marcador formaior que 40%. O indice de
proliferacdo, como determinado pelo Ki-67, € um marcador bastante util em avaliar a
possibilidade de recidiva tumoral em pacientes com estadiamento inicial. Tumores com
indice proliferativo> 40% apresentam alta probabilidade de recidiva (14).

O perfil de proteinas expressas na superficie das células pode fornecer um melhor
entendimento da maneira como o proteoma da superficie celular é regulado e como €
responsavel pela variedade de sinal intra e extra-celular (15). Esse compartimento é rico em
alvos terapéuticos, como por exemplo, o receptor de fator de crescimento (HERB2) que é
amplificado no tumor de mama. Foi identificado um peptideo ligante a proteina de
membrana glucose-regulated protein-78 (GRP78) e construida uma molécula quimera com
motivo ligante a GRP78 fusionado a uma seqiiéncia que induz a morte celular programada,
que foi capaz de inibir o crescimento do tumor em modelos de camundongos isogénicos,
com cancer de préstata e mama (16).

Foram identificados peptideos ligantes em diversos tumores utilizando Phage
Display in vivo por administracdo intravenosa de biblioteca de peptideos e de scFv. Em trés
pacientes foi possivel repetir os ciclos do biopanning. Nenhum efeito colateral grave foi
observado, inclusive reacdes alérgicas, demonstrando que a técnica pode ser utilizada no
carreamento de drogas sem prejuizo ao paciente (17).

Os clones BC05, BC04 e BCO7 (figura 6E 6F, 6G) marcaram a parede vascular de

tecido tumoral de mama. A angiogénese é essencial para o desenvolvimento do tumor.
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Mudangas moleculares estagios-especificas na parede vascular podem acompanhar a
progressdo da carcinogénese, culminando em metastase. Estratégia baseada na inibi¢do da
angiogénese € uma area promissora (18). Peptideos ligantes a vasos sanguineos de
diferentes tecidos foram isolados utilizando Phage Display in vivo em humano (19). A
diversidademolecular e estrutural de ligantes a marcadores tumorais expressos na parede
vascular poderd contribuir para selecdo de alvos de diagnostico e tratamento (20). A
identificacdo de marcadores tecido-especificos € importante para o desenvolvimento de
terapias baseadas em proteinas diferencialmente expressas na superficie vascular
associada com tecido sadio ou acometido (21). Esses autores tém  desenvolvido
estudos utilizando Phage Display, que levam a peptideos capazes de identificar alvos na
angiogénese in vivo. Esses peptideos ligados a alvos terapéuticos podem ser direcionados
a certos tipos de tecidos depois da administracdo intravenosa, encontrando sitio de

interesse, intensificando a acdo terapéutica e diminuindo os efeitos colaterais.

Um novo peptideo selecionado por Phage Display, além de se ligar a vasos
sanguineos de mama normal, liga a vasos de hiperplasia ou lesées malignas em camundongo
transgénico com cancer de mama. A Aminopeptidase P, que é amplamente expressa em
cancer de mama, foi identificada como o receptor desse peptideo (22).

Experimentos estdo sendo desenvolvidos no Laboratério de Genética Molecular da
UFU para identificacdo das proteinas ligantes aos peptideos expressos nos fagos
selecionados. As proteinas ligantes identificadas podem se tornar marcadores tumorais. Os
peptideos que marcaram a parede vascular podem ser utilizados no enderecamento de drogas
pela circulacdo sanguinea.

Como os fagos foram selecionados utilizando um conjunto de amostras, é necessario
que os testes ELISA e dot-blotting sejam realizados em amostras individuais para que se
possa analisar como esses fagos se comportam emdiferentes situacdes de uma mesma
doenca, visto que um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do cancer de mama é
a resolucéo da heterogeneidade tumoral (23). A atual classificagdo do cancer de mama néo
é, ainda, perfeita; pacientes com o mesmo tipo de tumor e estadio podem ter diferentes
respostas a terapéutica e diferentes progndsticos. As limitagdes do atual sistema devem-se a
incapacidade de levar em consideracdes determinantes bioldgicos.

O préximo passo desse trabalho sera a investigacdo do clone BC02, que apresentou
a maior frequéncia entre os peptideos selecionados, bem como a utilizacdo de cultura
de célula animal e modelos murinos de cancer de mama para que sejam feitos os testes de

carreamento de drogas ao tumor alvo.
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A técnica Phage Display mostrou-se eficiente para sele¢do de peptideos ligantes as
proteinas do tecido de mulheres com céancer de mama, que poderdo no futuro ser utilizados

no diagndstico e tratamento dessa patologia.
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