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RESUMO

Os canceres sdo um conjunto de doencas caracterizado por crescimento celular
desordenado e incontrolavel, muitas vezes acompanhado por uma agressividade
significativa. Sua fisiopatologia envolve mutacfes em genes supressores tumorais e
proto-oncogenes, levando a um crescimento celular descontrolado e desordenado,
podendo levar a formacao de metastase. Para satisfazer as necessidades metabolicas
aumentadas do microambiente tumoral, ocorrem expressao de fatores de crescimento
angiogénicos. O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é um fator
angiogénico que desempenha um papel crucial no cancer, facilitando a invasao e
intravasamento do tumor, na circulacdo das células tumorais e colonizacdo dessas
células em 6rgdos distantes. No céancer colorretal, altos niveis de VEGF estao
associados a um pior prognadstico. Terapias anti-angiogénicas, como o bevacizumabe
(Avastin®), visam inibir o VEGF. Porém, limitacdes financeiras, efeitos colaterais e
falta de estabilidade do farmaco destacam a necessidade de novas alternativas de
tratamentos. Devido as limitagbes do tratamento com o anticorpo monoclonal
bevacizumabe, € de interesse a busca por novas moléculas que possam mimetizar o
efeito farmacoldgico deste farmaco e diminuir suas limitagbes. Devido a isso,
peptideos sintéticos se apresentam como uma alternativa por provocarem menos
efeitos colaterais, serem estaveis e terem um baixo custo financeiro. Dessa forma, o
objetivo do trabalho foi predizer in silico e avaliar por metodologias in vitro um peptideo
antiangiogénico. Através de programas de bioinformatica foi realizada a predi¢édo de
um peptideo antiangiogénico, denominado BVZ, que se liga ao VEGF. Apds sua
predicao, foi realizada a sintese quimica de peptideos para posteriores testes in vitro.
Para a andlise in vitro, foram utilizadas células de fibroblastos murinos saudaveis
(NIH3T3) e de adenocarcinoma colorretal (Caco-2). Ambas as células foram
submetidas ao tratamento com o peptideo nas seguintes concentra¢des: 160, 320,
500 e 820 pg/mL por um periodo de 24, 48 e 72 horas. Apos, foi realizado o teste de
MTT para analisar a viabilidade celular de ambas as linhagens celulares. Em células
Caco-2, as concentracdes de 500 e 820 pg/mL mostraram-se citotoxicas no periodo
de 24 e 48 horas. No periodo de 72 horas as concentracfes de 320, 500 e 820 pg/mL
mostraram-se citotoxicas. Em células NIH3T3, a concentracao de 820 pg/mL mostrou-
se citotoxica em todos os periodos testados. Os resultados da bioinformatica e da
citotoxicidade, demonstram que o peptideo BVZ apresenta potencial para ser utilizado
como um agente antiangiogénico no tratamento do cancer. No entanto, demais testes
in vitro e in vivo sao necessarios a fim de validar a funcédo do peptideo.

Palavras-chave: Cancer; VEGF; Angiogénese; Bioinformatica; Peptideos sintéticos;

Analise in vitro.



ABSTRACT

Cancers are a group of diseases characterized by disordered and uncontrolled cell
growth, often accompanied by significant aggressiveness. Their pathophysiology
involves mutations in tumor suppressor genes and proto-oncogenes, leading to
uncontrolled and disordered cell growth, which may lead to metastasis. To meet the
increased metabolic needs of the tumor microenvironment, angiogenic growth factors
are expressed. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is an angiogenic factor
that plays a crucial role in cancer, facilitating tumor invasion and intravasation, tumor
cell circulation, and colonization of these cells in distant organs. In colorectal cancer,
high levels of VEGF are associated with a worse prognosis. Anti-angiogenic therapies,
such as bevacizumab (Avastin®), aim to inhibit VEGF. However, financial limitations,
side effects, and lack of drug stability highlight the need for new treatment alternatives.
Due to the limitations of treatment with the monoclonal antibody bevacizumab, it is of
interest to search for new molecules that can mimic the pharmacological effect of this
drug and reduce its limitations. Therefore, synthetic peptides are an alternative
because they cause fewer side effects, are stable and have a low financial cost. Thus,
the objective of the study was to predict in silico and evaluate by in vitro methodologies
an antiangiogenic peptide. Through bioinformatics programs, the prediction of an
antiangiogenic peptide, called BVZ, which binds to VEGF, was performed. After its
prediction, the chemical synthesis of peptides was performed for subsequent in vitro
tests. For the in vitro analysis, healthy murine fibroblast cells (NIH3T3) and colorectal
adenocarcinoma cells (Caco-2) were used. Both cells were subjected to treatment with
the peptide at the following concentrations: 160, 320, 500 and 820 ug/mL for a period
of 24, 48 and 72 hours. Afterwards, the MTT test was performed to analyze the cell
viability of both cell lines. In Caco-2 cells, the concentrations of 500 and 820 pg/mL
were cytotoxic in the period of 24 and 48 hours. In the period of 72 hours, the
concentrations of 320, 500 and 820 pg/mL were cytotoxic. In NIH3T3 cells, the
concentration of 820 pg/mL was cytotoxic in all periods tested. The results of
bioinformatics and cytotoxicity demonstrate that the BVZ peptide has potential to be
used as an antiangiogenic agent in the treatment of cancer. However, further in vitro
and in vivo tests are needed to validate the function of the peptide.

Keywords: Cancer; VEGF; Angiogenesis; Bioinformatics; Synthetic peptides; In vitro
analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER

O termo cancer é utilizado para definir um conjunto de doencas que
representa um problema de saude publica mundial, abrangendo mais de 100
diferentes tipos de doencas malignas. Em comum, essas condi¢cdes apresentam um
crescimento celular rapido, desordenado e incontrolavel, muitas vezes acompanhado
por uma agressividade significativa. Esse fendbmeno resulta em uma proliferacéao
celular rapida, com capacidade de invadir tecidos adjacentes e se disseminar para
orgaos distantes, levando a formacédo de metastases (INCA, 2023).

Essa patologia ndo possui uma causa Unica, podendo ser influenciada por
uma interacao de fatores internos e externos. Os fatores internos estéo relacionados
a hormonios, sistema imunoldgico e mutacdes genéticas. Ja os fatores externos estao
relacionados aos fatores ambientais, como raios UV, polui¢do, agrotoxicos, exposi¢ao
a produtos quimicos e a radiacao solar sem protecdo, ma alimentacdo e abuso de
drogas licitas e ilicitas (OPAS, 2020). Estudos indicam que aproximadamente 80 a
90% das causas dos canceres estdo relacionadas aos fatores externos que possuem
a capacidade de alterar a estrutura genética das células, resultando em células
defeituosas que perdem o controle do ciclo celular e passam a multiplicar-se (INCA,
2023).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2023), o cancer € a
segunda causa de morte em todo o mundo e, em muitos paises, é a primeira ou
segunda causa de morte prematura antes dos 70 anos. Estima-se que até 2040
havera cerca de 30 milhdes de novos casos da doenca. No Brasil, conforme dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA), sédo estimados cerca de 704 mil novos casos de
cancer no pais a cada ano durante o triénio 2023-2025. Excluindo os casos de cancer
de pele ndo melanoma (483 mil), o tipo mais comum, 0S ndmeros permanecem
significativos, seguido do cancer de mama, com 74 mil (10,5%); préstata, com 72 mil
(10,2%); célon e reto, com 46 mil (6,5%); pulmédo, com 32 mil (4,6%); e estbmago,
com 21 mil (3,1%). Esses numeros refletem a magnitude do impacto do cancer na
saude publica e a necessidade de medidas preventivas e de tratamentos eficazes
(INCA, 2023).
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Atualmente, os tratamentos disponiveis para o cancer, incluem cirurgia,
quimioterapia ou radioterapia. A cirurgia, possui o objetivo de retirada do tumor, feita
geralmente no estagio inicial da doenca. A quimioterapia, consiste em utilizar
medicamentos para combater a doenca, através de administracdo oral, intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intratecal ou topica. Ja a radioterapia, € um tratamento a
base de radiacfes ionizantes (raios-x), com o objetivo de destruir as células tumorais
ou impedir que elas se multipliguem. Apesar da disponibilidade desses tratamentos,
existem algumas limitagBes. Por exemplo, a eficacia da cirurgia pode ser restrita em
tumores muito grandes ou em estagios avancados da doenca, a quimioterapia e a
radioterapia podem causar efeitos colaterais significativos, afetando a qualidade de
vida do paciente (INCA, 2023).

1.1.1 Fisiopatologia do cancer

Acredita-se que o inicio do tumor, seja o resultado de alteracdes genéticas
em células, causada por fatores internos e, em grande maioria por fatores externos,
que leva a proliferagcdo anormal das células, de forma rapida (Kontomanolis et al.,
2021). Essa anormalidade no crescimento das células cancerigenas ocorre devido as
mutacBes em proteinas codificadas por genes supressores de tumor e proto-
oncogenes, responsaveis por regular o ciclo celular, mediar vias de transducéo de
sinal de fatores de crescimento e regular a morte celular programada (Hammer, 2016)

Exemplos de supressores tumorais séo a proteina do retinoblastoma (pRB)
e pl6, que regulam o ponto de verificacdo G1/S do ciclo celular, outro exemplo é a
p53, uma proteina responsavel por atuar no reconhecimento de dano ao DNA,
permitindo o reparo da célula para continuar o ciclo celular e entrar na fase S, caso o
dano seja irreparavel, a célula entra na fase GO e sofre apoptose (Motofei, 2022). Ja
as proto-oncogeneses atuam em varias cascatas de sinalizacdo de fatores de
crescimento celular que promovem a proliferacdo celular de forma fisiol6gica ou
patolégica (Kontomanolis et al., 2021).

Dessa forma, mutacdes em proto-oncogeneses e genes supressores de
tumor fazem com que as células tumorais tenham uma proliferacdo e crescimento
celular exacerbados, caracterizando um processo de oncogénese ou carcinogénese.
Nesse processo, as células irdo interagir com outras células do sistema imunolégico
como os linfacitos, células inflamatorias e com as células do estroma, caracterizando

um microambiente tumoral (MAT) (Yang e Cao, 2022).
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No cancer, pode ocorrer a formacao de tumores secundarios em tecidos e
orgaos distantes do cancer primario original e, esse processo € chamado de
metastase. O desenvolvimento da metastase consiste em: invasao, intravasamento
local, sobrevivéncia na circulacdo, parada em o6rgdo distante, extravasamento e
colonizacdo (Roberts et al., 2013). A etapa de invasao e intravasamento comeca a
partir de células tumorais que se desprendem da massa tumoral e entram
sequencialmente nos vasos sanguineos. Nesta etapa, ocorre a secrecdo de
proteases, pois a matriz extracelular € uma barreira fisica, que as impede de migrar
para 0s vasos sanguineos ou linfaticos. Quando as células cancerigenas entram na
corrente sanguinea ou vasos linfaticos, podem invadir tecidos normais adjacentes e
favorecer uma nova colonizacao das células, caracterizando uma metastase (Park et
al., 2020; Motofei, 2022).

A medida que as células cancerigenas crescem e se proliferam, ocorrem
anormalidades em suas vias metabolicas, a fim de satisfazer as necessidades de
nutricdo e oxigenagao do tumor. A queda dos niveis de oxigénio no MAT caracteriza
uma hipoxia, na qual ocorre a expressao de fatores de transcricdo para satisfazer as
necessidades metabdlicas aumentadas do tumor (Liu et al., 2023). Vale ressaltar que
nenhum tumor cresce mais do que 2 mm?3 na auséncia da angiogénese, pois a falta
de oxigénio no centro do tumor resulta em apoptose e necrose celular (Yang e Cao,
2022)

Assim, a tensdo reduzida de oxigénio € um sinal chave para a inducdo da
angiogénese, que é o processo de formacao de novos vasos sanguineos, importante
para nutrir e oxigenar o tumor a fim de continuar a proliferacdo das células
cancerigenas. Um dos principais fatores angiogénicos regulados pela hip6xia, € o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fortemente relacionado a metastase
tumoral (Cao et al., 2009; Yang e Cao, 2022; Liu et al., 2023).

1.2 PAPEL DO VEGF NO CANCER

A familia de genes VEGF encontrada em mamiferos é composta por VEGF-
A (ou simplesmente VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e PIGF (Fator de
Crescimento Placentario). Por sua vez, a familia de receptores tirosina-quinase
VEGFR inclui VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. O VEGF-A é o principal ligante
envolvido na angiogénese, interagindo com os receptores VEGFR-1 e VEGFR-2.

Desses, o0 VEGFR-2 é o principal mediador desse processo, pois o VEGFR-1
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apresenta fraca atividade angiogénica. O VEGF-B se liga ao VEGFR-1,
desempenhando um papel na manutencdo dos vasos sanguineos. Enquanto isso,
VEGF-C e VEGF-D se ligam tanto ao VEGFR-2, sem relevancia significativa na
angiogénese, quanto ao VEGFR-3, com atuacao importante na linfangiogénese. O
PIGF, por sua vez, também interage com o VEGFR-1, contribuindo para a
angiogénese placentaria (Shibuya, 2011). Tendo visto isso, VEGF-A e VEGFR-2 séo
mediadores chaves no processo de angiogénese, que pode estar envolvido em um
processo fisioldégico ou patoldgico (Figura 1) (Bielenberg e Zetter, 2015). Assim,
VEGF-A e VEGFR-2 destacam-se como mediadores chave da angiogénese, seja em

processos fisiolégicos ou patologicos.
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Figura 1 - Processo fisioldgico e patoldgico da angiogénese. Células tumorais (Cel.
Tumorais) também expressam VEGF-A/VEGFR-2.
Fonte: Adaptado de Bielenberg e Zetter, 2015.

No caso de patologias como o cancer, a via de sinalizacdo mediada pela
ligacdo do VEGF ao VEGFR-2, induz a proliferagdo, migracdo, invasao e
angiogénese. O processo de angiogénese favorece o rapido crescimento e
proliferacdo celular desordenada das células cancerigenas (Bielenberg e Zetter,
2015). Esse processo pode levar a metastase, caracterizando um pior progndstico e
maior indice de mortalidade do paciente, constituindo a principal causa de morte para
mais de 90% dos pacientes com cancer (Ghalehbandi et al., 2023).

No microambiente tumoral, a ligacdo do VEGF ao VEGFR-2, ativa
moléculas como fosfolipase C-y (PLC-y), PI3K, Akt e MAPK. Estas moléculas sao

expressas no interior de células que expressam VEGFR-2 e promovem a
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sobrevivéncia, invasdo e migracdo das células tumorais. Além disso, o VEGF esta
fortemente relacionado com o processo de metastase, desempenhando um papel
crucial na sinalizacao de suas etapas. Ele facilita, por exemplo, o processo de invaséo
e intravasamento local, promovendo o afrouxamento das juncdes célula-célula, como
E-caderina. Além disso, o VEGF reduz a adesdo mediada pela caderina endotelial
vascular (VE-caderina), aumentando a permeabilidade dos vasos sanguineos.
Também interfere na funcao dos pericitos, o que facilita o intravasamento de células

cancerigenas em tecidos locais (Figura 2) (Roberts et al., 2013).
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Figura 2 - Fungbes do VEGF na progressao do cancer. Células tumorais multiplicam-se e
formam um tumor primario. A medida que este tumor cresce, favorece um ambiente hipdxico e a
expressdo de fatores angiogénicos que se ligam aos seus receptores especificos para continuar com
crescimento e proliferacdo celular, adquirindo um fenétipo invasivo. No processo de invasdo o VEGF
favorece o desprendimento de células tumorais do microambiente tumoral e favorece as células
tumorais na circulacdo contra tensdes da circulagdo sanguinea. Por fim, o VEGF auxilia no
extravasamento das células tumorais e colonizacdo em 6rgéo distante, ocorrendo metastase.
Fonte: Adaptado de Liu et al., 2013.

Na circulacdo, as ceélulas tumorais circulantes (CTC) possuem

componentes do MAT primario, como o VEGF, e podem circular em grupos ou
individualmente. As CTC agrupadas possuem maior probabilidade de formar
metastases, pois esses aglomerados interagem com plaquetas, que s&o as maiores

secretoras de VEGF na circulagéo. As plaquetas induzem a formacao de um escudo
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de revestimento em torno das células cancerigenas, que evita o reconhecimento pelo
sistema imunoldgico, além de fornecer a estrutura necessaria para suportar as
tensdes fisicas da circulacdo, facilitando o escape das CTC e consequentemente a
formacao de metéstases (Roberts et al., 2013).

Na fase de extravasamento, 0 processo é semelhante a migracdo de
leucdcitos em processos fisioldégicos, com forte participacdo do VEGF e colonizagéo
em 6rgaos. O mecanismo pela qual o VEGF participa esta relacionado a expressao
de moléculas de adesdo, como as integrinas, e afrouxamento da barreira endotelial
vascular, para assim o tumor chegar ao tecido alvo e coloniza-lo, sendo que na etapa
de colonizacdo também existe a expressdo de VEGF, a fim de formar novos vasos
sanguineos para nutricdo e oxigenacdo do tumor (Figura 2) (Roberts et al., 2013;
Fares et al., 2020; Yang e Cao, 2022).

Além das funcdes mencionadas, alguns estudos destacam as atividades
intacrinas do VEGF no cancer, ou seja, aquelas relacionadas a sua expressao
intracelular. Bhattacharya et al. (2017) mencionou em seu estudo que o VEGF
intrdcrino regula positivamente pFAK, uma proteina fundamental para a migracao e
sobrevivéncia celular.

Adicionalmente, o VEGF € o fator angiogénico de maior predominancia em
cancer colorretal (CCR), sendo associado a um pior progndstico e baixa sobrevida.
Os niveis séricos elevados desse fator correlacionam-se diretamente com o estagio
do tumor, apresentando niveis significativamente maiores em estagios mais
avancados em comparacdo com os iniciais, favorecendo a formacao de metastases
(Fares et al., 2020).

Niveis pré-operatorios mais elevados de VEGF estdo ainda associados a
recorréncia de CCR ap0s a terapia, sendo que em casos de o tumor estar localmente
avancado ou metastatico, € improvavel que a resseccao cirdrgica seja curativa.
Infelizmente, quando o CCR esta em fase metastatico, a taxa de sobrevida em cinco
anos da doenca é inferior a 5% (Cao et al., 2009; Bendardaf et al., 2017; Abdulla et
al., 2021; Dakowicz et al., 2022).

1.3 TERAPIAS ANTIANGIOGENICAS
O tratamento do cancer baseia-se principalmente em cirurgias, radioterapia
e quimioterapia. No entanto, essas terapias possuem limitacbes como a cirurgia que

pode ser restrita em tumores muito grandes, a quimioterapia e a radioterapia podem
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causar efeitos colaterais significativos, afetando a qualidade de vida do paciente
(INCA, 2023).

Uma alternativa de tratamento oncoldgico é a imunoterapia, que utiliza
medicamentos com o objetivo de ativar o préprio sistema imunoldgico do paciente de
combater o cancer, como 0s anticorpos monoclonais, que sao imunoglobulinas
altamente especificas para a ligacao e atuacao sobre determinadas moléculas, como
moléculas que promovem a angiogénese (Yang e Cao, 2022).

Existem terapias antiangiogénicas clinicamente aprovadas pela Food and
Drug Administration (FDA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para
o tratamento do cancer colorretal metastatico, como Erbitux® (Cetuximabe), Cimaher
(Nimotuzumabe), VECTIBIX (Panitumumabe) que possuem o mecanismo de acao de
bloguear o Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), impedindo a
ligacdo do Fator de Crescimento Epidérmico (EGF), o que resulta em inibicdo do
crescimento celular e diminuicdo da expressao de VEGF (Yang e Cao, 2022;
Karpinska et al., 2023).

Outro medicamento antiangiogénico € o Avastin® (Bevacizumabe), que se
liga ao VEGF e impede a sua ligacdo com seus receptores VEGFR-1 e VEGFR-2,
dimiuindo a angiogénese tumoral (Figura 3), sendo estes 0s principais mediadores da

angiogénese (Yang e Cao, 2022; Karpinska et al., 2023).
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Figura 3 — Mecanismo de acdo do Bevacizumabe. O VEGF possui atividade angiogénica,
ligando-se ao VEGFR-2. A acdo do bevacizumabe consiste em ligar-se ao VEGF e impedir sua ligagéo
ao VEGFR-2, inibindo a angiogénese.

Fonte: Adaptado de Karpinska et al., 2023.

O Avastin® (Bevacizumabe) é conhecido por ser o primeiro anticorpo
monoclonal antiangiogénico que se liga ao VEGF (Ceci et al., 2020; Garcia et al., 2020;
Karpinska et al., 2023) Esse anticorpo monoclonal é prescrito para uma série de
tumores, especialmente como primeira linha do tratamento do céancer colorretal
metastatico ndo ressecavel (estagio 1V) associado a um regime quimioterapico (Liu et
al., 2023).

Embora seja um tratamento de primeira linha, o acesso a este
medicamento enfrenta barreiras financeiras, podendo variar de acordo com o pais e o
sistema de saude. Por exemplo, o0 acesso pode ser limitado devido a acessibilidade
em areas onde as despesas custeadas pelo proprio paciente sao relevantes,
principalmente em paises emergentes como Brasil, México e Turquia. Em regibes
onde os cuidados de saude sédo baseados em seguros, 0 acesso ao Bevacizumabe
pode ser limitado pela cobertura do plano e pelo alto custo do tratamento. No Brasil,
o Sistema Unico de Saude (SUS) deve fornecer o medicamento quando o paciente
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nao possui plano de saude ou tampouco condicBes financeiras de custear o
tratamento. Para isso, 0 paciente precisa entrar com uma acao judicial, solicitando
uma liminar, o que pode causar atrasos ao inicio do tratamento e permitir a progressao
da doenca, comprometendo a qualidade de vida dos pacientes e aumentando os
riscos de 6bito (Monk et al., 2017).

Além das limitacdes financeiras, os anticorpos monoclonais ndo possuem
uma boa estabilidade, exigindo temperaturas especificas de armazenamento (2°C -
8°), e podem apresentar efeitos colaterais como hipertensdo, cansaco, fraqueza e
problemas gastrointestinais (Minhajat et al., 2023).

Diante destes desafios, € imprescindivel o desenvolvimento de novas
terapias que mimetizem as funcdes do bevacizumabe, a fim de tornar a terapia mais
acessivel aos pacientes, com menores custos financeiros, o que pode melhorar a
adesao ao tratamento e possivelmente, permitir um controle mais rapido da doenca
(Rosen et al., 2017).

1.4 BIOINFORMATICA E DESENVOLVIMENTO DE NOVAS MOLECULAS

A bioinformética estrutural € uma area de pesquisa com carater
multidisciplinar, que aplica ferramentas computacionais para analisar, compreender
visualizar e armazenar informacg@es associadas a macromoléculas biolégicas e possui
como foco o desenvolvimento e a aplicacdo de técnicas em computacdo. Algumas
pesquisas sdo realizadas utilizando-se o alinhamento de sequéncias, desenho de
farmacos, interacdo proteina-proteina, busca de genes, predicdo de estruturas das
proteinas, montagem de genoma entre outros (Luscombe et al., 2001).

E um campo interdisciplinar que abrange a ciéncia da computacio,
matematica, fisica e biologia, essencial para biologia e medicina moderna, que estuda
por exemplo as interacfes entre anticorpos e antigenos, proteinas e receptores, além
de predizer e modelar peptideos que mimetizem funcgdes de interesse. Essas
interacdes moleculares sdo observadas através de softwares, onde é possivel
determinar a interacdo entre proteinas de interesse, para entéo obter a sequéncia de
aminoacidos (peptideo) referente a essa interacdo e, posteriormente, fazer a sintese
quimica de peptideos (Bayat, 2002; Machado-de-Avila, 2014). A busca por estes
peptideos possui um carater econdmico, ja que os estes sdo mais faceis de serem

conservados e sua sintese é de menor custo, simples e facil de ser monitorada quanto
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a qualidade. Além disso, sdo quimicamente mais estaveis, menores e mais flexiveis
gue uma proteina, e ndo sdo potencialmente infecciosos ou toxicos (Steiner, 2019).

Neste contexto, o desenvolvimento de um peptideo antiangiogénico que
mimetize os efeitos do bevacizumabe surge como uma alternativa promissora no
tratamento do cancer, especialmente o cancer colorretal. Embora o bevacizumabe
seja um tratamento de primeira linha, ele € de dificil acesso, apresenta um custo
elevado, baixa estabilidade e efeitos colaterais (Monk et al., 2017; Minhajat et al.,
2023). Portanto, a criagdo de um peptideo antiangiogénico capaz de se ligar ao VEGF,
possibilitaria ndo apenas uma terapia com baixos custos e maior acessibilidade, mas
também a diminuicdo dos efeitos adversos e uma maior estabilidade, melhorando a
qualidade de vida e a taxa de sobrevida dos pacientes.

Assim, o objetivo deste trabalho foi predizer in silico um peptideo
antiangiogénico para o tratamento do cancer colorretal, seguido de andlises in vitro

sobre a citotoxicidade do mesmao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Predizer in silico um peptideo antiangiogénico e avaliar a sua citotoxicidade

in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Encontrar a estrutura tridimensional da interacdo da molécula
Bevacizumabe e VEGF no Protein Data Bank (PDB);

¢ Identificar os aminoacidos da molécula do Bevacizumabe que possuem
interacdo com o VEGF, através do Swiss PDB Viewer;

e Predizer a sequéncia do peptideo a partir dos aminoacidos selecionados;

e Obter o peptideo predito, através da sintese quimica de peptideos, pelo
método Fmoc-Sinteses;

e Avaliar a citotoxicidade do peptideo produzido em linhagem celular
imortalizada de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2), pelo teste de
MTT,

e Avaliar a citotoxicidade do peptideo produzido em linhagem celular

imortalizada de fibroblastos murinos (NIH3T3), pelo teste de MTT.
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3. MATERIAIS E METODOS

A primeira etapa do presente estudo foi constituida pela predicéo in silico
do peptideo mimetizando do bevacizumabe. Apéds a finalizacdo da predicdo do
peptideo, ele foi sintetizado quimicamente de acordo com o protocolo da sintese
quimica de peptideos pelo método Fmoc-Sinteses e foi liofilizado, para posterior
analise in vitro. Na segunda etapa do projeto, foi realizado o ensaio de viabilidade
celular para avaliar a citotoxicidade do peptideo, utilizando as linhagens celulares
imortalizadas de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2) e de fibroblastos

murinos (NIH3T3). As etapas serdo descritas a seguir:

3.1 ETAPA DE PREDIC}AO

Para iniciar a predicdo do peptideo, foi necessario localizar no banco de
dados PDB (Zhang et al., 2008) a estrutura tridimensional da interacdo entre a
molécula de Bevacizumabe e VEGF. O programa de visualizagcao de proteinas, Swiss
PDB Viewer (Guex e Peitsch, 1997), foi utilizado para estudar a interagdo entre a
proteina Bevacizumabe e VEGF.
Os aminoacidos da molécula do Bevacizumabe que estavam interagindo com VEGF
foram selecionados e destacados na molécula do Bevacizumabe. A selecdo dos
aminoéacidos ocorreu de apenas de forma visual, analisando a estrutura das duas
moléculas e baseando-se em um estudo sobre a interacao das duas moléculas (Muller
et al.,, 1998). Além disso, foram adicionados amino&cidos ligantes, os quais séo
importantes para manter a estrutura conformacional do peptideo, mas nao interagem
diretamente com a molécula de interesse (De-Pieri et al., 2024).
A partir disso, foi definida a sequéncia de aminoacidos do peptideo proposto, com
base na distancia espacial entre os residuos. Apés definicdo do peptideo, foi realizada
a caracterizacao fisico-quimica do peptideo através dos programas Protparam e
PepCalc (De-Pieri et al., 2024).

3.2 SINTESE QUIMICA DO PEPTIDEO

A sintese do peptideo foi realizada manualmente utilizando aminoacidos
especificos para sintese in vitro, a partir do protocolo Fmoc-Sinteses (Merrifield, 1965;
Scussel et al., 2022). O protocolo Fmoc-Sinteses consiste em fixar 0 aminoacido C-
terminal do peptideo sobre um suporte solido insolivel e depois alongar a cadeia

peptidica com a adicédo de sucessivos residuos da porcdo C-terminal para N-terminal.
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Esses aminoacidos possuem um grupamento amina protegido pelo grupamento
fluorenil-metil-oxicarbonila (Fmoc) e sua cadeia lateral também é protegida para evitar
possiveis reacdes indesejadas.

A sintese foi realizada em uma seringa de 6 mL com um filtro de polietileno
hidrofébico, contendo o suporte solido (resina rink) e se inicia com a adicdo de
dimetilformamida (DMF) por 30 minutos. Em seguida, foi adicionada a 4-
metilpiperidina 25% em DMF em dois ciclos de desprotecéo, incubando a solugcéo na
seringa por 5 e 15 min para remover o grupo Fmoc da resina, e entdao foram realizadas
trés lavagens com DMF e uma com diclorometano (DCM). Para verificar o resultado,
foi realizado o teste de azul de bromofenol, para isso € retirado alguns graos de resina
da seringa e adicionado azul de bromofenol 0,1% em DMF, que confirma a
desprotecao do aminoécido, representado pela mudanca para cor azul dos graos de
peptideo-resina. O primeiro residuo de aminoécido, da por¢cdo C-terminal, € ancorado
por meio de seu grupo acido carboxilico na resina rink. O grupo Fmoc € removido por
4-metilpiperidina 25% em DMF em dois ciclos de desprotecéo, incubando a solucdo
na seringa por 5 e 15 min. Apés essa etapa de desprotecao, foram feitas trés lavagens
com DMF e uma lavagem com DCM. O acoplamento do primeiro aminodacido a resina
foi realizado por ativacdo do grupo carboxilico, com os reagentes de acoplamento, N,
N-diisopropilcarbodiimida (DIC) e etil 2-ciano-2-(hidroxiimino)acetato (Oxyma), que
foram utilizados para diluir o aminoacido e entdo essa solucéo foi colocada na seringa
por trinta minutos.

Em seguida, foram realizadas quatro lavagens com metanol e DMF de
forma intercalada, e por fim uma dltima lavagem com DCM. Entre todos os ciclos de
desprotecao e acoplamento, uma etapa de controle colorimétrico de desprotecéo e
acoplamento foi realizada usando azul de bromofenol 0,1% em DMF. Quando o
terminal N € desprotegido, a cor do peptideo-resina € azul e, quando protegido, é
amarela. Os ciclos de desprotecdo e acoplamento foram realizados até que toda a
cadeia peptidica fosse sintetizada por sucessivas ligacdes peptidicas, que acoplam
os residuos de aminoacidos da regido C-terminal em direcdo a regiao N-terminal.
Apds o ultimo aminoé&cido ser acoplado, foi realizado o ultimo ciclo de desprotecao,
dando fim aos ciclos de acoplagem dos aminoacidos. Apdés o ultimo ciclo de
desprotecdo, cada peptideo foi removido da resina, por uma etapa chamada de
clivagem. Na qual, acontece a eliminacdo dos grupamentos protetores da cadeia

lateral e a clivagem da cadeia peptidica da resina, ou seja, separando a cadeia
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peptidica do suporte solido. Para isso, cada peptideo foi incubado por trés horas com
uma solucdo de clivagem contendo 2,5% de trietilsilano (TES), 2,5 % de agua
destilada, 2,5% de 1,2-etanoditiol e 92,5% de acido trifluoracético (TFA). Apos esse
periodo, a solucao de clivagem foi filtrada e recolhida em um tubo tipo Falcon.

Por fim, foram adicionados 15 mL de éter etilico gelado (4°C), para ocorrer
a precipitacdo do peptideo, entdo essa solucdo foi congelada overnight (-20°C). No
dia seguinte, foi realizada a centrifugacdo dessa solugédo por 10 minutos a 4°C a
10.000 rpm, apés o processo foi descartado o sobrenadante. Em seguida, foi
adicionado novamente éter etilico gelado no peptideo (o precipitado) e outro ciclo de
centrifugacdo nas mesmas condi¢des foi realizado. O sobrenadante foi descartado,
permanecendo somente o precipitado, ou seja, o peptideo sintetizado. O peptideo
sintetizado foi liofilizado, passando pelas etapas, de congelamento em nitrogénio e
liofilizacdo em uma pressao de 80 mmHg com o condensador mantido a -100 °C até

completa liofilizacdo. O peptideo sintetizado foi nomeado BVZ.

3.3 PREPARO DO PEPTIDEO PARA ENSAIOS IN VITRO

Para a utilizacdo do peptideo liofilizado nos ensaios em cultura celular, foi
necessario realizar a sua diluicdo. Para isso, foi pesado 1 mg do peptideo, diluido em
50 pyL de dimetilsulfoxido (DMSO) e em 950 pL de Meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), estabelecendo uma concentracdo final de 1 mg/mL, para as
solucdes estoque do peptideo. A partir da concentracdo de 1 mg/mL, foi realizado
diluicdes com o meio DMEM a fim de estabelecer as concentracdes do tratamento
com o peptideo, sendo de: 160, 320, 500 e 820 pug/mL. Além das quatro concentracdes

do tratamento com o peptideo,

3.4 CULTURA CELULAR

Para os ensaios de cultura celular, foram utilizadas células imortalizadas
de cancer de colorretal (Caco-2). Essa linhagem de células cancerigenas foi utilizada
por apresentar uma alta expresséo de VEGF e por ser o segundo tipo de cancer mais
comum entre homens e mulheres com uma baixa taxa de sobrevida (Sarkar et al.,
2020; INCA, 2023). Além da Caco-2, foram utilizadas células saudaveis imortalizadas
de fibroblastos murinos (NIH3T3) como controle.

As células imortalizadas Caco-2 e NIH3T3 foram cultivadas em garrafas de

plastico de 25 cm2, com meio DMEM suplementado com 1% de antibiético penicilina
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e estreptomicina (10 U.L/mL) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (DMEM completo).
Para o crescimento e adesédo celular, elas foram mantidas em uma incubadora
umidificada, com atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C. As trocas de meio foram realizadas
em dias alternados, podendo haver adaptacdes, até se obter uma confluéncia de
células suficiente, em torno de 80%, para o desenvolvimento dos experimentos in
vitro. Ao obter a confluéncia necessaria, as células foram tripsinizadas, para isso é
retirado o DMEM completo da garrafa e adicionado 4 mL de tripsina durante 5 min, ou
até as células ficarem em suspensao, desaderindo do fundo da garrafa. Entdo, foi
adicionado 4 mL de DMEM completo com o intuito de neutralizar a tripsina. Em
seguida, foi realizada a contagem do namero total de células, na camara Neubauer.

Posteriormente a contagem, foi realizada a diluicdo dessas células em meio
DMEM completo na concentracdo desejada. Entdo, as células foram plagueadas em
placas esterilizadas de 96 pocos, nas quais foram adicionados 100 pL/poco, para
obter a concentracdo final de 1x10* células/poc¢o. Apds, as células foram incubadas
por 24 horas em uma incubadora umidificada, com atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C
a fim de proporcionar a aderéncia das células na superficie da placa, para entdo
realizar os ensaios celulares.

Decorrido o periodo de aderéncia das células Caco-2 e NIH3T3, elas foram
tratadas com o peptideo predito nas seguintes concentracdes: 160, 320, 500 e 820
ug/mL, além do grupo controle, no qual as células sdo expostas apenas ao meio
DMEM completo, ou seja, com 1% de antibiético penicilina e estreptomicina (10
U.L/mL) e 10% de soro fetal bovino (SFB). N&o foi realizado um grupo controle com
DMEM + DMSO, pois em um estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa,
células NIH3T3 e Caco-2 expostas a uma concentracdo de 5% de DMSO em DMEM,
ndo tiveram a viabilidade celular diminuida.

Apos a adicdo dos tratamentos a placa foi incubada por 24, 48 e 72 horas
em uma incubadora umidificada com atmosfera de 5% de CO:2 a 37 °C, e
posteriormente foi realizado o ensaio de MTT. As concentracdes foram testadas em
triplicata para cada ensaio, sendo que o ensaio foi repetido em trés dias diferentes

para garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

3.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR — MTT
Esse método consiste em avaliar a viabilidade celular, pela reducdo do

brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT), que em sua forma



28

oxidada €é soluvel em agua e possui uma coloracédo amarela. Ao ser reduzido, o MTT
forma cristais de formazan, um sal de coloracdo roxa e insolivel em agua. Essa
reacdo de reducdo ocorre nas mitocbndrias das células, fazendo com que a
viabilidade celular seja diretamente proporcional & producéo dos cristais de formazan
(Mosmann, 1983). Apoés a incubacédo das células com os tratamentos especificos por
24, 48 e 72 horas, foi preparada uma solucao de 0,5 mg/mL de MTT diluido em PBS.
Os tratamentos foram retirados dos pogos e adicionado 100 pyL/poco da solucdo de
MTT, sendo incubado por 3 horas (5 % de CO2 a 37 °C) para permitir a formacao dos
cristais de formazan. Apés o periodo de incubacao, foi retirada a solucdo de MTT de
todos os pogos e adicionado 100 uL/poco de alcool isopropilico, a fim de solubilizar
os cristais de formazan.

Por fim, a placa foi analisada em um leitor de placas por absorbancia, no
comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade celular foi determinada, através da
comparacdo dos resultados das absorbancias dos grupos testes, com as
absorbancias do grupo controle, ou seja, 0 grupo que possui apenas células viaveis,
expostas apenas ao meio DMEM completo.

Apoés os resultados da absorbancia, foram realizados os calculos, para
obter a porcentagem de células viaveis em cada grupo, para que dessa forma fosse
avaliada a toxicidade do peptideo sintético, no qual foram apresentados em
porcentagem de viabilidade celular, onde o grupo controle é considerado como 100%

de células vivas.

3.6 PROCEDIMENTO PARA ANALISE DE DADOS

As andlises estatisticas de viabilidade celular foram realizadas por meio da
andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett como post
hoc. Os dados foram expressos como média + desvio padrao, considerando os valores
de p = 0,05 como significativos. Para a construcdo deste estudo, foi utilizado o

software GraphPad Prism, versao 8.0.1.
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4 RESULTADOS

4.1 PREDIC}AO DO PEPTIDEO POR BIOINFORMATICA

Através de ferramentas de bioinformética, foi realizada a predicdo do
peptideo de interesse. Para isso, foi realizada uma busca no banco de dados PDB, a
fim de localizar a estrutura tridimensional cristalografada por difracdo de raio-X, da
interacdo entre o medicamento Bevacizumabe e a molécula do VEGF.

Através dessa busca, foi encontrada uma estrutura cristalografada do
complexo Bevacizumabe/VEGF, representando a estrutura da ligagcdo entre a
molécula do anticorpo monoclonal Bevacizumabe e a proteina VEGF. Essa estrutura
esta disponivel no PDB, com o codigo PDB: 1BJ1, com uma resolucéo de 2.40 A.
Apos a escolha da estrutura tridimensional, foi realizado o download do arquivo da
estrutura, no formato PDB. Em seguida, o arquivo PDB foi aberto no software Swiss
PDB Viewer, um programa de visualizacao de proteinas, no qual foi possivel visualizar
detalhadamente a estrutura  tridimensional do complexo proteico
Bevacizumabe/VEGF (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura tridimensional do complexo Bevacizumabe/VEGF

Estrutura cristalografada obtida no PDB com cédigo PDB:1BJ1 e visualizada no Swiss PDB Viewer. A
molécula Bevacizumabe esta representada pela cor azul e a molécula de VEGF esta representada
pela cor amarela.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A partir da visualizagdo da estrutura 1BJ1 no Swiss PDB Viewer, foi
possivel verificar os aminoacidos de forma individual, observando e analisando quais
eram 0s aminoacidos chaves para a interagdo com o VEGF. Alguns aminoacidos

selecionados, sdo aminoacidos cuja sua exclusdo diminui a ligagdo com o VEGF cerca
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de 150 vezes (Muller et al.,, 1998). No entanto, outros aminoacidos-chaves da
molécula de interesse (Bevacizumabe) foram selecionados para a predicdo, pois ha
viazualizacdo no Swiss PDB Viewer, os aminodcidos interagem e fazem ligacdo com
o VEGF, sendo estes os aminoacidos mais acessiveis e externos da molécula do
Bevacizumabe. Apés a selecdo dos aminoacidos-chaves, foi predito um peptideo
baseado na interacdo entre a molécula do Bevacizumabe e o VEGF. Este, € um
peptideo conformacional e sua sequéncia foi definida pela ordem dos aminoéacidos,
baseando-se na proximidade dos aminoacidos um com o outro, dando énfase para a
linearidade dos aminoacidos na molécula. Além disso, foram adicionados aminoacidos
ligantes, os quais sdo importantes para manter a estrutura conformacional do
peptideo, mas nédo interagem diretamente com a molécula de interesse (De-Pieri et
al., 2024). Como citado, o peptideo foi predito com base nos aminoacidos da molécula
Bevacizumabe, que fazem interacdo ou ligagdo com o0s aminoacidos presentes no
VEGF.

Assim, obteve-se a predicdo do peptideo nomeado BVZ, que recebeu este
nome por mimetizar seu anticorpo monoclonal de origem, o Bevacizumabe. Este
peptideo apresenta uma sequéncia de 28 aminoacidos, com a seguinte sequéncia:
Ser 105 - Gly 104 - Tyr 103 — Tyr 102 — His 101 — Pro 100 — Tyr 99 — Lys 98 — Glu 1
-Val 2 — Ser 25 - Gly 26 — Tyr 27 — Thr 28 — Phe 29 — Thr 30 — Asn 31 — Tyr 32 — Gly
33 — Met 34; Asn 35 — Trp 50 — Asn 52 — Thr 53 — Tyr 54 — Thr 55 — Gly 56 — Glu 57
(SGYYHPYKEVSGYTFTNYGMNWNTYTGE) (Figura 5).

Figura 5— Localizagdo do peptideo BVZ na molécula de Bevacizumabe. Demonstragéo
da estrutura tridimensional da molécula Bavacizumbe com suas fitas, dobramentos e sua superficie
espacial. Em ambas as imagens os aminoacidos que foram selecionados para o peptideo BVZ estao
representados pela cor vermelha. Alguns aminoacidos que fazem parte da sequéncia do peptideo
nao constam na figura, pois estes aminoacidos estdo de forma mais interna na molécula. A figura
representa apenas a parte frontal do peptideo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Através de outras ferramentas de bioinformética foram determinadas
apenas as informac0des fisico-quimicas sobre o peptideo predito. Para isso, foram
utilizados os programas PepCalc e Expasy, para obter informacbes acerca da
solubilidade, massa isotrépica, ponto isoelétrico, residuos polares e residuos
hidrofébicos (Tabela 1). Essas informacdes sdo fornecidas pelos sites com base na

sequéncia de aminoacidos dos peptideos.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas do peptideo.

Parametros BVvZ
Residuos Totais 28
Solubilidade em agua Pouca
Massa Isotropica 3330,54 Da
Ponto Isoelétrico 5,38
Residuos Hidrofilicos 8
Residuos Hidrofobicos 15

Tabela elaborada pela autora, 2024.

4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR — MTT

Para o teste de MTT, células NIH3T3 e Caco-2 foram expostas aos
tratamentos com o peptideo BVZ, nas concentra¢des de: 160, 320, 500 e 820 pug/mL
no periodo de 24 horas, 48 horas e 72 horas. O grupo controle de ambas as células,
sdo células NIH3T3 ou Caco-2 que ndo receberam nenhum tipo de tratamento, foram
expostas somente ao meio DMEM, ou seja, com 1% de antibiético penicilina e
estreptomicina (10 U.L/mL) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Figura 6).
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Figura 6- Citotoxicidade in vitro do peptideo BVZ no periodo de 24, 48 e 72 horas.
Citotoxicidade in vitro do peptideo BVZ nas concentracfes de 160, 320, 500 e 820 pug/mL em células
saudaveis de fibroblastos (NIH3T3) (A1, B1 e C1) e cancer colorretal (Caco-2) (A2, B2, C2), no periodo
de 24 horas (Al e A2), 48 horas (B1 e B2) e 72 horas (C1 e C2). Dados expressos como média + desvio
padréo; diferencas significativas na viabilidade celular sdo mostradas *(p< 0,05); **(p< 0,005); ***(p<
0,0005); ****(p< 0,0001) quando comparados ao controle (One-Way ANOVA, seguida pelo teste de
Dunnett como post hoc).

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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No periodo de 24 horas, as células NIH3T3 (Al), apresentaram uma
diminuicao significativa no percentual de viabilidade celular na concentracdo de 820
pug/mL (61%), quando comparadas ao controle (100%). Em células Caco-2 (A2), as
concentracbes de 320, 500 e 820 pg/mL, foram capazes de reduzir a viabilidade
celular de forma significativa para 77%, 64% e 33% respectivamente, também em
comparacao ao controle.

No periodo de 48 horas as células NIH3T3 (B1l), apresentaram uma
diminuicdo significativa no percentual de viabilidade celular na concentragéo de 820
pug/mL (41%), quando comparadas ao controle, apresentando citotoxicidade. Em
células Caco-2 (B2), as concentracdes de 320, 500 e 820 pg/mL reduziram a
viabilidade celular de forma significativa para 76%, 52% e 18% respectivamente,
comparadas ao controle. No entanto, apenas as concentragdes de 500 e 820 ug/mL,
foram consideradas citotoxicas.

No periodo de 72 horas as células NIH3T3 (Cl), apresentaram uma
diminuicdo significativa no percentual de viabilidade celular na concentragéo de 820
pug/mL (31%), quando comparadas ao controle, também apresentando citotoxicidade.
Em células Caco-2 (C2), as concentracdes de 160, 320, 500 e 820 pug/mL reduziram
a viabilidade celular de forma significativa para 81%, 63%, 34% e 8% respectivamente,
comparadas ao controle. Porém, a Unica concentracdo que nao foi capaz de causar
citotoxicidade em células Caco-2, foi a concentracdo de 160 ug/mL. Todas as demais
concentracbes foram citotoxicas, causando uma diminuicdo do percentual de
viabilidade celular inferior a 70%. De acordo com a ISO 10993-5:2009, para uma
substancia em estudo ser considerada citotoxica, o percentual de viabilidade celular

precisa ser menor que 70%.
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5. DISCUSSAO

O cancer é um conjunto de doencas que representa um problema de saude
publica mundial, que em geral, caracteriza-se por um crescimento celular rapido,
desordenado e incontrolavel, muitas vezes acompanhado por uma agressividade
significativa, podendo invadir tecidos adjacentes e levar a formacao de metastase, que
€ a disseminacado e colonizacdo dessas células em um 6rgéo distante (Opas, 2020;
INCA, 2023).

A medida que as células tumorais se proliferam e crescem, o fornecimento
de nutrientes e oxigénio ao tumor € viabilizado pela formacdo de novos vasos
sanguineos, um processo denominado angiogénese. Os principais mediadores deste
processo sao o VEGF e seu receptor VEGFR-2. O VEGF € um fator de crescimento
angiogénico que desempenha um papel crucial no cancer, promovendo a proliferacéo
de células cancerigenas e favorecendo os processos de invasao e intravasamento
local na metéastase, e € um fator angiogénico de grande predominancia nos canceres
colorretal, favorecendo a formacédo de metastases (Roberts et al., 2013; Fares et al.,
2020; Yang e Cao, 2022).

Atualmente existem terapias antiangiogénicas aprovadas pela FDA e
ANVISA, como por exemplo o bevacizumabe. Conhecido por nome comercial
AVASTIN®, é um exemplo de anticorpo monoclonal que atua sobre o VEGF, com o
objetivo de bloquear a sua ligacdo com o VEGFR-2 impedindo a angiogénese,
consequentemente melhorando o progndstico de pacientes com cancer. No entanto,
apresenta limitacdes de alto custo, dificil acesso e baixa estabilidade, fazendo
necessario alternativas de tratamento (Monk et al., 2017).

As aplicacdes terapéuticas de peptideos representam um campo de
pesquisa de interesse crescente. Rossino et al. (2023) mencionou peptideos como
agentes terapéuticos ja utilizados na clinica, com atividades antimicrobianas, antivirais
e antineoplasicas. Trés exemplos de farmacos peptidicos aprovados para uso clinico
sdo: Zoladex® (Gosserrelina) utilizado para tratar cancer de mama e prostata,
Firmagon® (Degarelix) e Plenax® (Abarelix), ambos utilizados para tratar cancer de
préostata. Estes farmacos possuem caracteristica de boa estabilidade, importante na
busca de alternativas farmacoldgicas, pois ndo necessitam de uma temperatura
controlada (Wang et al., 2022).

Visto as limita¢des do anticorpo monoclonal Bevacizumabe e aplicagfes de

farmacos peptidicos na oncologia, com o intuito de oferecer alternativas
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economicamente mais viaveis, estaveis e eficazes para o tratamento para o cancer,
foi desenvolvido um peptideo antiangiogénico que possua os efeitos semelhantes ao
do Bevacizumabe, com o objetivo de tornar a terapia antiangiogénica mais acessivel,
possivelmente substituindo o uso do anticorpo monoclonal em questéo.

O peptideo foi entdo predito baseado nos aminoacidos da proteina
Bevacizumabe, que fazem interacdo ou ligagdo com os aminoacidos presentes no
VEGF. Dessa forma, a escolha dos aminoacidos para compor a sequéncia de cada
peptideo predito foi baseado através de alguns critérios, como: a aproximacgao
espacial entre esses residuos; o tamanho final do peptideo e dados da literatura que
comprovem a ligacdo dos residuos. Assim, para iniciar a predicdo dos peptideos foi
selecionado um modelo de estrutura cristalografada da interagdo entre
Bevacizumabe/VEGF, que apresentava melhor resolucdo, entre as disponiveis no
PDB. Segundo Santoyo (2012), estruturas que apresentam menores valores de
angstrom (mais perto de zero), possuem uma melhor resolucdo. Neste caso, a
estrutura escolhida para ser utilizada como base para a predicdo do peptideo, esta
disponivel no PDB com o seguinte cédigo: 1BJ1 (Muller et al., 1998), com resolucdo
de 2.40 A.

No estudo realizado por Muller e colaboradores (1998), foi apresentada a
estrutura cristalina do anticorpo monoclonal humanizado Bevcizumabe, ligado ao
VEGF. Os autores induziram mutacdes com alanina em residuos criticos do
Bevacizumabe que se ligavam ao VEGF. Foi observado que ao modificar os
aminoéacidos Asn 31, Tyr 32, Trp 50, Asn 52 do anticorpo monoclonal, a sua ligacéo
com VEGF diminui em cerca de 150 vezes, de forma isolada para cada aminoacido.
Os aminoéacidos Thr 30, Asn 31, Tyr 32, Gly 33, quando substituidos por alanina
reduzem a interacdo com VEGF de 70-110 vezes. Outros aminoacidos que
apresentam importantes interacdes sdo Tyr 99, Tyr 27, Phe 29, Met 34, Asn 35, que
guando subtituidos por alanina, reduzem cerca de 5 — 70 vezes a interacdo do
anticorpo monoclonal com o VEGF (Muller et al., 1998). A reducao da interacdo dos
aminoacidos do Bevacizumabe com o VEGF, ocorre de forma isolada para cada
aminoacido.

Todos os aminoacidos citados acima, estdo presentes no peptideo BVZ,
desenvolvido neste presente trabalho e, além destes aminoacidos foram verificadas
outras intera¢cdes entre os aminoacidos do anticorpo Bevacizumabe e aminoacidos do
VEGF, através do Swiss PDB Viewer e sao: Ser 105 — Gly 104 - Tyr 103 — Tyr 102 —
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His 101 — Pro 100 — Lys 98 — Glu 1 lig - Val 2 lig — Ser 25 — Gly 26 — Thr 28 — Asn 35
— Thr 53 — Tyr 54 — Thr 55 — Gly 56 — Glu 57. Glu 1 e Val 2 sdo aminoacidos ligantes,
importantes para manter a integridade do peptideo (Machado-de-Avila et al., 2014).

Além disso, em nosso estudo foi realizado o teste de MTT, que € utilizado
para avaliar a citotoxicidade celular. Este teste pode ser associado a proliferacédo
celular, visto que o reagente é reduzido em mitocéndrias de células vivas formando
cristais de formazan. Adan et al. (2016) e Zhao et al. (2018) propuseram que a reducéo
da formacao dos cristais de formazan, pode ser associado a reducéo da proliferacao
celular.

No estudo in vitro realizado por Zhao et al. (2018) células de cancer
colorretal humano HT-29 expostas ao tratamento com bevacizumabe apresentaram
diminuicdo na viabilidade celular, que foi associada a reducao da proliferacao celular,
a partir da concentracdo de 5 mg/mL no periodo de 36 horas. Ademais, Miranda-
Goncalves et al. (2017) avaliaram em seu estudo in vitro a expresséao e de VEGF em
linhagens celulares de glioblastoma, cancer colorretal e cancer pulmonar. Os autores
observaram que ambas as linhagens expressam VEGF. Apés, foi analisada a
citotoxicidade do bevacizumabe nas mesmas linhagens em um periodo de 72 horas,
em diferentes concentragées. No estudo em questdo, a concentracdo que mostrou
toxicidade em todas as linhagens foi de 1,5 mg/mL. Além disso, o estudo mostrou que
Bevacizumabe é internalizado nas células ligando-se ao VEGF intacrino, ou seja,
qgquando ainda nao foi secretado, e apresentou reducdo na viabilidade celular,
mostrando-se toxico, podendo estar relacionado também a diminuicdo da proliferacéao
celular, visto que o VEGF esta ligado a proliferacéo, crescimento e migracao celular.

Ambos os resultados citados acima diferenciam-se dos resultados do
presente estudo, pois uma viabilidade celular inferior a 70% s6 foi observada em um
periodo maior de exposicdo com maiores doses do medicamento. Vale ressaltar que
de acordo com a ISO 10993-5:2009, para uma substancia em estudo ser considerada
citotoxica, o percentual de viabilidade celular precisa ser menor que 70%.

Em nosso estudo, ha uma viabilidade celular inferior a 70% no periodo de 24 horas e
48 horas a partir da concentracdo de 500 ug/mL e, em 72 horas a partir da
concentragao de 320 ug/mL. Especula-se que os resultados com o peptideo BVZ em
menores concentracdes tenham sido mais promissores comparados aos resultados

anteriores, por ser uma molécula com baixo peso molecular (Liu et al., 2019). Esta
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caracteristica esta relacionada com uma melhor capacidade de penetracao tumoral, e
consequente inibicdo da secrecdo de VEGF, prejudicando a proliferacdo celular. A
penetracdo incompleta no tumor é uma limitagdo importante para a terapéutica
macromolecular, como 0s anticorpos.

A taxa de penetracdo de uma macromolécula é altamente dependente do
seu tamanho molecular e da afinidade de ligacdo as células tumorais e, além disso,
peptideos tém uma alta seletividade e especificidade, devido ao seu tamanho menor,
reduzindo interacdes indesejadas (Liu et al., 2019). Além disso, especula-se que
houve uma viabilidade celular reduzida com menores concentracdes do peptideo em
72 horas, pois a partir de 48 horas até 96 horas tém-se uma maior expressao de VEGF
comparado a um periodo de 24 horas, entdo, uma menor concentracdo do peptideo
poderia ser suficiente para ligar-se ao VEGF e diminuir a viabilidade celular (Calviello
et al., 2004; Sarkar et al., 2020).

Em células saudaveis de fibroblastos NIH3T3, em todos os periodos
analisados apenas a concentragdo de 820 ug/mL apresentou-se citotoxica. No estudo
de Spitzer et al. (2006), uma linhagem celular de células epiteliais pigmentares da
retina humana ARPE19, expostas a uma concentracdo de 2,5 mg/mL de
bevacizumabe foi capaz induzir uma diminuicdo do numero de células e aumento de
células mortas quando as células foram incubadas por mais de 24 horas. O niumero
de células viaveis diminuiu em até 30% em comparacao ao controle apos 48 horas.

Acredita-se que por fibroblastos também expressarem VEGF (Shams et al.,
2022), a maior concentracao do peptideo foi capaz de reduzir a viabilidade celular ou
proliferacéo celular por ser uma molécula com baixo peso molecular, apresentando
uma melhor penetragcdo quando comparado com o Bevacizumabe. No entanto, as
concentragdes de 500 ug/mL em 24 e 48 horas; 350 pg/mL e 500 pg/mL em 72 horas,
mostraram-se promissoras, pois apresentaram um potencial citotoxico em Caco-2 e
nao demostram efeitos citotéxicos em NIH3T3 em nenhum periodo de teste. Além
disso, menores concentracdes diminuiram a viabilidade celular em Caco-2, nédo
diminuindo em NIH3T3, pois células tumorais podem expressar mais VEGF que
células saudaveis, visto que células tumorais possuem um rapido crescimento e
proliferagao celular.

Os peptideos atraem atencdo no campo do diagndstico e tratamento de

tumores devido ao seu pequeno tamanho, alta afinidade, baixa imunogenicidade,
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baixo custo e boa estabilidade, quando comparado com proteinas. Estas
caracteristicas permitem sua aplicacédo na terapia antitumoral, incluindo seu uso
isolado como agentes terapéuticos direcionados (Wang et al., 2022), sendo esta uma
possivel forma de aplicagdo do peptideo BVZ.

Apesar do presente estudo demostrar resultados promissores nha em uma
determinada concentracdo do peptideo, novos testes devem ser realizados nos
proximos passos do estudo. Algumas limitacdbes como o tipo de célula saudavel
utilizada no estudo deve ser levado em consideragcdo, uma vez que células NIH3T3
nao sdo ideais para teste de angiogénese, no entanto, por auséncia de outros tipos
celulares saudaveis em nosso banco de células, foi utilizado células NIH3T3. Outras
linhagens celulares cancerigenas devem ser testadas, a fim de analisar o potencial do
peptideo em outros tipos de cancer. Teste como docking molecular deve ser realizado,
para analisar a ligacdo do BVZ com a molécula de VEGF. O teste de ELISA e RT-
PCR também devem ser realizados para analisar a expresséao e dosar o VEGF, antes
e apos o tratamento com o peptideo, para analisar se 0 BVZ minimizou a expressao
e secrecdo de VEGF, ja que este € um peptideo que se liga a esta molécula. Ensaios
de angiogénese como migracdo celular e proliferacdo celular devem ser realizados
para avaliar o potencial antiangiogénico do BVZ. Além disso experimentos para avaliar
o potencial do BVZ in vivo tornam-se interessantes para posteriores e possiveis usos

clinicos.
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6. CONCLUSAO
Com base nos resultados apresentados o BVZ mostrou citotoxicidade in
vitro em células Caco-2 a partir da concentracdo de 500 pg/mL. Em células NIH3T3,
nos trés periodos de tratamento, a concentracdo de 820 pug/mL mostrou-se citotoxica.
Dessa forma, o peptideo BVZ na concentracdo de 500 ug/mL deve ser
submetido a outros testes in vitro para avaliar seu potencial anticancer e possivel uso

clinico.
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