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RESUMO
A proposta deste trabalho foi sintetizar e caracterizar dois peptideos derivados da
lactoferricina bovina (?6[F] LfcinB (20 — 30)2 e ?[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2), avaliar a
atividade in vitro frente a linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-
MD-231) e posteriormente desenvolver uma formulagdo lipossomal para a
encapsulacgao do peptideo considerado mais promissor. Os peptideos foram obtidos
por sintese em fase solida (SPPS) utilizando a metodologia 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo/terc-butila (Fmoc/tBu), purificados por cromatografia SPE
e as fragdes coletadas foram analisadas por CLAE-FR, ESI-Q-TOF e MALDI-TOF.
O grau de pureza foi maior que 80% para ambos os peptideos. Os resultados de
CLAE-FR evidenciaram que os tempos de reteng¢ao obtidos foram semelhantes aos
reportados na literatura. Os espectros de massa ESI-MS apresentaram sinais de
[M+H]" muito préximos das razbes m/z esperadas, o que pdde confirmar a
identidade quimica dos peptideos. Ademais, a identificacdo molecular foi
confirmada por MALDI-TOF/MS. Os peptideos foram também avaliados com
relacdo a influéncia na viabilidade de células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) e
célula normal (CCD1059 SK) por meio do método de redugao do sal de tetrazdlio.
Nesse caso, o peptideo ?5[F] LfcinB (20 — 30)2 apresentou maior seletividade frente
as células tumorais, especialmente para a linhagem MDA-MB-231, considerada
altamente invasiva e com elevado potencial metastatico. Por isso, foi escolhido para
a continuidade do estudo. Na avaliagcdo do efeito anti-migratério (scracth assay)
frente as linhagens tumorais, esse peptideo mostrou efeito dose-dependente com
atividade inibitéria mais pronunciada, também, para a linhagem MDA-MB-231.
Finalmente, lipossomas (Lip) convencionais foram desenvolvidos por meio da
técnica de nanoprecipitacdo para a encapsulagédo do peptideo (Lip-Pep), os quais
foram caracterizados em relagdo ao didametro hidrodindmico médio (DHm), indice
de polidispersividade, potencial Zeta (PZ), eficiéncia de encapsulacao (EE) e perfil
de liberacdo in vitro. As vesiculas desenvolvidas apresentaram caracteristica
monodispersa (Pdl < 0,3). O DHm dos Lip-Pep (102,6 £ 9,91 nm) foi maior que o
observado para os Lip “brancos” (sem a adigdo do peptideo; Lip-B = 74,99 + 1,32

nm), o que constituiu o primeiro indicio da ocorréncia da encapsulagdo. A EE do



peptideo nos lipossomas foi de aproximadamente 100%. O PZ dos Lip-Pep (-22,3
* 3,54 mV) apresentou-se menos negativo do que o obtido para os Lip-B (-32,0 £
1,82 mV), provavelmente devido a interacbes eletrostaticas entre o peptideo
catiénico e o fosfolipideo aniénico utilizado para o preparo dos lipossomas. Essa
hipotese pode explicar o resultado obtido no ensaio de liberagéo in vitro, o qual
demonstrou ndo haver liberacédo do peptideo durante as 24 horas do experimento.
Esse comportamento inviabilizou avaliagcbes adicionais da formulagdo. Assim,
apesar de constatarmos uma promissora atividade do peptideo frente a linhagem
MDA-MB-231, para a continuidade do estudo sera necessario desenvolver nova

formulacao lipossomal, possivelmente com fosfolipideo n&o-inénico.

Palavras-chave: cancer de mama; peptideo; lactoferricina bovina; lipossoma.



ABSTRACT
The purpose of this work was to synthesize and characterize two peptides derived
from bovine lactoferricin (*°[F] LfcinB (20 — 30)2 and 26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2), to
evaluate the in vitro activity against breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MD-
231) and subsequently develop a liposomal formulation for the encapsulation of the
peptide considered most promising. The peptides were obtained by solid phase
synthesis (SPPS) using the 9-fluorenylmethyloxycarbonyl/tert-butyl (Fmoc/tBu)
methodology, purified by SPE chromatography and the collected fractions were
analyzed by HPLC-FR, ESI-Q-TOF and MALDI-TOF. The purity was greater than
80% for both peptides. The HPLC-FR results showed that the retention times
obtained were similar to those reported in the literature. The ESI-MS mass spectra
showed [M+H]* signals very close to the expected m/z ratios, which confirmed the
chemical identity of the peptides. Furthermore, molecular identification was
confirmed by MALDI-TOF/MS. The peptides were also evaluated for their influence
on the viability of tumor cells (MCF-7 and MDA-MB-231) and normal cells (CCD1059
SK) using the tetrazolium salt reduction method. In this case, the peptide 2[F] LfcinB
(20 — 30)2 showed greater selectivity against tumor cells, especially for the MDA-
MB-231 cell line, considered highly invasive and with high metastatic potential.
Therefore, it was chosen to continue the study. When it was evaluated the anti-
migratory effect (scracth assay) against tumor cell lines, this peptide showed a dose-
dependent effect with more pronounced inhibitory activity, also for the MDA-MB-231
cell line. Finally, conventional liposomes (Lip) were developed using a
nanoprecipitation technique for peptide encapsulation (Lip-Pep), which were
characterized by means of hydrodynamic diameter (DHm), polydispersity index,
Zeta potential (PZ), encapsulation efficiency (EE) and in vitro release profile. The
developed vesicles showed a monodisperse characteristic (Pdl < 0.3). The DHm of
Lip-Pep (102.6 £ 9.91 nm) was higher than that observed for “empty” Lips (without
the addition of the peptide; Lip-B = 74.99 + 1.32 nm), which constituted the first
indication of the occurrence of encapsulation. The EE of the peptide in the liposomes
was approximately 100%. The PZ of Lip-Pep (-22.3 + 3.54 mV) was less negative
than that obtained for Lip-B (-32.0 + 1.82 mV), probably due to electrostatic



interactions between the cationic peptide and the anionic phospholipid used to
prepare liposomes. This hypothesis may explain the result obtained in the in vitro
release assay, which demonstrated that there was no release of the peptide during
the 24 hours of the experiment. This behavior made further evaluation of the
formulation unfeasible. Thus, although we found promising activity of the peptide
against the MDA-MB-231 cell line, in order to continue the study it will be necessary

to develop a new liposomal formulation, possibly with a non-inonic phospholipid.

Keywords: breast cancer; peptide; bovine lactoferricin; liposome.
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1. INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, em 2020, 2,3 milhdes de
mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama, com 685 mil dbitos em todo
o mundo. Além disso, entre 2015 e 2020, foram relatados 7,8 milhdes de
diagndsticos de cancer de mama, o que torna essa neoplasia a mais prevalente do
planeta (CHHIKARA; PARANG, 2023; WHO, 2021). Apesar dos avangos
significativos no diagnostico e deteccédo da doenga, ainda ha uma grande caréncia
de terapias mais efetivas para o combate das formas invasivas, especialmente
aquelas com elevada incidéncia de metastases (DURANTI et al., 2021). Nesse
sentido, os principais inconvenientes do tratamento medicamentoso envolvem a
ocorréncia de mecanismos de resisténcia do tumor, bem como efeitos colaterais
gerados pela baixa seletividade dos farmacos frente as células tumorais, os quais
atingem, também, células saudaveis (WAKS; WINER, 2019).

Pelo exposto, a busca por alternativas terapéuticas mais eficazes para aplicagao
no tratamento do cancer de mama tem sido objeto de investigacdo de diversos
estudos cientificos (BAILLEUX et al, 2021; SMOLARZ; NOWAK; ROMANOWICZ,
2022; WATASE et al., 2021). Nesse contexto, a aplicagao de peptideos bioativos
com atividade antitumoral vendo sendo investigada e os resultados mostram-se
promissores (LI; GAO; SU, 2020; NEVAGI; TOTH; SKWARCZYNSKI, 2018; XIAO
et al., 2015). Essa abordagem é o alvo de pesquisas conduzidas pelo grupo de
Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas (Grupo SAMP), coordenado pelos
professores Dr. Javier Garcia Castafieda, Dr® Zuly Jenny Rivera Monroy e Dr.
Ricardo Fierro Medina, do Departamento de Quimica da Universidad Nacional de
Colombia, os quais sao colaboradores deste trabalho. O grupo de pesquisa tem se
dedicado a sintetizar peptideos derivados da lactoferricina bovina (LfcinB (17 — 41),
correspondente a sequéncia FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*!) e
investigar sua aplicagdo no tratamento de diversos tipos de céancer, incluindo o de
mama. Dentre esses, os peptideos desenhados a partir da sequéncia 2?°RRWQWR?°
apresentaram maior eficacia in vitro (BARRAGAN, et al., 2020; BARRAGAN et al.,
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2023; GUERRA et al,, 2019; INSUASTY et al., 2020; RAHMAN et al., 2021;
VARGAS et al., 2017).

Apesar dos resultados encorajadores, os peptideos bioativos apresentam o
inconveniente de baixa estabilidade devido a sua rapida degradagao in vivo
(FROKJAER; OTZEN, 2005; MARQUS et al, 2017). Assim, o delineamento de
sistemas de liberagédo para a administragcao dessas moléculas é essencial. Dentre
esses, 0s carreadores nanoestruturados apresentam vantagens significativas em
comparagao aos sistemas de liberagdo convencional, incluindo o aumento da
estabilidade dos ativos encapsulados, além da propriedade de modular sua
liberacao (JAIN, 2020). Além disso, esses nanocarreadores possuem a capacidade
de acumulo na regido tumoral via direcionamento passivo, 0 que pode contribuir
para um maior aporte do farmaco no sitio de agcdo, com consequente reducao da
dose administrada e de possiveis efeitos colaterais (GOTE et al., 2021).

Diversos tipos de nanoestruturas podem ser utilizadas para a encapsulagao de
substancias ativas. Nessa perspectiva, devido a biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade, os lipossomas vém sendo amplamente
estudados. Os lipossomas, além de contribuirem para o aumento da eficacia, sdo
capazes de diminuir a toxicidade, garantir a estabilidade e favorecer o controle da
liberagdo dos agentes encapsulados (GUIMARAES et al, 2021). Diante das
potencialidades dessas nanoestruturas, produtos a base de lipossomas foram
aprovados por diferentes agéncias regulatérias, incluindo FDA, EMA e ANVISA,
para o tratamento de algumas patologias, incluindo o cancer (LIU et al, 2022).

Diante do exposto, a proposta deste trabalho foi realizar a sintese,
caracterizagcao e posterior avaliagdo da atividade antitumoral de dois peptideos
derivados da lactoferricina bovina 26[F] LfcinB (20 — 30)2 e 26[1-NAL] LfcinB (20 —
30)2 contra linhagens de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). Dessa forma,
este trabalho ainda propés uma formulacédo lipossomal preliminar contendo o

peptideo considerado mais promissor foi desenvolvida e caracterizada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CANCER DE MAMA

O Instituto Nacional de Céncer (INCA) define o cancer como um termo
designado para mais de 100 diferentes tipos de doengas malignas. Nesse sentido,
a caracteristica comum entre essas doencas diz respeito ao crescimento
desordenado e excessivo de células, devido a mutacbes causadas nos pontos de
controle do ciclo celular de uma célula eucariética, as quais invadem tecidos
adjacentes ou orgaos a distancia (INCA, 2022; MATTHEWS et al, 2022).
Aproximadamente entre 19 e 20 milhdes de pessoas s&do diagnosticadas com
cancer anualmente, com mais de 10 milhdes de obitos estimados, em todo o mundo,
no ano de 2020 (CHHIKARA; PARANG, 2023; FERLAY et al., 2021). Em relagdo ao
céancer de mama, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), entre 2015 e
2020, 7,8 milhdes de mulheres haviam sido diagnosticadas com cancer de mama,
tornando-o o cancer mais prevalente no planeta (DURANTI et al., 2021; WHO,
2021). No caso do Brasil, sdo esperados 66.280 novos casos de cancer de mama
até 2022, com risco estimado de 62 &bitos por cada 100.000 mulheres (SILVA,
2018).

O céancer de mama é uma doenga heterogénea que compreende multiplas
manifestagbes associadas a caracteristicas biologicas e histologicas especificas,
bem como diferentes comportamentos e apresentagdes clinicas, apresentando
varios fatores de risco e caracteristicas patoldgicas. Os canceres de mama podem
ser classificados em subgrupos com base em sua diferenciagao histologica
(WEIGELT et al, 2010). Nesse sentido, para o diagndstico adequado e posterior
decisdo sobre o tratamento, € essencial o conhecimento das caracteristicas
histolégicas e moleculares do carcinoma (HARBECK et al., 2019). Assim, decide-
se entre a aplicacdo de terapias locais, como a cirurgia, ou sistémicas, como a
quimioterapia e a terapia endécrina (HACK et al., 2015; WAKS; WINER, 2019).

Em relacdo as caracteristicas moleculares, sabe-se atualmente que dois

principais marcadores moleculares foram identificados na patogénese do cancer de
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mama. O primeiro € o receptor de estrogénio alfa (ERa), que € um receptor de
horménio esterdide e fator de transcricdo que ativa as vias de crescimento
oncogénico em células de céncer de mama. Além disso, outro marcador da
sinalizacdo ERa é a expressao do receptor de progesterona (PR) do hormdnio
esteroide. Este marcador é expresso em aproximadamente 70% dos canceres de
mama invasivos. O segundo marcador molecular é o fator de crescimento
epidérmico 2 (ERBB2 ou HER2). Este é um receptor tirosina quinase
transmembranar da familia do receptor do fator de crescimento epidérmico que é
amplificado ou superexpresso em aproximadamente 20% dos canceres de mama e
esta associado a um prognéstico ruim na auséncia de tratamento sistémico (WAKS;
WINER, 2019).

Usando esses marcadores e sua origem no tecido mamario, Perou et al (2000)
desenvolveram uma classificagao intrinseca de quatro subtipos de cancer de mama.
De acordo com os autores, dependendo da presenga ou auséncia de marcadores
moleculares para receptores ER ou PR e também ao fator de crescimento HER2,
pode-se classificar a doenga nos subtipos: (/) luminal A; (i) luminal B, dos quais
ambos expressam ER; (iii) o subtipo ndo luminal ou enriquecido com HER2, sem
expressao de ER e PR; e, finalmente, (iv) o cancer de tipo basal (GOTE et al., 2021;
PEROU et al., 2000; WAKS; WINER, 2019).

Outra forma de classificar o cancer de mama é pela presenga e auséncia de
receptores na superficie celular. Tumores que expressam ER e/ou PR séo
considerados cancer de mama de receptor hormonal positivo, enquanto tumores
que nao expressam ER, PR ou HER2 s&o canceres de mama triplo negativo. Assim,
tem-se o subtipo do receptor hormonal positivo/ERBB2 negativo (HR+/ERBB2-)
presente em aproximadamente 70% dos casos, o tipo ERBB2 positivo
(ERBB2+/HR+ ou HR-) com 10-15% dos pacientes e o cancer de mama triplo
negativo, presente em aproximadamente 15% dos casos (DURANTI et al., 2021;
WAKS; WINER, 2019). O céncer de mama triplo negativo tem maior risco de
apresentar recorréncia do que os outros 2 subtipos, com uma sobrevida especifica

de 5 anos em 85% de individuos com tumores de estagio | comparado com um
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indice de sobrevida especifica de 94 — 99% para pacientes com carcinomas de
receptores ERBB2+/HR+ (DURANTI et al., 2021).

Por meio desse perfil de expressao génica, 84 linhagens celulares de cancer de
mama foram classificadas para estudos in vitro. Os mais comuns na literatura séo
MCF-7, T47D e MDA-MB-231 (DAl et al., 2017). As caracteristicas de apenas
algumas linhagens celulares de cancer de mama encontram-se na Tabela 1. E
importante mencionar que o subtipo Luminal A é considerado o cancer de mama
menos agressivo e com melhor progndstico, enquanto o subtipo triplo negativo A ou
B é considerado o mais agressivo e mais dificil de diagnosticar (DAl et al., 2017;
HARBECK et al., 2019; WAKS; WINER, 2019).

Tabela 1 — Categorizagao, informagao molecular e as caracteristicas clinicas dos tumores

dos quais derivam algumas das 84 linhagens celulares de cancer de mama.

Linhagem celular ER PR HER2 Subtipo Tumor
MCF-7 + o+ - Carcinoma ductal invasivo
T-47D + o+ - Luminal A (IDC)
CAMA 1 + /- - Adenocarcinoma (AC)
BT-474 + 4 + _ Carcinoma ductal invasivo
Luminal B
ZR7530 + - + (IDC)
AU565 - - +
HER2 Adenocarcinoma (AC)
MDA-MB-453 - - +
MDA-MB-231 - - - Triplo _
. Adenocarcinoma (AC)
MDA-MB-468 - - - negativo B

Fonte: Adaptada de DAl et al (2017). As abreviaturas ER, PR e HER2 sao os principais

marcadores usados para a subtipagem de linhagem celular de cancer de mama.

Por outo lado, em relagéo ao diagndstico histoldgico, existem dois subtipos de
cancer de mama que ocorrem com maior frequéncia. O pré-invasivo, que se
apresenta como carcinoma ductal in situ (CDIS) e o carcinoma lobular in situ (CLIS),

€ 0 cancer de mama invasivo, o qual € dividido em carcinoma ductal do tipo néo
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especial (NST) (50 — 75% dos pacientes) e carcinoma lobular (CL) (5 — 15% dos
pacientes) (HARBECK et al., 2019; WEIGELT et al, 2010) .

A terapia ideal para cada paciente depende do subtipo de tumor, da expresséo
imuno-histoquimica de proteinas-chave, do estagio anatémico e das preferéncias
do paciente. Mais de 90% dos canceres de mama nao sao metastaticos no
momento do diagndstico, portanto, o tratamento se concentra na erradicagdo do
tumor através de cirurgia e na prevengao subsequente de recorréncia. Pacientes
com tumores do tipo HR+ recebem terapia enddcrina e, na minoria dos casos,
quimioterapia; pacientes com tumores positivos para ERBB2 recebem terapia com
inibidores de metabdlitos ou anticorpos direcionados em combinagdo com
quimioterapia; ja pacientes com tumores triplo-negativos recebem quimioterapia
(WAKS; WINER, 2019). Porém, tanto o tratamento com terapia enddcrina quanto
com quimioterapia apresenta efeitos colaterais de longa duragao que prejudicam a
qualidade de vida das pacientes e a adesao ao tratamento (FRANZOI et al., 2021).

De fato, além do alto custo, um dos principais problemas com os tratamentos
disponiveis atualmente esta atrelado a ocorréncia de efeitos colaterais. Alguns
efeitos colaterais associados a terapia enddcrina incluem disfungédo sexual, ganho
de peso, alteragbes musculoesqueléticas, perda de densidade Ossea, depressao,
disfungao cognitiva e fadiga. Da mesma forma, os pacientes apresentam sintomas
durante e apds a quimioterapia como linfedema, alopécia, problemas nervosos,
problemas urinarios, insénia, anemia, trombocitopenia, constipacdo, diarreia,
edema, entre outros (BAKARE et al., 2021; BINKLEY et al., 2012; FRANZOI et al.,
2021). Como exemplo especifico, a doxorrubicina, molécula amplamente utilizada
no tratamento de muitos tumores, incluindo o cancer de mama, pode causar danos
mediados pelo estresse oxidativo nos rins, coracdo e cérebro (MARQUS et al,
2017).

Por outro lado, a utilizagdo de taxanos e antraciclinas nao tém sido totalmente
eficazes no controle do cancer de mama, pois o tumor desenvolve resisténcia a
esses farmacos. Além disso, ainda ha uma grande caréncia de terapias mais
eficazes para combater as formas invasivas, principalmente aquelas com alta
incidéncia de metastases (DURANTI et al., 2021).
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Pelo exposto, um dos alvos de pesquisa atual de diversos estudos cientificos é
a busca por alternativas terapéuticas mais eficazes e com pouco ou nenhum efeito
colateral para reduzir a incidéncia de cancer de mama e sua crescente ameaca.
Dentre essas, moléculas bioativas como sequéncias peptidicas com atividade
anticancerigena (PAC) vém sendo estudadas, apresentando resultados
encorajadores (BAKARE et al., 2021).

2.2. PEPTIDEOS BIOATIVOS

Uma das estratégias de protecdo do sistema imune inato de invertebrados e
vertebrados € 0 uso de peptideos para proteger um hospedeiro de organismos
externos. Essas moléculas sdo conhecidas como peptideos de defesa do
hospedeiro (HDPs, Host Defense Peptides) ou peptideos atimicrobianos (PAMs)
(BAKARE et al., 2021; LIAO et al., 2019). Os HDPs desempenham fungbes como
agentes antimicrobianos, anti-inflamatérios, imunomoduladores e antioxidantes,
além de serem inibidores de proteases e antiparasitarios. Além disso, muitas dessas
moléculas tém se mostrado anticancerigenas (os peptideos anticancerigenos,
PACs). A grande maioria desses bioativos sdo sequéncias catibnicas curtas e
anfipaticas (BAKARE et al., 2021; DURANTI et al., 2021; LIAO et al., 2019;
SIDDIQUA et al, 2019).

Existem diferentes estratégias no uso de peptideos para o tratamento do cancer,
dentre essas, destacam-se a imitagao de proteinas naturais para aumentar ou inibir
a sinalizacao celular. Essa estratégia pode ser usada para terapias direcionadas
especificamente para células cancerigenas ou como ferramenta para otimizagao do
trafego intercelular. Um exemplo especifico dessa utilizagao € dado pelo uso clinico
do peptideo agonista do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) para o
tratamento de cancer de prostata avangado e para cancer de mama. Alguns de seus
nomes comerciais sdo Buserelin®, Nafarelin® e Leuprolide®, dentre outros
(KURRIKOFF et al, 2019).

Outros dois peptideos que estdo atualmente em ensaios clinicos (Fase I/ll)
também merecem destaque: i) clorotoxina, isolada do veneno do escorpiao Leiurus

quinquestriatus, utilizada para o diagnostico de gliomas no tratamento de cancer de
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cérebro e pele; e ii) o composto peptidico BT1718 para o tratamento de tumores
sélidos avancados (BENNETT et al., 2017; DARDEVET et al., 2015; NIH, 2024).

2.3. PEPTIDEOS DERIVADOS DA LACTOFERRICINA BOVINA (LfcinB)

Dentre os HDPs de mamiferos, existe uma glicoproteina multifuncional ligadora
de ferro originalmente descoberta no leite bovino denominada Lactoferrina bovina
(LF) (~80 kDa). Na presenca da pepsina, essa proteina € clivada em um peptideo
catibnico com 25 aminoacidos, conhecido como Lactoferricina bovina (LfcinB:
"TFKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF#") (vide Anexo A) que demonstrou ter
ampla atividade antimicrobiana, antiviral, antitumoral e imunomoduladora
(GIFFORD et al, 2005; HUERTAS et al., 2017; LIAO et al., 2019; VARGAS et al.,
2017). A nomenclatura correspondente encontrada na literatura para este peptideo
refere-se as iniciais LfcinB (Lactoferricina bovina) e a numeragao da sequéncia de
aminoacidos que compde o peptideo dentro dos simbolos "( ). Nesse caso, a
numeragao da sequéncia de aminoacidos que vem da proteina LF e que compde o
peptideo com maior atividade antimicrobiana e anticancerigena refere-se a
sequéncia que vai do residuo 17 ao residuo 41
(""FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*).

Deve-se acrescentar que a sequéncia peptidica da LfcinB € carregada
positivamente (+8), pois contém cinco argininas, trés lisinas e alguns aminoacidos
aromaticos (dois triptofanos e dois fenilalaninas), que Ihe conferem importantes
propriedades hidrofobicas. De acordo com a literatura, essa propriedade permite a
interacdo seletiva da LfcinB com células cancerosas, pois estas ultimas sao
abundantemente carregadas negativamente em sua superficie (HILCHIE et al.,
2013; SOLARTE et al., 2015).

Por outro lado, varios estudos mostram que o motivo minimo do peptideo
derivado da LfcinB é a principal sequéncia de aminoacidos que gera atividade
antimicrobiana e anticancerigena. O motivo minimo refere-se a sequéncia de
aminoacidos 2RRWQWR?® encontrada na molécula de LfcinB. Nesse sentido, a

maioria de peptideos desenhados e sintetizados que apresentam atividade
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antimicrobiana ou anticancerigena contem essa sequéncia na sua estrutura. Por
esta razao, estudos de atividade para diferentes linhagens de células cancerosas
com sequéncias de aminoacidos desenhadas a partir do motivo minimo da LfcinB
sdo encontrados na literatura e algumas dessas sequéncias estdo descritas na
Tabela 2 (BARRAGAN, A. et al., 2020; GUERRA et al., 2019; HUERTAS et al., 2017;
INSUASTY et al., 2019; RICHARDSON et al., 2009; SOLARTE et al., 2015).

Ainda ndo ha consenso em relagdo aos mecanismos de agao antimicrobiano e
antitumoral dos peptideos. No entanto, sabe-se que algumas sequéncias peptidicas
sdo componentes-chave do sistema imune inato em todas as formas de vida, tanto
vertebrados quanto invertebrados. Mesmo alguns insetos e crustaceos nao
possuem um sistema imune adaptativo e utilizam apenas o sistema imune inato
como mecanismo de protecdo. No caso dos estudos dos mecanismos dos
peptideos anticancerigenos, sabe-se que eles permeabilizam a membrana ou
formam poros em sua superficie. Esse tipo de mecanismo representa uma
vantagem, pois ha menor probabilidade de desenvolver resisténcia do tumor ao
tratamento (BAKARE et al., 2021).

Por outro lado, foram encontrados peptideos com atividade anticancerigena que
interagem com a membrana sem causar danos, mas que conseguem internaliza-
las, mediando a imunidade inata do hospedeiro ou bloqueando ativamente as vias
que levam a formacao do tumor (BAKARE et al., 2021). Um exemplo é o peptideo
Mastoparan-C, cuja sequéncia de aminoacidos é INLKALAALAKKIL, o qual
apresenta atividade contra varios tipos de canceres, incluindo o cancer de mama.
Nesse caso, o0 mecanismo de acdo se da através da inducao da apoptose, com
ativagdo da fosfolipase e inibicdo seletiva da atividade da ATPase (SIDDIQUA,;
KHATTAK; NWAZ, 2019). Outro exemplo €& o peptideo Buforin Ilb
(TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK), que atua por apoptose mitocondrial (BAKARE et
al., 2021; LIU; TAVANA; GU, 2019).



Tabela 2 — Atividade citotdxica do motivo minimo da LfcinB e seus derivados em diferentes linhagens de células cancerigenas.

Peptideo Sequéncia de aminoacidos Linhagens ICso Ref
celular (LM)
MCF-7 ND
26[D]-LfcinB (20-30)2 (RRWQWRDKKLG )—K*~Ahx -60
MDA-MB-468 2
26[K]-LfcinB (20-30 RRWQWRKKKLG)—K*~Ah MeF7? "o
[K]-LfcinB (20-30)2 ( Jo~K*—Ahx MDA-MB-468 Z >60
MCF-7 2 >60
26[M]-LfcinB (20-30)2 (RRWQWRMKKLG )—K*~Ahx (INSUASTY
MDA-MB-468 ? 30 et al., 2020)
MCF-7 2 >60
26[A]-LfcinB (20-30)2 (RRWQWRAKKLG )2—K*~Ahx
MDA-MB-468 2 26
. MCF-7 2 20
26 _ _ —K*_
[L]-LfcinB (20-30)2 (RRWQWRLKKLG)2—K*~Ahx MDA-MB-468 2 10
. MCF-7 2 6
26 _ _ —K*_
[F]-LfcinB (20-30)2 (RRWQWRFKKLG)2—K*~Ahx MDA-MB-468 2 13
MDA-MB-231y  >203
LfcinB (20—25) 2RRWQWR? >203
MDA-MB-468Y
. MDA-MB-2317 130
_ _K*— VARGAS et
LfcinB (20—25)2 (RRWQWR)2 —K*~Ahx MDA-MB-468%  >100 . al., 2017)
. . MDA-MB-2317 15 K
LfcinB (20—25)4 (RRWQWR)4—K*2—Ahx2—C2 MDA-MB-468 6
LfcinB (20—25)cyc Ca-RRWQWR-Ahx>—C? MDA-MB-231~ >200

MDA-MB-468Y >200




LfcinB (20-30) 20RRWQWRMKKLG® RN ARG
LfcinB (20-30)s (RRWQWRMKKLG )o—K*~Ahx N
LfcinB (20-30)s (RRWQWRMKKLG)-K'2-ANxe-Cz VoA Gon S
LfcinB (20-30)eye C2_RRWQWRMKKLG-Ahx—C? mgﬁ:mgjggi >%7 VARGAS o
19[A]-LfcinB (17-31) ""FKARRWQWRMKKLGA3' mgﬁ:mg:ig;i : 85 al., 2017)
19[A]-LfcinB (17-31)  (FKARRWQWRMKKLGA)2 ~K*~Ahx mgﬁ:mgzig;i 5131
19[A]-LfcinB (17-31)eyc  C*—FKARRWQWRMKKLGA-Ahx—C? mgﬁ:mg:ig;j :1 82
1 WQWRWQW_NH: MDA-MB-231v  >170
- - MCF-7 105
R-1-R RAVQWRWAW-R MDA-MB-231y 103
MCF-77 81
RR-1-RR RR-WQWRWQW-RR MDG‘(';"FE_‘;%“ Y Sg |
R-1-RR R-WQWRWQW-RR VDB oS o 2003)
RR-1-R RR-RWQWRWQW-R O
R-1 R-WQWRWQW_NH: MDAMB231 >1%0
1R _WQWRWQWR-NH; MDAMB 231r >1%0

31
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LfcinB (21—25)pa RWQWRWQWR 49
A1 AWQWRWQWR 108
A2 RAQWRWQWR >115
A3 RWAWRWQWR 106 .
A4 RWQARWQWR voampagg: 115 BATRACAN,
A5 RWQWAWQWR >108 5020)
AB RWQWRAQWR 115
A7 RWQWRWAWR >106
A8 RWQWRWQAR >115
A9 RWQWRWQWA >103
- - y A
LfcinB (21-25)pa RWQWRWQWR MDQQAFE;ZVM 16365 (szf{?(%‘(\)')\‘
LfcinB (20-25)4 (RRWQWR )s—K*2—Ahx2—C2 MCF-7 22 (GallJ_ ’EZROFi/g)et
LfcinB (20-25) RRWQWR > 100
LfcinB (21—25)pai RWQWRWQWR ngﬂ;f 9o (SOLARTE et
. al., 2015)
LfcinB (20-25)4 (RRWQWR)s—K*2—Ahx—C 9

Aminoacidos: R: arginina (arg), W: triptofano (trp), Q: glutamina (glu), A: alanina (ala), L: leucina (leu), G: glicina (gly), F: fenilalanina (phe), M:
metionina (met), K: lisina (lys), P: prolina (pro), S: serina (ser), I: isoleucina, T: treonina (thr), V: valina (val), K*: Precursor de lisina para peptideo
dimérico e tetramérico. Ahx: residuo 6-aminohexandico; C? Precursor do peptideo ciclico.

Tempo de tratamento: X1 hora; Y2 horas; 224 horas.

ND: Nao determinado.



No caso do peptideo LfcinB, diferentes investigagbes mostraram que esse
peptideo induz a apoptose por diferentes vias em linhagens de células
cancerigenas, como cancer de pulmao (A459), cancer intestinal (Caco-2), cancer
renal (HTB9) e cancer de mama (HS578T e T47D) (DUARTE et al., 2011). No
entanto, outros estudos mostram que o peptideo inibe o ciclo celular e induz o
estresse oxidativo (ZHANG et al., 2014).

Em relagdo aos derivados sintéticos da LfcinB, varios estudos mostram que
existe uma forte relagdo entre a citotoxicidade contra linhagens celulares de cancer
de mama e a posicao, hidrofobicidade e carga positiva dos aminoacidos em tais
peptideos. Dentre esses, destaca-se a pesquisa realizada por Insuasty Cepeda e et
al (2020), na qual foram sintetizados 6 peptideos diferentes, alterando a posigéo 26
do peptideo LfcinB (20-30)2 (INSUASTY et al.,, 2020). Na Tabela 2 & possivel
observar como os peptideos com fenilalanina (?°[F]-LfcinB (20-30)2) e leucina (%°[L]-
LfcinB (20-30)2) deram os resultados de ICso mais promissores contra a linhagem
celular MCF-7 (Luminal A) enquanto que nao apresentaram toxicidade em linhagens
sadias como MCF-12. Nesse estudo, os autores concluem que a citotoxicidade
aumenta quando a hidrofobicidade também aumenta mostrando uma ordem de 1Cso
de 20[F] > 26[L] > 26[A] > 25[M].

Além disso, outra pesquisa sugeriu que o aumento da carga positiva e do
comprimento dos peptideos derivados da LfcinB também aumenta o efeito citotoxico
contra linhagens de cancer de mama. Nesse caso, os pesquisadores sintetizaram
6 peptideos adicionando e excluindo arginina (Arg) no N-terminal, no C- terminal ou
em ambas as extremidades da estrutura do peptideo palindromico LfcinB (21-25)pal.
Os resultados de ICso podem ser observados na Tabela 2 e mostraram que a adigao
de arginina no N-terminal aumentou os efeitos citotéxicos, mantendo algum nivel de
seletividade (BARRAGAN et al., 2023).

Ademais, varios pesquisadores presumem que os residuos de triptofano (Trp)
na estrutura do peptideo LfcinB desempenham um papel fundamental na sua
internalizacdo nas células cancerosas. Na tentativa de elucidar essa hipotese,
Barragan et al. sintetizaram 9 peptideos da LfcinB (21-25)pal substituindo alanina

(Ala) em cada posigao (Tabela 2) e avaliaram o efeito de citotoxicidade contra MDA-
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MB-468. Os autores descobriram que a substituicdo do Trp por Ala diminuiu seu
efeito citotoxico, sugerindo uma associagao entre a hidrofobicidade e a posi¢ao do
Trp com o0 modo de sua internalizagdo na célula de cancer de mama (BARRAGAN,
A. et al., 2020).

Uma das grandes vantagens dos derivados de LfcinB é sua baixa citotoxicidade
em linhagens celulares normais como MCF-12 e PCS-201-012, apresentando,
portanto, seletividade contra células cancerigenas. Assim, € possivel sugerir que
esse comportamento possa contribuir para a diminuicdo de efeitos colaterais
(BAKARE et al., 2021; BARRAGAN, A. et al., 2020; GUERRA et al., 2019;
HUERTAS et al.,, 2017; INSUASTY et al., 2020; RICHARDSON et al., 2009;
SOLARTE et al., 2015). E importante ressaltar, também, que o peptideo LfcinB (21-
25)ral € 0 Unico derivado peptidico que foi testado in vivo usando um modelo de
larvas de Galleria mellonella, mostrando uma taxa de sobrevivéncia de 90% apods
10 dias quando administrado em uma dosagem de 800 ug/mg (BARRAGAN et al.,
2023).

Por outro lado, as principais desvantagens dessas moléculas bioativas dizem
respeito a sua elevada instabilidade frente a peptidase, o que dificultaria sua
administracao in vivo (FROKJAER; OTZEN, 2005; MARQUS et al, 2017). Nesse

sentido, a nanoestruturacido desses ativos poderia contornar esse inconveniente.

2.4. NANOPARTICULAS NO TRATAMENTO DO CANCER

A encapsulacdo de farmacos em nanoparticulas € uma estratégia atual que pode
trazer inumeros beneficios, tais como melhoria das propriedades biofarmacéuticas
(solubilidade e permeabilidade), aumento de estabilidade, controle de liberagao,
direcionamento, reducgéo de toxicidade e incremento de eficacia (ERDOGAR et al,
2019). Diversos materiais podem ser utilizados para o preparo das nanoparticulas,
0 que pressupde a obtencado de diferentes nanoestruturas. Para a utilizagdo nos
estudos envolvendo o tratamento do cancer, as formulagdes mais amplamente

empregadas sdo as constituidas por lipossomas, micelas, nanoparticulas
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poliméricas, nanoparticulas lipidicas soélidas e nanoparticulas metalicas (Figura 1)
(GOTE et al., 2021; JAIN, K., 2020; JAIN, V. et al., 2020; TRAN et al., 2020).

Figura 1 - Tipos de nanoparticulas comumente usadas nos estudos visando o

tratamento do cancer de mama.
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Fonte: Adaptado de TRAN et al, 2020.

De forma geral, as nanoparticulas podem ser usadas para a acumulacéao ativa
ou passiva de farmacos na regido do tumor. Na acumulagdo passiva, 0
direcionamento do farmaco ocorre devido ao efeito de permeacido e retengao
aumentados (EPR, enhanced permeability and retention). Nessa situagdo, em
virtude do rapido processo de angiogénese no ambiente tumoral, no qual vasos
sanguineos sao produzidos de maneira rapida e defeituosa pelo tumor, ha a
formagao de fenestragdes (com didmetro entre 100 a 780 nm) entre as células do
epitélio capilar (Figura 2). Devido a essas fenestragdes, ha uma maior permeagao
das nanoestruturas na regido do tumor (KALYANE et al., 2019). A esse respeito, a
literatura descreve que nanoparticulas com diametro médio entre 50-150 nm
conseguiriam penetrar de maneira eficaz nessas fenestragcbes mais largas dos
neovasos, sem atingir fenestragdes estreitas dos endotélios dos tecidos normais
(tamanho entre 5-10 nm) (LIECHTY; PEPPAS, 2012; FAN et al., 2023).

Ademais, diante da redugédo da drenagem linfatica no local, um maior acumulo
desses carreadores tende a ocorrer, 0 que permite que permanegam por um maior
tempo no sitio de agao (KALYANE et al., 2019; LARGE et al., 2021; SANTOS et al.,
2021).
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Figura 2 — Estratégias de direcionamento de farmacos. (a): entrega passiva de
farmacos pelo efeito de permeacéo e retencado (EPR); e (b): mecanismos ativos de

entrega de farmacos.
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Fonte: Adaptado de GOTE et al, 2021. TfR1: Proteina receptora de transferrina 1, em
inglés transferrin receptor protein 1; EPR: efeito de permeacdo e retencdo; CD44: O

antigeno CD44 é uma glicoproteina transmembrana; e HA: hialuronano.

Por outro lado, o segundo mecanismo pressupde a acumulagéo ativa. Nesse
caso, os nanocarreadores ativamente direcionados usam certos receptores que sao
superexpressos em ceélulas cancerigenas para a entrega direcionada de agentes
anticancerigenos. Essas nanoparticulas geralmente contém em sua superficie
anticorpos, peptideos, polimeros, aptdmeros de DNA e pequenas moléculas para
deteccéo direcionada e captacao por células cancerigenas (Figura 2) (GOTE et al.,
2021; TRAN et al., 2020).

Exemplos de formulagdes comerciais com nanocarreadores para tratamento do
cancer aprovados por diferentes agéncias regulatorias, tais como a Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), incluem o Doxil™ e o Abraxane®. O Doxil™ (Janssen Cilag

Farmacéutica) € uma formulagao lipossomal contendo doxorrubicina, que mostrou
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melhorias significativas em relagdo a doxorrubicina livre, incluindo o aumento da
captagdo do farmaco pelo tumor. Ja o Abraxane® (Abraxis Bioscience) é uma
formulacdo de nanoparticulas de paclitaxel ligada a albumina, o qual permitiu, além
de melhorar a eficacia do farmaco, reduzir reagdes de hipersensibilidade
relacionadas ao solvente e outras toxicidades associadas ao medicamento
convencional (BHARALI et al., 2009).

Além disso, outros medicamentos constituidos por nanocarreadores foram
aprovados ou estdo em ensaios pré-clinicos para o tratamento do cancer de mama
em outros paises. O Myocet™ ¢é uma formulagdo lipossomal carregada com
doxorrubicina aprovada para cancer de mama metastatico com cardiotoxicidade
reduzida em comparagdo com a doxorrubicina livre. Ja4 o Lipusu™ representa a
primeira formulacao de lipossomas de paclitaxel e foi aprovado para uso clinico na
China, em 2003, sendo capaz de reduzir os efeitos colaterais decorrentes do
farmaco livre. Finalmente, a citarabina lipossomal (DepoCyt™) estd em estudo
clinico de Fase lll para o tratamento de metastases leptomeningeas de céncer de
mama (JUAN et al., 2020).

2.5. LIPOSSOMAS

Os lipossomas sao vesiculas constituidas por fosfolipidios (naturais, sintéticos
ou semissintéticos), que formam uma bicamada e/ou uma série concéntrica de
multiplas bicamadas envolvendo um compartimento aquoso central (Figura 3a).
Essas estruturas foram descobertas inicialmente por Alec D. Bangham e
colaboradores no Instituto Babraham da Universidade de Cambridge, em 1965
(BANGHAM, A.D.; HORNE, 1964) e desde entdo, tornaram-se um veiculo
amplamente utilizado para encapsular e entregar moléculas para tratar uma
variedade de doengas (BANGHAM, 1995; GUIMARAES et al, 2021; LARGE et al.,
2021).

Os fosfolipidios mais comumente empregados em formulagdes lipossomais sao
aqueles com forma cilindrica, propensos a formar uma bicamada estavel em meio
aquoso. Exemplos desses fosfolipidios incluem fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol e esfingomielina (Figura 3) (LARGE et al., 2021).
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Como sao compostos por lipideos anfifilicos, os lipossomas simulam uma
membrana celular, permitindo uma boa interagcdo com membranas de células de
mamiferos, 0 que gera vantagens como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixa toxicidade e imunogenicidade (WANG et al., 2023). Soma-se a isso a
capacidade dos lipossomas em contribuirem para o aumento da eficacia, diminuigao
da toxicidade e incremento da estabilidade, além de favorecerem o controle da
liberagdo do farmaco encapsulado. Diante disso, varios produtos ja foram
aprovados para uso humano por diferentes agéncias regulatorias, incluindo FDA e
EMA (LIU et al, 2022). A Tabela 3 traz exemplos desses produtos.

Figura 3 — Estruturas de alguns fosfolipidios comumente usados em formulagbes

lipossomais. a) fosfatidilcolina, b) fosfatidilserina, ¢) fosfatidilglicerol, e, d) esfingomielina.
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Fonte: Elaborado pela autora com ChemDraw (2023).
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Tabela 3 — Exemplos de produtos lipossomais aprovados para uso humano.

Nome Via de
Farmaco Forma farmacéutica Uso
comercial administragao
Doxil Cloridrato de Céncer de ovario,
oxi
doxorrubicina Suspenséao Y sarcoma de Kaposi,
Caelyx o
(DOX - HCI) melanoma mieloide
DaunoXome Daunorubicina Suspenséao vV Sarcoma de Kaposi
_ Anfotericina B P6 para Infecgao fungica
AmBisome o \Y, _ .
(AmpB) reconstituicao sistémica
DepoCyt _ . Meningite
Citarabina Suspensao IT .
DepoCyte linfomatosa
Po para
Myocet DOX - HCI o \Y, Céancer de mama
reconstituicao
. _ Po6 para _
Visudyne Verteporfina o \Y, DMRI umida
reconstituicao
_ . Analgesia pés-
DepoDur Morfina Suspenséao Peridural .
operatodria
Pé para
Mepact MTP-PE o \Y, Osteosarcoma
reconstituicao
_ . Analgesia pés-
Exparel Bupivacaina Suspenséao Infiltragao local o
cirurgica
. Sulfato de P6 para .
Marqibo L o \Y, Leucemia
Vincristina reconstituicao
Cloridrato de
Adenocarcinoma
Onivyde irinotecano tri- Suspenséao vV

hidratado

pancreatico

Fonte: Adaptado de LIU; CHEN; ZHANG, 2022.

DMRI: Degeneragao macular relacionada a idade, IV: Administracdo intravenosa, e, IT:

injecéo intratecal.
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Os liposomas sao capazes de encapsular moléculas hidrofilicas, hidrofébicas
e/ou anfifilicas. Nesse sentido, moléculas hidrofilicas podem se localizar no
compartimento aquoso ou se associar as vesiculas por meio do estabelecimento de
interacdes eletrostaticas com os grupamentos polares dos fosfolipidios. Por outro
lado, as moléculas hidrofébicas permanecem inseridas na bicamada lipidica e as
anfifilicas se organizam ao longo dos dominios polares e apolares (Figura 4a)
(GUIMARAES et al, 2021; WANG et al., 2023).

Dependendo da estrutura, do compartimento e da lamelaridade, os lipossomas
podem ser classificados em vesiculas unilamelares (LUVs, unilamellar vesicles em
inglés), vesiculas oligolamelares (OLVs, oligolamellar vesicles em inglés), vesiculas
multilamelares (MLVs, multilamellar vesicles em inglés) e lipossomas
multivesiculares (MVLs, multivesicular liposomes em inglés) (Figura 4b). Os LUVs
sao divididos em trés categorias, dependendo do tamanho de particula: entre 20 —
100 nm tem-se as vesiculas unilamelares pequenas (SUV, small unilamellar
vesicles em inglés), os maiores de 100 nm s&o conhecidos como vesiculas
unilamelares medias (LUV, large unilamellar vesicles em inglés) e com tamanhos
de 1 — 100 um sao vesiculas unilamelares gigantes (GUV, giant unilamellar vesicles
em inglés) (GUIMARAES et al, 2021; LIU et al., 2022).

Além dos lipossomas unilamelares, as vesiculas oligolamelares e multilamelares
tem de 2 a 5, e até mais de 5 bicamadas, o que resulta em tamanhos de 100 — 1000
nm. Finalmente, com um tamanho maior do que 1 ym estdo as vesiculas
multilamelares (MVV), as quais possuem em seu interior varios lipossomas menores
(Figura 4b) (GUIMARAES et al, 2021; LIU et al., 2022). O tipo de lipossoma obtido
depende da técnica de preparo utilizada. Dentre essas, estao a hidratacao de filme
fino, sonicagao, extrusdo, homogeneizagao a alta pressao, evaporagdao em fase
reversa, injecao por etanol e congelamento-descongelamento (LARGE et al., 2021;
WANG et al., 2023).



41

Figura 4 — Estrutura e classificacao dos lipossomas. (a) Estrutura geral dos
lipossomas; (b) Classificacdo das vesiculas lipossomais de acordo com sua lamelaridade

e tamanho de particula.
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Fonte: Adaptado de GUIMARAES et al, 2021.

Além da classificagcdo com base no tamanho e lamelaridade, os lipossomas
podem ser classificados de acordo com sua carga, o que depende do tipo de
fosfolipideo utilizado. Dessa forma, é possivel a obtencao de lipossomas neutros ou
eletricamente carregados (anionicos ou catidnicos) (LARGE et al., 2021; WANG et
al., 2023). Ademais, podem ser categorizados em cinco categorias principais:

) Lipossomas convencionais, quando preparados a partir da associagao

entre fosfolipideos e, geralmente, esterdis.
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) Lipossomas furtivos ou PEGuilados (também denominados de
‘lipossomas de longa circulagdo” ou “stealth liposomes”), os quais
apresentam moléculas de polietilenoglicol presentes em sua superficie
externa. Essa estratégia visa aumentar o tempo de meia-vida plasmatica
quando em comparagao aos lipossomas convencionais, 0s quais sao
rapidamente opsonizados apds administragao endovenosa.

) Lipossomas pH-sensiveis, os quais sado constituidos por fosfolipideos
que, devido a transicdo de fases, se desestabilizam em pH acido, tipico
de microambientes patologicos (inflamacdes, infecgdes e tumores),
liberando seletivamente o farmaco encapsulado nessas regioes;

IV)  Lipossomas sitio-especificos, os quais, além do revestimento com PEG,
apresentam ligantes em sua superficie (por exemplo, anticorpos,
proteinas, peptideos e carboidratos) visando maior direcionamento do
farmaco; e

V) Lipossomas multifuncionais (ou terandsticos) nos quais estdo
encapsulados, além de farmacos, agentes de imagem para seu
monitoramento in vivo (GUIMARAES et al, 2021; LIU et al., 2022).

E importante considerar que a liberagdo dos ativos encapsulados a partir dos
lipossomas esta associada a mudanca da permeabilidade da bicamada lipidica, a
qual esta atrelada a temperatura de transicdo de fase gel para liquido-cristalina
(Tm). Nesse sentido, as cadeias de hidrocarbonetos dos fosfolipidios permanecem
naturalmente em estado rigido ordenado em temperatura abaixo da Tm. Assim,
quando a temperatura se aproxima da Tm, os fosfolipidios da bicamada do
lipossoma se tornam desordenados, gerando espacos entre os fosfolipideos e maior
fluidez na bicamada, o que contribui para a difusao do farmaco encapsulado (CHEN
et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de peptideos derivados da lactoferricina bovina frente a
linhagens celulares de cancer de mama e investigar a viabilidade de sua

incorporagao em formulacéao lipossomal.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar os peptideos 26[F] LfcinB (20 — 30)2 e 26[1-NAL]
LfcinB (20 — 30)2;

e Avaliar a atividade citotéxica frente as linhagens celulares de cancer de
mama humano (MDA-MB-231 e MCF-7) e de fibroblasto humano
(CCD1059 SK);

¢ Avaliar a atividade anti-migratéria frente as linhagens celulares de cancer
de mama humano (MDA-MB-231 e MCF-7);

e Desenvolver e caracterizar lipossomas contendo o peptideo considerado
mais promissor;

e Avaliar a liberagao in vitro do peptideo a partir dos lipossomas;

e Avaliar a atividade citotoxica dos lipossomas frente a linhagem MCF-7.
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4.1. DESENHO DO ESTUDO
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O fluxograma abaixo (Figura 5) foi organizado para melhor entendimento da

estratégia experimental adotada para o atingimento dos objetivos do trabalho.

Figura 5 — Fluxograma da estratégia experimental do estudo.

1) Sintese dos peptideos
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» Atividade anti-migratoria frente as linhagens
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Peptideo mais
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Caracterizacdo

Desenvolvimento dos fisico-quimica

CLAE-FR;
ESI-MS;
MALDI-TOF-MS.

lipossomas

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

4.2, SINTESE DOS PEPTIDEOS

Didmetro hidrodindmico médio;
indice de polidispersividade;
Potencial zeta;

Eficiéncia de encapsulacio;
Liberacdo in vitro.

As etapas de sintese, purificacdo e caracterizagao foi realizada no Laboratorio

de Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas do Departamento de Quimica da

Universidad Nacional de Colombia, sob supervisdo dos professores Dr. Javier

Garcia Castafieda, Dr2 Zuly Jenny Rivera Monroy e Dr. Ricardo Fierro Medina.
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A sintese dos peptideos foi realizada em fase sdlida (SPPS), utilizando a
metodologia de micro-ondas 9-fluorenilmetiloxicarbonilo/terc-butila (Fmoc/tBu)
(INSUASTY CEPEDA et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2020). Nessa perspectiva,
dois peptideos foram sintetizados: o peptideo 26[F] LfcinB (20 — 30)2 [Sequéncia de
aminoacidos: (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx)] e 26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2 [Sequéncia
de aminoacidos: (RRWQWR-1-NAL-KKLG)2-K-Ahx)]. As estruturas quimicas dos

peptideos estdo demonstradas na Figura 6 A e B.

Figura 6 — Estrutura dos peptideos: a) %[F] LfcinB (20 — 30), cuja sequéncia de
aminoacidos corresponde a (RRWQWRFKKLG).K-Ahx e sua massa molecular tedrica
(m/z) é 3344,10; e b) ?[1-NAL] LfcinB (20 — 30), cuja sequéncia de aminoacidos
corresponde a (RRWQWR-1-NAL-KKLG),K-Ahx e sua massa molecular teérica (m/z) é

3444,22.
(a)
(b)
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Fonte: Elaborado pela autora com ChemDraw (2022).

Para a sintese, foram construidos reatores compostos por seringa com filtros

para que nao houvesse o escape da resina. A resina Rink Amida (AAPPTec,
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Louisville, KY, EUA) foi utilizada como suporte sélido. Essa resina foi previamente
solvatada em dimetilformamida (DMF) por 1 h e, em seguida, as seguintes reagdes
foram realizadas: i) reacdo de desprotecdo (Figura 7), com eliminagdo do grupo
protetor Fmoc por tratamento com 2,5% de 4-metilpiperidina em DMF, com trés
ciclos de micro-ondas de 20 segundos em poténcia média e resfriamento dos
reatores entre os ciclos e ii) reacdo de acoplamento (Figura 8), na qual o
aminoacido-Fmoc é pré-ativado com uma mistura de diciclohexilcarbodiimida/6-
cloro-1-hidroxibenzotriazol (DCC/6-CI-HOBt) em DMF. Para essa reacéo, todos os
reagentes foram pesados em excesso em relagdo a quantidade inicial de resina,
sendo adicionados 2 mL de DCC/6-CI-HOBt e 1 mL de DMF e deixados em agitagao
por, no maximo, 5 minutos. Foram realizados trés ciclos de micro-ondas de 20
segundos em poténcia média, alcangando até 35°C, com resfriamento dos reatores
entre os ciclos entre 1-2 minutos.

Para a sintese de peptideos diméricos, foi usado primeiro o &acido 6-
aminohexandico (Ahx) entre a sequéncia dimérica e a resina para facilitar a sintese
e estabilizar os dimeros (Figura 9). Depois de adicionar o Ahx, o residuo Fmoc-
Lys(Fmoc)-OH foi usado para construir simultaneamente duas cadeias contendo o
motivo RRWQWRXKKLG (onde "X" refere-se ao residuo fenilalanina ou 1-naftil,
dependendo da sequéncia de aminoacidos correspondente) (INSUASTY-CEPEDA
et al., 2020).

O acoplamento ou a remogao de Fmoc foram monitoradas pelo teste de Kaiser,
o qual foi realizado a medida que a sequéncia esperada era construida, aminoacido
por aminoacido. Para a realizagéo do teste, adicionou-se a um frasco 1 mg da resina
obtida, em seguida adicionou-se uma gota de uma solugao feita com 2 mL de KCN
(1 mmol L") e 98 mL de piridina com duas gotas de uma solugdo de 80% (p/p) de
fenol em etanol e uma gota de solugao de 5% (p/p) de ninidrina em etanol (KAISER
et al., 1970). O frasco foi aquecido em agua a 100°C durante 5 min. Se a reagao
envolver a desprotegao da resina, o teste deve gerar uma coloragéo azul, indicando
a presenca do grupo amino livre. A cor azul se deve ao mecanismo de reagao entre
0 grupo amino primario de um aminoacido e a ninidrina, formando o azul de

Ruhemann. Caso a reagao envolva o acoplamento de um aminoacido a resina,
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espera-se que a cor seja amarela ou marrom, pois a solugado nao reage com
nenhuma amina primaria ou secundaria livre, indicando a presengca do grupo
protetor Fmoc (KAISER et al., 1970).

Figura 7 — Eliminagao do grupo Fmoc pela 4-metilpiperidina para formar um —NH; livre na

resina inicial (reagao i).
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Fonte: Elaborado pela autora (2022), baseado nos mecanismos de reagcao propostos
por PIRES (2014).
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Figura 8 — Mecanismo da reacgao de ativagao por DCC/6-CI-HOBt e acoplamento do
Fmoc-aminoacido ativado ao -NH; da resina (reacao ii).
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A reagao de eliminagdo das cadeias laterais dos peptideos e a separagao do
peptideo da resina Rink Amide, foram realizadas com um coquetel de clivagem
contendo acido trifluoroacético/agualtriisopropil silano/etanoditiol
TFA/agual/TIPS/EDT (92,5/2,5/2,5/2,5 viviviv) durante 6 — 8 h. Os peptideos brutos
foram precipitados por tratamento com éter etilico frio, depois a solugao foi filtrada
e finalmente foram feitas lavagens com éter etilico por cinco vezes. Deixou-se secar
durante um dia para depois proceder e etapa de purificagdo (BARRAGAN-
CARDENAS, A. et al., 2020; INSUASTY-CEPEDA et al., 2020).

Os mecanismos das reagdes referentes a sintese dos peptideos séao
esquematizados nas Figuras 7 e 8 correspondentes a reagao de desprotegao e
acople respetivamente. Na Figura 8, o aminoacido arginina (Fmoc-Arg-OH) foi
tomado como exemplo para ilustrar o mecanismo da reagdo organica. Como
exemplo especifico para peptideos diméricos, na Figura 9 observamos os primeiros
dois acoples na resina, o primeiro € a adi¢ao do acido 6-aminohexandico (Ahx) e,
depois, o acople do residuo lisina, o qual permite a sintese simultdnea das cadeias
de aminoacidos. Finalmente, a Figura 10 mostra os mecanismos reacionais

(reagdes i e ii) referentes a sintese do peptideo 25[F] LfcinB (20 — 30)2.
Figura 9 — Estrutura da resina acoplada ao acido 6-aminohexanéico (Ahx) e ao

residuo de lisina com duplo grupo protetor (Fmoc-Lys(Fmoc)-OH) para facilitar a sintese

de um peptideo dimérico.
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Figura 10 — Sintese do peptideo ?°[F] LfcinB (20 — 30). em fase solida (SPPS).
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4.3. PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS

Essa etapa foi realizada no Laboratério de Sintesis y Aplicacion de Moléculas
Peptidicas do Departamento de Quimica da Universidad Nacional de Colombia, sob
supervisdo dos professores Dr. Javier Garcia Castafieda, Dr2 Zuly Jenny Rivera
Monroy e Dr. Ricardo Fierro Medina.

A purificagao foi realizada por cromatografia de extragdo em fase soélida (SPE)
usando colunas Supelclean (INSUASTY CEPEDA et al.,, 2019). Inicialmente, a
coluna foi pré-ativada com 30 mL de metanol, 30 mL de ACN (com 0,05% de TFA)
e agua (com 0,05% TFA). Cerca de 100 mg de cada peptideo bruto foi entdo pesado
e dissolvido em 1 mL de agua (com 0,05% de TFA) e adicionados a coluna. A
eluicdo peptidica foi realizada aumentando-se a porcentagem de ACN (com 0,05%
TFA) no eluente. De 12 a 15 fragdes (volume final de12 mL) de cada peptideo foram
coletadas em frascos de polipropileno. As fragdes coletadas foram analisadas via
CLAE-FR e as fragdes contendo o peptideo puro foram reunidas e em seguida

liofilizadas.

4.4.CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS PEPTIDEOS

Essa etapa foi realizada no Laboratério de Sintesis y Aplicacion de Moléculas
Peptidicas do Departamento de Quimica da Universidad Nacional de Colombia, sob
supervisao dos professores Dr. Javier Garcia Castafieda, Dr? Zuly Jenny Rivera
Monroy e Dr. Ricardo Fierro Medina.

Inicialmente a caracterizagao dos peptideos foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) utilizando um cromatégrafo
liquido com detector UV/Vis, coluna monolitica Chromolith C18 (50 x 4,6 mm), fase
movel em gradiente de 5% a 50% em 8 minutos com agua-TFA a 0,05% e
acetonitrila-TFA a 0,05%, em um fluxo de 2,0 mL/min e detec¢gao em 210 nm.

Posteriormente, os peptideos foram caracterizados por espectrometria de
massas com ionizagao por eletrospray (ESI-MS). Os peptideos (10 mg/mL) foram

analisados em um espectrometro Bruker Impact || LC Q-TOF MS equipado com
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uma fonte de ionizagéo por eletropulverizagao (ESI) operando em modo positivo.
As condigdes ESI foram: compensacéao tardia final 500 V, tens&o capilar 4500 V,
temperatura seca de 220 °C e um fluxo de nitrogénio 8 L/min.

Por fim, os peptideos foram caracterizados por espectrometria de massa por
ionizagao com dessorcgao a laser assistido por matriz e analisador do tipo tempo de
voo (MALDI-TOF-MS). Essa analise foi realizada em um espectrébmetro de massa
Ultraflex Il TOF-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) no modo reflectron,
usando um alvo de aco polido MTP384 (BrukerDaltonics), acido 2,5-
diidroxibenzdéico ou acido sinapinico (1 mg/mL) como uma matriz. 1 yL da solugao
de peptideo purificado (0,5 mg/mL) foi misturado com 18 yL de matriz (acido a-
ciano-4-hidroxicinamico, 5 mg/mL) e, em seguida, 1 mL da mistura foi semeada na
placa porta-amostras. Os espectros foram gerados com uma média de 500 disparos

do laser, com a poténcia variando entre 25% e 30%.

4.5.CARACTERIZAGCAO BIOLOGICA DOS PEPTIDEOS

4.5.1. Avaliagao da citotoxicidade

A citotoxicidade dos peptideos foi avaliada frente as linhagens de carcinoma
ductal invasivo de mama humana (MCF-7 e MDA-MB-231) e fibroblastos humanos
(CCD1059 SK). Em todos os casos, as analises foram realizadas por meio do ensaio
do metabolismo do reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), de acordo com o método descrito por Mosmann, 1983. Para
tanto, as linhagens celulares foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) contendo penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina
(100 mg/mL), L-glutamina (2 mM) e 10% de soro fetal bovino. Para o ensaio, as
células foram padronizadas na concentracdo de 1x102 células/200uL e plagueadas
em placas de 96 pocgos estéreis. Apos 24 horas de incubagéo (37°C e 5% COz2), o
meio de cultura foi retirado e diferentes concentragdes dos peptideos (200, 100, 50,
25 e 12,5 yg/mL para as células tumorais e 400, 200, 100 e 50 pg/mL para os
fibroblastos) foram adicionadas (n=4). As células foram incubadas por 48 horas nas

mesmas condicdes descritas e, apds o tempo de incubagao, o meio de cultura de



53

cada pocgo foi retirado e uma solugdo contendo MTT (1mg/mL) foi adicionada
(100uL/pogo). A incubacdo foi mantida durante 4 horas a 37°C e os cristais
formados foram diluidos em DMSO. A leitura da absorbéncia foi realizada em leitor
de microplaca em comprimento de onda de 590nm. O controle negativo foi
constituido por pogos contendo somente meio DMEM. Como controle positivo foi
utilizado o DMSO 10% (v/v). O calculo da porcentagem de viabilidade celular para
as células tratadas com as amostras em estudo foi realizado a partir das médias
das respectivas absorbancias, considerando-se o valor médio da absorbancia do
grupo controle negativo como 100% de viabilidade. A Concentragéo inibitéria de
50% (Clso) para cada amostra foi determinada a partir da curva de dose-resposta,
utilizando o software GraphPad Prism®. A partir dos valores obtidos, o indice de

Seletividade (IS) foi calculado de acordo com a seguinte Equacgao:

IS Clsy para os fibroblastos

- Clsy para a linhagem de cancer de mama

4.5.2. Avaliagao do efeito anti-migratério

A avaliagdo do efeito anti-migratorio dos peptideos frente as linhagens de
carcinoma ductal invasivo de mama humana (MCF-7 e MDA-MB-231) foram
realizadas por meio do ensaio scratch assay de acordo com o método descrito por
(LIANG et al, 2007). Para o ensaio, as células foram padronizadas na concentragao
de 5x102 células/5004L e plagueadas em placas de 24 pogos estéreis. Em seguida,
as placas foram incubadas até a completa aderéncia das células. Logo apéds, o meio
de cultura dos pocos foi retirado, substituido por 2 mL de meio de cultura sem SFB
e as placas foram novamente reincubadas.

Apobs 24h de incubacao (37°C e 5% CO2), foi feito o scratch no diametro do pogo
com o auxilio de uma ponteira de 200 pyL. Em seguida, as células foram lavadas

uma vez com PBS 1x, visando remover particulas e restos celulares. Em seguida,
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diferentes concentracdes dos peptideos (50 e 25 pg/mL) foram adicionadas (n = 4).
Para o controle foi utilizado apenas meio de cultura.

As células foram incubadas por 24 e 48 horas e, apds esse tempo, a area do
scratch foi fotografada utilizando microscépio 6ptico invertido acoplado a uma
camera fotografica sendo este o instante Oh, partindo de um ponto especifico inicial
marcado na placa. Foram tiradas 4 fotos do scratch em sequéncia, em todos os
grupos de tratamento. Apds este procedimento, as placas foram reincubadas e
novas fotos nos instantes 24h e 48h foram tiradas partindo do mesmo ponto na
placa, de forma a serem analisados os mesmos campos com a progressao do
tempo.

A medida das areas foi realizada utilizando o software Image J 1.4.3.67. A
porcentagem de fechamento das ranhuras (FR) foi calculada utilizando a equacéao

abaixo:

(4rea da ranhura no tempo 0 h - area da ranhura nos tempos de tratamento)

FR (%) = < )XlOO%

area da ranhura no tempo 0 h

4.6.DESENVOLVIMENTO DOS LIPOSSOMAS

Essa etapa foi realizada no Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia
Farmacéutica (LTF) da Faculdade de Farmacia da UFMG, sob supervisdo do prof.
Dr. Diego dos Santos Ferreira.

Para o preparo dos lipossomas contendo o peptideo 26[F] LfcinB (20 — 30)2 (Lip-
Pep, n=3) foi empregada a técnica de nanoprecipitagao, por meio de um sistema
microfluidico homemade (Figura 11). Resumidamente, foi preparada uma solugao
etandlica estoque dos lipides dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e colesterol, na
concentracdo molar total de 5 mM, propor¢cao molar de 6:4, respectivamente.

Primeiramente, 1,0 mg do peptideo foi dissolvido em 1,0 mL da solugao estoque
de lipides. Para a formagao dos lipossomas a solugdo contendo o peptideo foi

injetada contra agua ultra-pura, utilizando uma bomba de injecdo (Harvard
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Apparatus, Holliston, EUA). As solu¢des foram misturadas em um conector em T
(Valco Instruments Company, Schenkon, Suiga) com diametro interno de 150 pm,
com velocidade de injecéo total de 4 mL/min e proporgao entre o volume de agua e
etanol de 3:1. A dispers&o de lipossomas foi coletada na saida do conector, em um

frasco de vidro de 10 mL, sob agitacdo mecanica constante de 500 rpm.

Figura 11 — Sistema microfluidico homemade para o preparo dos lipossomas.
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Fonte: elaborado pela autora (2023) e adaptado de GOUDA et al., 2021.

Para a eliminagcdo do etanol e do peptideo ndo encapsulado, as formulagdes
foram purificadas por dialise, adicionando a formulagao de lipossomas no interior de
membranas de celulose. A dialise foi realizada contra agua mili Q, sob agitagao de
500 rpm por 12 horas. A concentragao lipidica final foi de 0,5 mM e a concentragao
do peptideo foi de 0,1 mg/mL.

Para fins de comparagao, lipossomas sem a adigdo do peptideo (lipossomas

“brancos”, Lip-B) foram preparados pela mesma técnica (n=3).
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4.7.CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS LIPOSSOMAS

4.7.1. Determinagdo do diametro hidrodinamico médio (DHm), indice de

polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta (PZ)

O DHm e o Pdl foram avaliados empregando-se a técnica de Espalhamento
Dinadmico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) utilizando um angulo de incidéncia
do laser em relacdo a amostra de 173°. O PZ foi determinado por meio da avaliagao
da mobilidade eletroforética. Para as leituras, as amostras foram diluidas em agua
ultrapura (1:400 v/v). As determinagdes foram realizadas em ftriplicata e a
temperatura ambiente, utilizando o equipamento Zetasizer Nanoseries (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

Os resultados foram avaliados estatisticamente através da analise de variancia
(One Way ANOVA) no programa GraphPad PRISM InStat 8.0.2, considerando-se o

nivel de significancia de p-valor < 0,05.

4.7.2. Determinagao da Eficiéncia de Encapsulagao (EE)

A EE do peptideo nos lipossomas desenvolvidos foi determinada de forma
indireta a partir da quantificacdo do dialisado. Para tanto, a solugéo obtida foi
previamente liofilizada e o p6 foi diluido em agua ultrapura. Em seguida, uma
aliquota foi retirada, previamente diluida e filtrada em filtro PVDF de 0,45 pm
acoplado a seringa. A quantificacdo do peptideo foi realizada por CLAE-FR,
conforme descrito no item 4.4.

A curva analitica foi construida a partir de solugdes aquosas do peptideo em
concentragdes variando entre 400, 200, 100, 50, 25, e 12,5 yg/mL. Para a avaliagao
da interferéncia dos constituintes da formulacdo na quantificacdo do peptideo, uma
solugao proveniente da dialise dos LipB foi também avaliada. As analises foram

realizadas em triplicata.
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A EE foi calculada por meio da Equacéao abaixo:

Concentracdo do peptideo adicionado — Concentrag¢do do peptideo no sobrenadante) 100%
X ()

EE% = ( = - =
Concentracdo total do peptideo na formulagao

4.7.3. Avaliagao da liberagao in vitro

A avaliacdo da liberacédo in vitro do peptideo a partir dos liposomas foi
realizado por método da difusdo através de membrana de dialise (membrana de
acetato de celulose; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As amostras (LipP e
peptideo livre; n=3) (1,0 mL) foram introduzidas no interior das membranas de
dialise e mantidas em frascos schott (50 mL) contendo 10 mL de tampéo fosfato pH
7,4, garantindo-se a condi¢ao sink. Durante todo o experimento, a temperatura foi
mantida em 37 + 1°C, e a velocidade de agitagcdo em 70 rpm. Aliquotas (1mL) foram
retiradas nos tempos 0, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h com reposig¢ao imediata de uma
quantidade idéntica do meio fresco a 37°C. Apds diluicbes adequadas, as amostras
foram quantificadas por CLAE-FR nas condigbes previamente descritas. Os
resultados foram expressos em porcentagem de farmaco liberado ao longo do

tempo.

4.7.4. Analises estatisticas

Os dados experimentais foram avaliados estatisticamente através da analise de
variancia (One Way ANOVA)/Dunnett, considerando-se o nivel de significancia de
0,05. A comparagao entre as amostras foi feita através do teste de significancia de

Tukey em programa GraphPad Prism 9.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE E CARACTERIZAGCAO DOS PEPTIDEOS

Em relagéo aos derivados da LfcinB, a LfcinB (20 — 25) tem mostrado resultados
promissores contra linhagens celulares de cancer (SOLARTE et al., 2015), além de
apresentar uma ampla atividade antimicrobiana (HUERTAS et al., 2017; VARGAS
CASANOVA et al.,, 2017). Nesse sentido, esse peptideo € considerado como o
motivo minimo que apresenta caracteristicas favoraveis para permitir a interagéao
com células cancerosas, ja que se encontra carregado positivamente, uma vez que
contém trés argininas e o triptofano (HILCHIE et al., 2013; SOLARTE et al., 2015).
Dessa forma, os dimeros 25[F] LfcinB (20 — 30)2 e °[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2 foram
desenhados de forma a conter em sua sequéncia peptidica o motivo minimo
2RRWQWR? (Figura 6).

O peptideo 29[F] LfcinB (20 — 30)2 foi testado em linhagens celulares de cancer
de colon: CaCo-2 (Clso de 18 puM/ 58 pg/mL), HCT-116 (Clso de 7 uM/ 23 pg/mL) e
HEK-293 (Clso de 33 uM/ 110 pg/mL). Além disso, nesse mesmo estudo, os autores
descreveram que para essas linhagens, tanto o LfcinB (21 — 25)pa como o 29[F]
LfcinB (20 — 30)2 induziram a morte celular por vias necréticas e apoptéticas
(BARRAGAN, A. C. et al., 2022). Esse dimero também foi testado em linhagens de
cancer de mama (HTB-132 Clso: 13 pM/ 43 pg/mL e MCF-7 com Clso: 6 uM/ 19
pg/mL) (INSUASTY et al.,, 2020). Além disso, os resultados recentemente
publicados por INSUASTY et al (2023) sobre o peptideo 26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2
mostram como a substituigdo na posi¢cdo 26 do aminoacido 2°[F] por 2[1-NAL]
incrementa o efeito citotoxico contra a linhagem MCF-7 (?%[F] Clso = 23 uM versus
26[1-Nal] Clso = 14 uM).

Pelo exposto, decidimos investigar o comportamento desses peptideos frente a
linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), a fim de identificar
aquele de maior atividade e seletividade para encapsulagédo posterior em
lipossomas. Esses peptideos foram sintetizados e purificados e os resultados

referentes a etapa de caracterizac&o estdo descritos nas figuras a seguir.
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Figura 12 — Cromatogramas dos peptideos sintetizados e purificados. a) ?°[F] LfcinB
(20 — 30)2 e b) %[1-NAL] LfcinB (20 — 30).. Condigdes CLAE-FR: Detector UV/Vis - 210
nm, coluna monolitica Chromolith C18 (50 x 4,6 mm), fase mével em gradiente de 5% a

50% em 8 min com agua-TFA a 0,05% e ACN-TFA a 0,05%, fluxo de 2,0 mL/min.
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Figura 13 — Espectrometria de massa ESI-MS para caracterizagédo da estrutura do
peptideo ?°[F] LfcinB (20 — 30)..
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Para o dimero 26[F] LfcinB (20 — 30)2, o tempo de retencgao (tr) por CLAE-FR foi
de 6,2 min, compativel com o reportado em outros estudos (5,6 e 6,0 min)
(INSUASTY al., 2023; INSUASTY al., 2020) e sua pureza foi de 81% (Figura 12a).
Em relagao ao espectro de ESI-MS, observamos resultados similares em relagao a
massa molar esperada. Nesse caso, obtivemos o valor de 3342,9952 Da ante ao

valor teorico de 3344,10 Da, por meio de sequenciamento dos picos (MS/MS) do
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primeiro espectro de massas (Figura 13 e Tabela 4). De modo semelhante, na
Figura 15, obtivemos resultados similares de massa molecular por meio da técnica
MALDI-TOF.

Figura 14 — Espectrometria de massa ESI-MS para caracterizagao da estrutura do
peptideo 2[1-NAL] LfcinB (20 — 30)..
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Tabela 4 — Resumo da caracterizagao analitica de peptideos derivados da LfcinB por
CLAE-FR e ESI-MS.

CLAE-FR ESI-Q-TOF m/z
Peptideo Sequéncia tr Plzt','/f)z a  Teérico Experimental

28[F] LfcinB (20 — 30). (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 6,2 81 3344,10 3342,9952

*[1-NAL] LfcinB (20 -30), ~ (RRWVAWRINAL-KKLGR 64 01 344422 3442,9064

Para o dimero 26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2 os resultados foram tr de 6,4 min e
pureza de 91% (Figura 12b) comparaveis com o tr da literatura (6,4 min)
(INSUASTY et al.,, 2023). Além disso, o espectro ESI-MS mostrou resultado
semelhante (3442,9964 Da) a massa molar teérica (3444,22) (Figura 14 e Tabela

4) e o espectro de massas MALDI-TOF confirma essa informacgao (Figura 15).
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Na Tabela 4, mostramos o compilado dos resultados referentes as analises por
CLAE-FR e ESI-MS para os peptideos sintetizados.

Figura 15 — Espectrometria de massas MALDI-TOF-MS para os peptideos: a) ?°[F] LfcinB
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5.2.  AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS PEPTIDEOS NA VIABILIDADE DE
CELULAS MCF-7, MDA-MB-231 E CCD1059 SK

A Figura 16 apresenta os resultados de viabilidade das células de tumor de
mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e de células humanas sadias (CCD1059 SK) frente
a diferentes concentragcdes dos peptideos, apds 48 horas de tratamento.

Para ambos os peptideos, observamos citotoxicidade dose-dependente para
todas as linhagens testadas (Figura 16). Especificamente para o peptideo 25[F]
LfcinB (20 — 30)2, houve menor alteragao da viabilidade das células normais (Clso =
324,2 ug/mL; Tabela 5) em detrimento as linhagens tumorais, sendo a citotoxicidade
seletiva para essas linhagens (Tabela 6). A principal hipétese para essa seletividade
esta atrelada ao fato de as membranas plasmaticas das células do tumor
apresentarem-se mais negativas em virtude da maior expressao de elementos
anibénicos (tais como heparan sulfato e acido sialico), o que contribui para uma maior
interagdo com o peptideo catidbnico. Além disso, a maior presenca de
microvilosidades quando em comparagao as membranas de células sadias, pode
aumentar a superficie de contato com o peptideo (HUANG et al., 2014; MULDER et
al., 2013).

E importante destacar que a literatura aponta que valores de IS = 3,0 sdo
considerados altamente seletivos para moléculas ou compostos com suposta
atividade antitumoral (WEERAPREEYAKUL et al., 2012). Nesse sentido, nossos
resultados indicam, para o peptideo 26[F] LfcinB (20 — 30)2, uma maior seletividade
para as células MDA-MB-231 (IS = 3,0 — Tabela 6). Esse achado € particularmente
importante porque, conforme ja descrito, essa linhagem, a qual é classificada como
triplo negativo, caracteriza-se como a de maior risco de apresentar recorréncia,
além de ser considerada o tipo de cancer mais agressivo e mais dificil de
diagnosticar (DAl et al., 2017; HARBECK et al., 2019; WAKS; WINER, 2019).

Como anteriormente foi mencionado, o peptideo 26[F] LfcinB (20 — 30)2 ja foi
testado em linhagens celulares de cancer de colon: CaCo-2 (Clso de 18 uM/ 58
pg/mL), HCT-116 (Clsode 7 uM/ 23 ug/mL) e HEK-293 (Clso de 33 uM/ 110 ug/mL)
(BARRAGAN, A. C. et al., 2022). Esse dimero também foi testado frente as
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linhagens MCF-7 (Clso: 6 yM/19 ug/mL) e MDA-MB-231 (Clso: 13 uM/43 ug/mL)
(INSUASTY et al., 2020). Nesse sentido, nossos resultados estao concordantes aos

obtidos no referido trabalho.

Figura 16 — Avaliagao da viabilidade celular das linhagens a) MCF-7, b) MDA-MB-231 e
C) CCD1059 SK apds 48h de exposi¢cao aos peptideos
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Tabela 5 — Clso (ug/mL) dos peptideos frente as linhagens MDA-MB-231, MCF-

7 e CCD1059 SK.
MCF-7 MDA-MB-231 CCD1059 SK
Peptideo Clso Clso Clso
26[F] LfcinB (20 — 30)2 166,7 107,9 324,2
26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2 64,93 130,8 88,28

Tabela 6 — IS para os peptideos sintetizados.

Peptideo IS para MCF-7 IS para MDA-MB-231
26[F] LfcinB (20 — 30)2 1,94 3,0
26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2 1,36 0,67

Em relagdo ao peptideo 25[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2, observamos uma baixa
seletividade frente as linhagens tumorais. Nesse caso, foi constatado um efeito
citotoxico significativo para a linhagem de fibroblastos, com redug¢ao de cerca de 3,7
vezes no valor de Clso quando em comparagao ao peptideo 26[F] LfcinB (20 — 30)2.
Nesse caso, € possivel que esse efeito esteja atrelado ao aumento da interagao
com a membrana das células devido a maior hidrofobicidade deste pepetideo, ja
que houve a substituicdo do aminoacido fenilalanina (F) por uma molécula de 1-
naftil (1-NAL) (Figura 6). Além disso, comparando-se o efeito frente as linhagens
tumorais, esse peptideo apresentou maior citotoxicidade para a linhagem MCF-7
(®[1-NAL] Clso = 64,93 pug/mL versus ?5[F] 166,7 ug/mL — Tabela 5). Esse resultado
pode estar ligado as diferengas entre essas linhagens no que diz respeito as suas
caracteristicas moleculares.

E importante ressaltar que, recentemente, foram publicados resultados
promissores em relagéo ao peptideo 26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2 mostrando um Clso
de 48 ug/mL apds 2 horas de tratamento contra MCF-7. Além dos estudos in vitro,
foram realizados estudos preliminares de toxicidade em ratos, os quais mostram
que o peptideo € seguro em concentragdes até 140% superiores ao Clso, 0 que é
um resultado importante para futuros estudos clinicos (INSUASTY et al., 2023).

Porém, analisados em conjunto, nossos resultados levaram a escolha do

peptideo ?5[F] LfcinB (20 — 30)2 para o prosseguimento do estudo.
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5.3. AVALIACAO DO EFEITO ANTI-MIGRATORIO

No ambiente in vivo, as células utilizam o processo de migragcdo seja em
condi¢Oes fisiologicas como também em situagbes patologicas. No processo
metastatico, as células tumorais migram do tumor primario para o sistema
circulatorio e se estabelecem em um novo local (Yamaguchi; Condeelis, 2007).
Dessa forma, a investigagcado do potencial ant-metastatico por meio de ensaio anti-
migratotio (também conhecido por scratch assay) constitui uma valiosa ferramenta
in vitro. Assim, esse ensaio foi realizado para o petideo 29[F] LfcinB (20 — 30)2 frente
as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Os resultados estdo demonstrados nas

Figuras 17 e 18.

Figura 17 — (a) Efeito de diferentes concentragdes do peptideo ?°[F] LfcinB (20 — 30)2na
migracao das células MCF-7 apds 24h e 48h de tratamento. (b) Percentagem de
fechamento da ranhura em fungéo do tempo (n = 4).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 18 — (a) Efeito de diferentes concentragdes do peptideo 2°[F] LfcinB (20 — 30), na
migragao das células MDA-MB-231 apos 24h e 48h de tratamento. (b) Percentagem de
fechamento da ranhura em fungéo do tempo (n = 4).
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* p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Em relacdo a linhagem MCF-7, constatamos que, para o controle, ha um
aumento gradual do fechamento da ranhura ao longo do tempo (Figura 17a). De
modo que, apos 48h, a porcentagem de fechamento chega em aproximadamente
39% (Figura 17b), o que caracteriza uma baixa capacidade de migracdo. Nesse
sentido, é sabido que, para que a metastase possa ocorrer, as células tumorais
necessitam passar pela “transigéo epitélio-mesenquimal” (EMT, do inglés epitelial-
mesenquimal transition). Essa transicdo permite maior mobilidade as células, as
quais poderao migrar para novos sitios e invadir outros tecidos, originando focos de
tumor secundarios (Spano et al., 2012). Sob essa perspectiva, as células MCF-7
sdo caracterizadas como de crescimento moderado, apresentando um perfil
intermediario entre epitelial e mesenquimal, o que reflete em ndo serem muito
invasivas e apresentarem menor capacidade de migragao (Ziegler et al., 2014;
Comsa et al., 2015).

Para o tratamento com o peptideo, os resultados evidenciaram efeito dose e
tempo dependente na inibicdo da migragdo celular. No tempo de 24h, houve
reducao significativa na migracao celular apenas para a concentragcéao de 50 ug/mL
(~10% de fechamento da ranhura) (Figura 17b). Por outro lado, apdés 48h, ambas
as concentragdes propiciaram efeito anti-migratorio significativo, com 21,2 e 19,5%

de fechamento para as concentragdes de 25 ug/mL e 50 pg/mL, respectivamente
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(Figura 17b). Esses resultados indicam que o peptideo sintetizado ndo somente
promove a morte celular, mas também diminui a capacidade de migracéo das
células MCF-7. Esse comportamento ja foi relatado para a LfcinB (GIBBONS et al.,
2015).

Efeito semelhante foi reportado por Barragan et al (2023), quando da avaliagao
do efeito anti-migratorio de diferentes peptideos palindromicos derivados da LfcinB,
obtidos a partir do motivo RWQWRWQWR. No estudo, os pesquisadores
empregaram concentragdes dos peptideos variando entre 78-200 ug/mL (referente
as Clso) e observaram porcentagem de fechamento da ranhura entre 3 e 14%,
diferentemente do grupo controle, o qual apresentou valor igual a 30% ap6s 48h. E
importante ressaltar que, ao contrario da metodologia empregada no referido
estudo, optamos por empregar concentragdes abaixo da Clso visando minimizar
possiveis efeitos citotoxicos as células, os quais poderiam influenciar no resultado
do efeito anti-migratério. Assim, de acordo com nossos resultados, pode-se
perceber que, mesmo em concentragdes equivalentes a 1/3 (50 pg/mL) e 1/6 (25
pg/mL) da Clso, houve um efeito significativo na migragao celular.

O mesmo tratamento foi realizado para a linhagem MDA-MB-231 (Figura 18a).,
a qual é considerada invasiva e com elevado potencial metastatico, por apresentar
caracteristicas mesenquimais (Rodriguez-Ochoa et al., 2023). A caracteristica de
maior capacidade de migragdo dessas células foi constatada apds as 48h do
experimento, em que houve porcentagem de fechamento da ranhura de
aproximadamente 62% (Figura 18b). Para as células tratadas com o peptideo, o
efeito anti-migratorio também se mostrou dependente da dose e do tempo de
exposicao, sendo o efeito significativamente maior que o apresentado para o grupo
controle para a concentracdo de 25 pg/mL (no tempo de 48h, 31,2%) e na
concentracao de 50 pyg/mL (4,5 e 8,0% nos tempos de 24 e 48h, respectivamente).
No entanto, para a concentragao de 50 pg/mL (1/2 Clso), observamos um efeito anti-
migratorio mais pronunciado quando em comparag¢do a linhagem MCF-7. Esse
resultado pode estar atrelado a maior seletividade do peptideo pela linhagem MDA-
MB-231 (Tabela 6) e indica, além do efeito citotéxico, uma promissora atividade anti-

migratoria frente a uma linhagem tumoral altamente agressiva. Nesse contexto, a
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efeito anti-migratério da LfcinB frente as células MDA-MB-231 também ja foi
relatado na literatura (RODRIGUEZ-OCHOA et al., 2023).

5.4. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Como ja descrito, avaliamos inicialmente a citotoxicidade dos peptideos frente
as linhagens de cancer de mama, com resultados mais promissores para o peptideo
2[F] LfcinB (20 — 30)2. Por essa razdo, o desenvolvimento do carreador
nanoestruturado foi realizado com esse peptideo. Apesar de ndo contemplarmos na
metodologia, € importante mencionar que, inicialmente, avaliamos a possibilidade
de encapsulagao desse peptideo em nanoparticulas constituidas pelo copolimero
poli (acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) por meio do método de dupla
emulsificacdo/evaporacao de solvente associado ao uso de ultrassom. No entanto,
obtivemos baixa eficiéncia de encapsulacgao (5,1 £ 0,1%; n=3), muito provavelmente
pelo limitado compartimento aquoso presente nas nanoparticulas formadas. Assim,
decidimos avaliar preliminarmente a viabilidade tecnoldgica do uso de lipossomas.
Muito embora n&o sejam os carreadores ideais para a aplicagdo pretendida, em
virtude do curto tempo de meia-vida plasmatica, optamos por desenvolver
lipossomas convencionais devido a maior simplicidade tecnolédgica. Os resultados
referentes a caracterizacado fisico-quimica das formulagcbes estdo descritos na
Tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas*

DHm (nm) Pdl PZ (mV) EE(%)
Lip-B 7499+ 132° 0,247 £0,015° -32,0 £ 1,82°
Lip-Pep 102,6£9,91° 0,263£0,112° -22,3+354°  ~100

Lip-B: Lipossomas brancos; Lip-Pep: Lipossomas carregados com o peptideo 28[F] LfcinB (20
— 30)2. *Os valores sao expressos como média + desvio padrao (n = 3). **Letras iguais em uma

mesma coluna representam valores sem diferencga estatistica significativa.
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Os Lip-B apresentaram DHm compativel com o observado na literatura quando
da preparacgao de lipossomas constituidos por DPPC e colesterol, empregando a
mesma técnica utilizada em nosso trabalho (NANJLAH et al., 2019). Por outro lado,
constatamos que os Lip-Pep apresentaram DHm significativamente maior que os
Lip-B (Tabela 7). Esse resultado pode ser o primeiro indicio da encapsulagao do
peptideo nos lipossomas desenvolvidos. Apesar do aumento, o DHm dos Lip-Pep
encontra-se compativel com a aplicagado pretendida, uma vez que nanocarreadores
com didametro médio entre 50-150 nm conseguem penetrar mais facilmente na
regiao do tumor, via efeito EPR (FAN et al., 2023).

O PdI é um parametro importante que reflete a homogeneidade de distribuigao
de tamanho das particulas em suspensao, estando associado a estabilidade do
sistema coloidal. Nesse sentido, a literatura aponta que valores < 0,3 caracterizam
sistemas monodispersos (DANAEI et al., 2018). Para as formulagdes
desenvolvidas, obtivemos valores de Pdl abaixo de 0,3 (Tabela 7), o que indica a
obtencao de sistemas contendo populagdo homogénea de vesiculas fosfolipidicas.

Em relacdo ao PZ, obtivemos valores negativos para ambas as formulagdes.
Isso pode ser devido & natureza do DPPC, um fosfolipidio zwitteridnico. E
interessante observar que, para os Lip-Pep, o PZ atinge valores menos negativos,
sendo que houve diferenga significativa em relacdo ao PZ dos Lip-B (Tabela 7).
Nesse caso, nossa hipotese é a de que o peptideo catibnico esteja encapsulado no
compartimento aquoso dos lipossomas, mas também associado a superficie
externa dos mesmos por meio da interagao eletrostatica com as cargas negativas
do fosfolipideo. De fato, a literatura aponta que moléculas hidrofilicas podem se
localizar no compartimento aquoso dos lipossomas ou se associar as vesiculas por
meio do estabelecimento de interagdes eletrostaticas com os grupamentos polares
dos fosfolipidios (WANG et al., 2023). No entanto, novas analises, tais como a
técnica de Difracdo de Raios-X devem ser realizadas para confirmarmos tal
hipotese.

Ainda sobre o PZ, é sabido que que nanoestruturas com PZ = £30 mV sao
altamente estaveis do ponto de vista coloidal, uma vez que, devido a repulsao

eletrostatica, ndo ha a tendéncia a agregacao das particulas em suspensao (SMITH
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et al., 2017). Essa caracteristica de elevada estabilidade coloidal se aplica aos Lip-
B (PZ=-32,0 £ 1,82 mV — Tabela 7). No entanto, particulas com PZ compreendido
entre £ 20-30 mV, tal como o apresentado pelos Lip-Pep (-22,3 + 3,54 mV — Tabela
7) podem apresentar estabilidade satisfatoria (ARDANI et al., 2017).

Figura 19 — Cromatogramas correspondentes a: a) O peptideo na concentragdo de 100

Mg/mL. b) Dialisado referente ao Lip-B e ¢) Dialisado referente ao Lip-Pep.
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Para a determinagéo da EE, a quantificagdo do peptideo foi realizada de forma
indireta, apos liofilizagdo e reconstituicdo da solugéo de didlise obtida. Em um
primeiro momento, uma solugdo aquosa do peptideo (100 pg/mL) foi analisada por
CLAE-FR, conforme descrito no item 4.4. Como resultado, obtivemos um pico bem
resolvido em 210 nm, com tempo de retengéo proximo a 6,25 minutos (Figura 19a),
compativel com o resultado anteriormente obtido (Figura 12). Posteriormente, para
a avaliacdo da interferéncia dos constituintes da formulacdo na detec¢cdo do
peptideo, o dialisado obtido a partir dos Lip-B foi avaliado por CLAE-FR. A partir do
cromatograma obtido (Figura 19b), pode-se perceber que os excipientes nao
interferem na detecgao do ativo.

Com isso, procedemos a quantificacdo do peptideo em aliquotas provenientes
do dialisado. Para tanto, uma curva analitica foi previamente construida a partir de
diferentes concentragdes do peptideo (Figura 20). Como resultado, constatamos
que no cromatograma obtido (Figura 19c), ndo houve deteccao do peptideo. Assim,
assumimos que a EE foi préxima de 100%. Esse resultado indica que o método de
nanoprecipitagdo padronizado em nosso trabalho foi eficiente para incorporar o

peptideo aos lipossomas.

Figura 20 — Curva analitica, equacgao da reta e coeficiente de determinagao para o
peptideo ?°[F] LfcinB (20 — 30) nas concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25, e 12,5
Mg/mL.

400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000 Equacgao da reta: y = 1031,7x — 11792
50000 R? = 0,999
0

Area

0 100 200 300 400
Concentragao (ug/mL)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Os lipossomas também foram caracterizados com base no perfil de liberagéo in
vitro do peptideo. Surpreendentemente, observamos que nao houve liberagao do
peptideo a partir dos lipossomas durante as 24h de experimento (Figura 21). E
possivel que esse resultado esteja atrelado a forte interagéo eletrostatica entre o
fosfolipidio zwitterionico (DPPC) e o peptideo catidnico, o que dificulta sua liberagao
para o meio externo. Nesse sentido, para a continuidade do trabalho, sugerimos o
desenvolvimento de lipossomas a partir de fosfolipidios neutros associados ao
colesterol. Além disso, nossa intengao é preparar lipossomas furtivos visando ao

aumento da eficacia in vivo da formulacéo.

Figura 21 — Perfil de liberagao do peptideo ?°[F] LfcinB (20 — 30). a partir dos

lipossomas.
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6. CONCLUSAO

Por meio do método de sintese de peptideos em fase sélida, utilizando a
metodologia de micro-ondas Fmoc/tBu, foi possivel obter dois peptideos derivados
da LfcinB (?°[F] LfcinB (20 — 30)2 e 26[1-NAL] LfcinB (20 — 30)2). Os peptideos
apresentaram caracteristicas comparaveis as descritas na literatura, incluindo os
tempos de retengdo (dados pela analise de CLAE-FR) e as respectivas massas
moleculares (obtidas pelas analises de espectrometria de massa). Esses resultados
permitiram confirmar as identidades moleculares dos derivados. No ensaio de
viabilidade celular, o peptideo 25[F] LfcinB (20 — 30)2 apresentou maior seletividade
frente as linhagens tumorais, sobretudo em relagdo as células MDA-MB-231, com
baixa citotoxicidade para as células normais. Além disso, esse peptideo, mesmo em
concentragcbes abaixo da Clso, apresentou efeito anti-migratério promissor para
ambas as células tumorais, com efeito mais pronunciado para as células MDA-MB-
231. Esses resultados indicam que o peptideo 2°[F] LfcinB (20 — 30)2 possa ser uma
alternativa promissora para o tratamento do cancer de mama de maior poder
invasivo e com elevado potencial metastatico. A partir do desenvolvimento da
formulacdo, demonstramos a viabilidade tecnolégica de encapsulacdo desse
peptideo em lipossomas convencionais. Os lipossomas obtidos apresentaram
diametro adequado para a aplicacao pretendida, potencial Zeta tipico de sistemas
coloidais fisicamente estaveis e eficiéncia de encapsulagao elevada. No entanto, a
liberacdo do peptideo foi comprometida possivelmente devido as interagdes
eletrostaticas entre essa molécula catibnica e o fosfolipidio zwitteridnico utilizado
para o preparo dos lipossomas. Assim, para a continuidade do estudo, pretendemos
desenvolver uma formulacéao alternativa, por meio da utilizagao de fosfolipidio ndo-
ibnico. Além disso, nossa intencado € a de obter lipossomas furtivos, utilizando o
recobrimento desses lipossomas com PEG, para a otimizacéo da eficacia in vivo da

formulagao.
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ANEXO A - Estrutura quimica dos aminoacidos.

Nome Letra Abreviatura Estrutura
(@)
Alanina A Ala H3C%OH
NH,
NH O
Argini )J\
rginina R Arg H,N N/\/\)}\OH
H
NH,
O
Acido @)
aspartico D Asp W‘\OH
OH NH,
O
. O
Asparagina N Asn NOH
NH, NH,
O O
Acido
glutamico E Glu HOWOH
NH,
O
Cisteina C Cys HS)\/U\OH
NH,
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Glicina Gly
NH»
@) @)
Glutamina GIn HzNwOH
NH»
@)
N
Histidina His {/ / OH
HN NH,
CHj O
Isoleucina lle HBC\/H)‘\OH
NH,
O
Leucina Leu H3CM0H
CHs; NH»
O
Lisina Lys HZN\/\/\)}\OH
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Metionina

Met

\(D

OH
NH,
O
Fenilalanina Phe OH
NH,
O
Prolina Pro MOH
NH
O
Serina Ser HO/\)‘\OH
NH,
O
Tirosina Tyr OH
NH,
O
Treonina Thr Ho)ﬁ/u\OH
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Triptofano

w

Trp

HN

NH»>

OH

Valina

\Y

Val

NH»

OH




89

ANEXO B - Producao cientifica

Apresentacao de poster no VII Congresso de Ciéncias Farmacéuticas de Ouro
Preto - CONCIFOP

&2 viconcrrop
CERTIFICADO -

A Comissao Organizadora do VII Congresso de Ciéncias Farmacéuticas
de Ouro Preto - CONCIFOP, certifica que

Manuela de la Rosa Arbelaez

participou do VII Congresso de Ciéncias Farmacéuticas de Ouro Preto - CONCIFOP
realizado nos dias 29, 30 e 31 de marco de 2023 na cidade de Ouro Prelo,
totalizando carga horaria de 30 horas.

[

o’ l Riredode Ao Y e
Prof°® Dr. Orlando David H. dos Santos ** ** Prof.° Dr. Geraldo Célio Branddo

Tutor do PET - Farmacia Diretor da Escola de Farmacia




90

Publicacdo de mini-review

DE GRUYTER Oncologie 2023; aop a

Review

Manuela de la Rosa Arbeldez, Davi Trombini Aleixo, Andrea Carolina Barragan Cardenas,
Frederico Pittella and Guilherme Diniz Tavares*

The role of synthetic peptides derived from bovine
lactoferricin against breast cancer cell lines: a
mini-review

https://doi.rg/10.1515/0ncologie-2023-0297 Introduction

Received July 23, 2023; accepted October 8, 2023;
published online October 24, 2023 Breast cancer has emerged as a burgeoning global health



