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RESUMO

A incidéncia do cancer de tircoide vem aumentando nas tltimas décadas no Brasil, assim como em quase todos os
paises do mundo. Novos marcadores para uso no diagndstico e progndstico sdo essenciais para diminuir o numero de
cirurgias desnecessarias e melhorar a qualidade do tratamento dos pacientes, sendo que as técnicas utilizadas ainda
ndo conseguiram obter marcadores de ampla utilidade. Os objetivos principais foram validar o peptideo CaT12, um
ligante de carcinoma papilifero de tireoide (CP) selecionado por Phage Display e avaliar em nodulos tireoidianos os
possiveis alvos deste peptideo. O CaT12 foi tumor especifico quando testado em imunohistoquimica, foram usados
um total de 775 tecidos de lesdes ndo neoplasicas e neoplasicas (benignas e malignas), sendo 232 noédulos tireoidianos
(15 sem neoplasia, 53 boécios, 54 adenomas, 69 carcinomas papiliferos ¢ 41 carcinomas foliculares). O peptideo
CaT12 foi eficiente para identificar carcinomas papiliferos com 91,2% de sensibilidade e 85,1% de especificidade;
este peptideo também ajuda caracterizar lesdes foliculares distinguindo carcinomas papiliferos de variante folicular
(CPVF) de adenomas com 91,9% de acuracia. Tecidos benignos (nevos atipicos ¢ nevos comuns) ¢ ndo neoplasicos
(vérios tecidos sem neoplasia tais como mama, prostata, rim, cérebro, tireoide e outros) apresentaram apenas 13,74%
de positividade, enquanto os carcinomas de mama, prostata e rim apresentaram 53,96%, 70,18% e 74,29% de
positividade para o CaT12 respectivamente. Ap0ds verificar a eficiéncia do marcador CaT12 investigamos os possiveis
ligantes que foram identificados como sendo queratinas (KRT), a expressdo génica de algumas dessas queratinas
foram analisadas em tecidos micro dissecados de 114 nddulos tireoidianos, sendo 12 tecidos sem neoplasia, 38 com
doenga benigna (24 bocios e 14 adenomas) e 64 com carcinomas papiliferos (32 de variante folicular e 32 de variante
classica). As queratinas KRTS5 (P=0,0002) e KRT14 (P<0,0001) estdo mais expressas em pacientes com doenga
maligna, enquanto as queratinas KRT2 (P<0,0001), KRT6A (P=0,0014) e KRT10 (P<0,0001) foram expressas
preferencialmente nos pacientes com doengas benignas. Ensaios de citotoxicidade e inducdo de inflamagdo avaliaram
o possivel uso ndo s6 como marcador, mas como carreador de drogas para uso terapéutico. O CaTl12 ndo foi
citotoxico para as células NPA e TPC1 (linhagens celulares de carcinoma papilifero de tireoide) e ndo demonstrou
resposta imunoldgica quando testado em leucdcitos de camundongos isogénicos. Visando futura aplicagdo deste
peptideo como carreador de drogas testamos a prostaglandina 15-dPGJ, que foi toxica para as células TPCl
(IC50=9,3 uM) e podera ser utilizada conjugada ao CaT12 para entregar a droga apenas para as células cancerigenas.
Outros peptideos foram selecionados (CaT19, CaT42 e CaT66) para reconhecimento da superficie celular e poderdo
ser utilizados como marcadores auxiliares no diagnostico durante a bidpsia por agulha fina. Concluimos que o
peptideo CaT12 foi eficiente para distinguir malignidade em lesdes tireoidianas, podendo ser usado para identificar
carcinomas diferenciando as lesdes malignas das benignas. O CaT12 também reconheceu malignidade em tumores de
prostata, mama e rim. Além disso, foi demonstrado que a expressdo génica das queratinas sdo importantes na

tumorigénese tireoidiana.



ABSTRACT

Incidence of thyroid cancer has increased in Brazil, as well as in almost countries of the world. New diagnostic and
prognostic markers are essential to reduce numbers of unnecessary surgeries and improve the quality of patient's care.
Unfortunately, recent markers used are not prove broad utility. Aim was validate CaT12 peptide selected by Phage
Display as a marker to separate benign from malignant follicular lesions and evaluate in thyroid nodules possible
targets for CaTl12. The antibody-like peptide CaTl2 was tumor-specific, which was further tested by
immunohistochemistry against tissue comprised of 775 human benign and malignant tissues, including 232 thyroid
nodular lesions: 15 normal thyroid tissues, 53 nodular goiters, 54 follicular adenomas; 69 papillary thyroid
carcinomas (PTC); and 41 follicular carcinomas. CaT12 was able to identify PTC among thyroid nodular lesions with
91.2% sensitivity and 85.1% specificity; this peptide helped characterize follicular lesions distinguishing the follicular
variant of PTC (FVPTC) from FA with 91.9% accuracy. Benign tissues (nevus atypical and nevus communes) and
non neoplastic tissues (differents human non neoplastic tissues) showed only 13.74% positivity, while breast, prostate
and kidney carcinomas showed respectively, 53.96%, 70.18% e 74.29% CaT12 positivity. After verifying the
efficiency of marker CaT12 we investigated the possible ligands that have been identified as keratins (KRT), the
mRNA expression these keratins were analyzed in microdissected tissues of 114 thyroid nodules: 12 tissues without
cancer, 38 with benign disease (24 goiters and 14 adenomas) and 64 with papillary carcinomas (32 follicular variant
and 32classic variant). The KRTS (P = 0.0002) and KRT14 (P <0.0001) were most expressed in patients with
malignant disease, while KRT2 (P <0.0001), KRT6A (P = 0.0014) and KRT10 (P <0.0001) were preferentially
expressed in patients with benign diseases. Cytotoxicity and induction of inflammation assays evaluated the possible
use as a biomarker and therapeutic by drug delivery. We showed CaT12 was not cytotoxic to NPA and TPC1 cells
(papillary thyroid carcinoma cell lines) and no immune response demonstrated when tested in leukocytes of inbred
mice. To future application of this peptide as a carrier of drugs we tested prostaglandin 15-dPGJ, in TPC1 cells and
was toxic to the cells (IC50 = 9.3 uM), this drug may be used conjugate with CaT12 for 15-dPGJ2 to be delivered
only to cancer cells. Other peptides were selected (CaT19, CaT42 and CaT66) for recognition of cell surface and can
be used as markers auxiliary to fine needle biopsy or drug deliveries. In conclusion, our CaT12 peptide was highly
effective and resulted in a useful antibody-like biomarker that recognizes malignancy among thyroid nodules and may
help distinguish follicular patterned lesions. CaT12 also recognized malignancy in prostate, breast and kidney tumors.

Furthermore, it was demonstrated that the gene expression of keratins are important in thyroid tumorigenesis.
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1- Introducao

1.1- Tireoide Normal

A tireoide ¢ um dos maiores 6rgdos enddcrinos € no homem adulto pesa entre 15 a 25
gramas; cada lobo mede de 2 a 2,5 cm de largura e de 3 a 5 cm de comprimento (1). E o primeiro
6rgao endocrino a se desenvolver no embrido humano: comega a surgir por volta do 24° dia apos a
fertilizagdo, com onze semanas comeca a aparecer coldide nos foliculos tireoidianos sendo
demonstradas concentracdes de iodo e sintese de hormonios tireoidianos (2). Foi descrita por
Wharton em 1656, recebendo essa denominag¢do em fun¢do de sua localizac¢do junto a cartilagem
tireoide, sua importancia biolodgica foi percebida no inicio do século XX pelo cirurgido Emil
Kocher, vencedor do prémio nobel em 1909, que observou que a remocgao desta glandula levava a
um grave comprometimento do estado geral do organismo (3).

A tireoide ¢ formada por dois lobos lateralizados, direito e esquerdo unidos por um istmo
de parénquima glandular e apoiada sobre a traquéia anterior, os lobos laterais estdo cobertos pelos
musculos esterno-hiodide e esternotireoide, ¢ uma glandula muita vascularizada o que confere uma
coloracdo avermelhada (1). Cada lobo possui numerosos foliculos, que sdo as unidades estruturais
e funcionais da glandula, essas unidades sdo revestidas por epitélio cubico simples e interior
preenchido pelo coldide, sendo a tireoglobulina (TG) a principal componente. A tireoglobulina ¢
uma glicoproteina iodada sintetizada exclusivamente na célula tireoideana, com alto peso
molecular (660 kDa) constituida de duas subunidades (3, 4). O epitélio folicular também contém
aproximadamente 10% de células parafoliculares ou células C dispersas, estas produzem o
hormonio calcitonina (4).

A partir da TG sao produzidos os hormonios T3 (triiodotironina) e T4 (tiroxina), estes
agem por meio de receptores nucleares e estimulam o metabolismo energético, especialmente no
figado e nos musculos (5). A TG ¢ produzida no reticulo endoplasmatico e ¢ secretada por
exocitose para o limen do foliculo (Figura 1). O iodeto inorganico ¢ captado pelo canal Na/l ou
proteina NIS que apresenta 13 dominios transmembrana, promovendo a entrada de iodeto
extracelular na célula folicular, esse iodeto se difunde para o coloide transportado pela proteina
pendrina (PDS), no lumen o iodeto ¢ oxidado pela tireoperoxidase (TPO) e ¢ incorporado aos

residuos de tirosina da molécula de TG. Em condicdes fisioldgicas normais a reabsorcao do
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coldéide ocorre por micropinocitose e formacdo de vesiculas endociticas; no interior da célula
folicular a TG ¢ hidrolisada e libera T3 e T4, que saem da célula por difusdo simples e entram na

corrente sanguinea (Figura 1) (1, 6).

Thyroid follicular cell

doplasmic
reticulum

"y,
/e
) Thyroxine

o- R

Trﬁodoth yronine

Figura 1- Sintese de hormdnios da tircoide. Fonte: Medical Physiology: A cellular and molecular approach,
Elsevier/Saunders, pp. 1300. Boron e Boulpaep, 2003 (6).

Esses hormonios (T3 e T4) depois de entrarem na corrente sanguinea irdo agir em varios
orgdos diferentes e atuar no metabolismo dos processos bioldgicos, sdo também fundamentais
para o desenvolvimento. O hormonio tireoideano age por meio de ligagdo a receptores nucleares,
denominados elementos responsivos ao hormoénio tireoideano, podendo aumentar ou reprimir a
transcri¢do génica especifica. Também exerce agdes de estimulo da diferenciagdo e proliferagdo
celulares, desempenhando provavel papel na transformagdo neoplasica induzida por radiagdo ou

substancias carcinogénicas (3).
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1.2- Carcinoma de Tireoide: Epidemiologia e Diagndstico

O carcinoma de tireoide ¢ o quarto mais comum em mulheres, sendo precedido pelo
carcinoma de mama, colo do tutero e colon (7) (Figura 2). O cancer de tireoide pode originar-se
das células tireoideanas foliculares (CP- carcinoma papilifero ou CF- carcinoma folicular) ou das
células parafoliculares (carcinoma medular) (8). Os carcinomas que se originam de células
foliculares sdo os mais comuns, compreendendo aproximadamente 90-95% do total dos

carcinomas de tireoide.

Localizacdo primaria  casosnovos  percentual Localizacdo primaria casos novos  percentual
e I . Mama Feminna 2680 0%
o i Homens Mulheres ,
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Cdlon e Reto 14.180 7,3% Colon e Reto 15.960 8,4%
Estomago 12,670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  10.110 5,3%
Es6fago 7.770 4,0% Estomago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovario 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% Corpo do Utero 4.520 2,4%
Linfoma néo Hodgkin 5.190 2,7% Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Linfoma ndo Hodgkin 4,450 24%

Figura 2- Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cadncer mais incidentes estimados para 2012 por sexo, exceto
pele ndo melanoma. Fonte: Modificada de http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/ (7).

O CP representa o subtipo histologico mais freqiiente (75-80%), seguido pelo CF (15%) e
ambos sdo referidos como carcinomas diferenciados (9, 10). Os CP englobam um subgrupo com
as formas variantes, correspondendo a 15 a 20% dos CP. Este subgrupo ¢ composto pelos tumores
mistos (papilifero associado a folicular) e pelas variantes folicular, esclerosante difusa, de células
altas, de células colunares e encapsulada. A forma tipica apresenta usualmente um bom
progndstico, com uma taxa de mortalidade inferior a 10% e uma taxa de sobrevida em 20 anos de

95%. Ja as variantes esclerosante difusa, de células altas, de células colunares apresentam um
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progndstico mais reservado. No curso da doenca, os CP apresentam recorréncias locais em 5-20%
dos casos e em 2/3 dos casos ocorre invasdo de vasos linfaticos e da cadeia ganglionar ipsilateral
com disseminagdo linfatica. Metastases a distancia ocorrem somente em 5 a 10% dos casos (11,
12).

Os CF tém incidéncia maior nas areas iododeficientes, sdo considerados mais agressivos
que os CP, no entanto, ambos apresentam progndstico semelhante quando comparados com a
idade e o estadio tumoral. Eles podem ser classificados como minimamente invasivo
(encapsulado) ou muito invasivo, que modifica bastante o prognostico. O tumor minimamente
invasivo ¢ definido como maligno, devido a invasdo vascular e de toda espessura da cépsula. Pela
citologia este tumor pode ndo ser distinguido de lesdes benignas (13).

Os CF invadem vasos sanguineos e raramente vasos linfaticos (10%). A disseminagdo ¢
hematogénica, acarretando muito mais metdstases a distancia, sobretudo para pulmio, ossos e
menos comumente para cérebro e figado (14).

Os CF apresentam as variantes de células de Hiirthle (células oxifilicas), de células claras e
o carcinoma insular. Os CF apresentam sobrevida em torno de 70 a 80%. J4 o carcinoma insular e
a variante de células de Hiirthle apresentam progndstico menos favoravel. Os carcinomas
anaplasicos sdo indiferenciados, tém o pior progndstico e incidem em menos de 1% dos casos. Os
carcinomas medulares se originam a partir das células parafoliculares (células C) e apresentam
incidéncia em torno de 5% do total dos tumores tireoidianos malignos (10). Por fim o linfoma
tireoidiano, que ¢ uma condicdo ainda mais rara, representa menos de 1% da casuistica (15).

O exame de ultrassom (US) ¢ muito empregado no diagnodstico dos nddulos tireoidianos
benignos e malignos e das metastases cervicais. Muitas vezes o ndédulo ¢ descoberto a partir de um
US de rotina. No entanto, seus achados s@o muito inespecificos para caracterizagdo do nodulo,
quanto a sua natureza necessitando de confirmacao citoldgica ou histolégica (16). A aspiragdo por
agulha fina (PAAF) ¢ a forma mais acessivel, do ponto de vista custo-efetividade, para distinguir
lesdes benignas de malignas, mas em alguns casos a pun¢do ndo ¢ conclusiva. Por exemplo, em
2010 Jo et al. (17) investigaram 3.080 casos de PAAF, 7% foram conclusivas para malignidade e
59% benignas, totalizando 66%. Os outros 34% foram de resultados inconclusivos, ou seja, lesdes
foliculares atipicas de significado indeterminado, suspeita de neoplasia ou suspeita de
malignidade. Em 2011 Piana et al. (18) investigaram 18.359 PAAF e concluiram que 12,1% nao

foram diagnosticados e 7,9% foram indeterminados, totalizando 20%. Com base nestes dois
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estudos podemos concluir que aproximadamente 20% dos casos ndo poderdo ser diagnosticados
com base na citologia, dependendo assim de tireoidectomia para a realizacdo da biopsia
conclusiva, portanto, ¢ necessario o desenvolvimento de novos biomarcadores para auxiliar o
diagnostico do carcinoma de tireoide previamente a cirurgia. Muitas tecnologias tém sido usadas
para a descoberta de novos marcadores tumorais, tais como hibridoma, SAGE, SELEX e Phage

Display, essa tlltima foi utilizada no presente trabalho.
1.3- Obtencao dos peptideos por Phage display

Bacteridfagos ou fagos sdo virus que infectam apenas bactérias, a particula de fago M13 ¢
formada por uma fita simples de DNA envolta por uma capa protéica constituida por cinco
proteinas (p3, p6, p7, p8 € p9) (19) (Figura 3). Nas bibliotecas utilizadas no presente trabalho os
peptideos de 12 (Ph.D.-12) ou 7 (Ph.D.-C7C) aminoacidos foram apresentados na proteina 3 (p3).

07 pB p&

/
B e
pﬁf ”’..--"..--",..-.:-'.--' MMW_#
DNA p3 —

Figura 3- Desenho representativo de um bacteriofago filamentoso demonstrando o DNA fita simples e as proteinas
do capsideo. Figura retirada do site: http://bioinfo2010.wordpress.com/2009/07/08/vector-bacteriophage-lambda-and-
m13-7th-april/(20).

Bibliotecas de peptideos randomicos apresentados por fagos compreendem um vasto
namero (10" a 10°) de peptideos de um dado tamanho, onde suas seqiiéncias sio geradas
aleatoriamente por uma variedade de residuos de aminodcidos em cada posi¢cdo. Os peptideos
expressos, em forma linear ou conformacional, sdo capazes de mimetizar estruturas
conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos. A construgdo dessas bibliotecas ¢ feita
principalmente pela insercdo de oligonuclotideos degenerados, sintetizados quimicamente, no

gene que codifica a proteina do capsideo (21-23).
26



Essas bibliotecas podem ser adquiridas comercialmente o que garante a melhor
manutencdo da variabilidade. As bibliotecas de peptideos comerciais de 7 e 12-mer apresentam
uma complexidade de 2 bilhdes de clones independentes, que contém muitas se ndo todas as
1,28x10° possiveis sequéncias heptapeptidicas nas bibliotecas de 7-mer ¢ C7C-mer e 4,1x10"
sequéncias possiveis nas bibliotecas 12-mer (24).

Na sele¢@o dos peptideos ligantes a células de carcinoma papilifero de tireoide (linhagem
celular NPA) foram utilizadas duas bibliotecas comerciais Ph.D.-12 ¢ Ph.D.-C7C. O processo de
selecdo foi adaptado de Giordano et al. (25) e ocorreu conforme o esquema apresentado na Figura
4. Apods a selecdo e sequenciamento do DNA dos fagos estes foram testados e baseados em
ensaios de pre-screening anteriormente realizados por meio da tecnologia de Phage Display (26,

27) o clone CaT12 demonstrou melhores resultados e por isso foi avaliado no presente trabalho.
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Figura 4- Esquema ilustrativo do processo de selegdo por Phage Display utilizado para encontrar os peptideos
testados no presente trabalho. Ph.D.-12= Biblioteca comercial de Phage Display apresentando 12 aminoacidos
lineares na regido da p3. Ph.D.-C7C= Biblioteca comercial de Phage Display apresentando 7 aminoacidos
conformacionais na p3. Figuras geométricas (tridngulo, circulo, cruz, quadrado) = fagos apresentando diferentes
peptideos. ER2738= cepa de E. coli utilizada para amplificar os fagos. CaT1 a CaT55= diferentes clones selecionados
com a biblioteca Ph.D.-12. CaT56 a CaT105= diferentes clones selecionados com a biblioteca Ph.D.=C7C.
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1.4- Biomarcadores para o cancer

Muitos biomarcadores tém sido usados para ajudar no diagndstico e prognostico de
diversos tipos de cancer, tais como o PSA, RE, RP, c-erbB-2, tireoglobulina e diversas
citoqueratinas, por exemplo as CK7 e CK20. Para o cancer de os biomarcadores que até a data
parecem produzir o maior sensibilidade e especificidade incluem HBME-1, CK19, Gal-3 e c-met
proto-oncogene (28).

Em carcinomas em especial, as citoqueratinas tém um papel fundamnetal. As células
epiteliais possuem trés tipos principais de filamentos do citoesqueleto, sdo eles: microfilamentos,
filamentos intermedidrios e microtibulos (29). As citoqueratinas (KRT) sdo protéinas que fazem
parte do filamento intermédiario do citoesqueleto e estdo expressas de acordo com o tipo € com o
grau de diferenciacdo celular dos epitélios (30). Essas protéinas primeiramente foram divididas
em dois grandes subgrupos: queratinas do tipo I (ou acidas) numeradas de 9 a 19 e do tipo II
(bésicas), numeradas de 1 a 8; outras queratinas foram sendo identificadas (31, 32), incluindo
queratinas especificas de foliculo (33). Depois de 30 anos de caracterizagdo das queratinas s@o
conhecidas 54, incluindo 28 do tipo I € 26 do tipo II (29).

Como parte do citoesqueleto, as queratinas fornecem estabilidade mecanica e integridade
das células epiteliais e dos tecidos, essas proteinas funcionam como "andaimes" supra celulares
capazes de ligar as aderéncias desmossomais célula a célula; além disso, as queratinas sao
responsaveis por proteger as células epiteliais contra o estresse mecdnico € agem como
plataformas de sinalizacdo. Apesar do pouco conhecimento a respeito, alguns estudos tém
demonstrado que queratinas distintas emergem como suportes altamente dindmicos, em diferentes
contextos, contribuindo para determinar o tamanho da célula, o controle na traducdo, na
proliferacdo e no transporte de organela tipo célula especifica, e algumas queratinas estdo
envolvidas na transformagao celular maligna em resposta a diversos estresses (34-36).

Queratinas funcionam como plataformas de sinalizagdo devido sua interacdo com
moléculas especificas e principalmente porque a expressdo das queratinas mudam rapidamente
durante a diferenciagcdo, como por exemplo em injlria tecidual e metastase quando as células da
camada basal da epiderme expressam KRT10, a expressio de KRTI/KRT10 impede a morte
celular permitindo a diferenciagdo celular (37, 38).

Células epiteliais adultas sdo capazes de expressar mais de 10 tipos de diferentes
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queratinas (39), mas os pares de queratinas sdo expressadas em tecidos especificos. Normalmente,
células basais expressam as queratinas 5 e 14, epitélios estratificados em condigdes de
hiperproliferagcdo expressam as queratinas 6 € 16 e as queratinas 1 e 10 em diferenciagdo celular
(35).

Devido ao perfil de expressdo das queratinas nos diferentes tecidos epiteliais e a
manuten¢do do perfil de expressdo em determinados tumores, estas t€ém sido amplamente
utilizadas para discriminar patologicamente os tumores em diagnodsticos imunohistoquimicos,
para selecionar o tratamento apropriado e até mesmo para descobrir a origem da metastase (29,
30).

Muitos adenocarcinomas expressam KRT8, KRT18 e KRT19, mas a expressdao de KRT7 e
KRT20 ¢ variavel , por exemplo em adenocarcinomas de colon e reto mais avangados (30, 40) sdo
expressas as queratinas KRT7 e KRT20, nos carcinomas de pancreas, trato biliar, esdfago e
estomago expressam KRT7 e mais de 65% expressam KRT20 (41), mas os adenocarcinomas de
ovario, endométrio e pulmao sdo negativos para KRT20 (30), ja os adenocarcinomas de prostata e
figado sdo negativos para ambas (42). Na Figura 5, estdo apresentadas as principais queratinas
utilizadas no diagndstico de diferentes tumores malignos.

No cancer de tireoide a expressdo de algumas queratinas ja foram investigadas, Weber et
al. (43), encontraram a citoqueratina 20 expressa no tecido dos carcinomas e o teste foi negativo
para os nddulos benignos, também encontraram a KRT20 expressa no sangue periférico (43).
Quase todos os tumores de tireoide (papilifero, folicular e subtipos do medular) e dois tergcos dos
mesoteliomas malignos sdo positivos para KRT7 e negativos para KRT20 (44). A queratina 19
também consegue distinguir carcinomas papiliferos de adenomas e carcinomas foliculares (45). O
uso combinado de KRT19, Gal-3 e HBME-1 tém valor diagnostico pratico na distingdo de
nddulos malignos de benignos (46-49). Mas, outros estudos devem ser feitos para analisar a
expressdo destas queratinas no cancer de tireoide, visto que estdo sendo relacionadas a
malignidade de outros tumores como adenocarcinoma de prostata (50), carcinoma oral (51),

esofago (52) e mama (53, 54).
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Figura 5- Expressdo de queratinas em orgéos especificos usadas no diagndstico de carcinomas. Esquema mostrando
as principais queratinas utilizadas para o diagndstico de tumores malignos em diferentes 6rgédos. K= queratina. Fonte:
Modificada de Karantza, 2011; (29).

1.5- Uso de peptideos como carreadores de drogas

Novos sistemas de entrega de drogas tém sido desenvolvidos para que a agdo do
medicamento seja mais especifica, diminuindo os efeitos colaterais e potencializando a ag¢do do
principio ativo. No tratamento dos canceres isso seria ideal para que os tecidos saudavéis ndo
tenham danos. Os tratamentos envolvendo os sistemas entregadores de drogas podem ser
divididos em duas categorias: passivo e ativo. No tratamento passivo o agente terapéutico ¢
incorporado dentro de uma macromolécula ou nanoparticula (podendo receber também o nome de
nanocapsulas), que circulam na corrente sanguinea e sdo acumuladas dentro do tumor (55).

Para que as nanoparticulas possam circular tempo suficiente dentro do organismo elas ndo
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podem ser reconhecidas pelo sistema imunologico. Uma das técnicas mais utilizadas para
aumentar o tempo de circulagcdo no corpo € cobrir a nanoparticula com polietilenogligol. Catéteres
podem ser utilizados para injetar as nanoparticulas com o agente terapéutico diretamente no
tumor. No tratamento ativo, o agente terapéutico ¢ conjugado com uma nanoparticula que possui
um ligante (anticorpo) que reconhece especificamente os antigenos relacionados as células do
cancer (56, 57).

Virios tipos de nanoparticulas tém sido utilizados no diagndstico e na terapia do cancer,
como por exemplo, as inorganicas (nanoparticulas de ouro, nanoparticulas magnéticas),
poliméricas (micelas, quitosana), lipidicas soélidas, lipossomas, nanotubos de carbono, pontos
quanticos, assim como os conjugados envolvendo essas nanoparticulas (58).

Napimoga et al. desenvolveram uma nanocédpsula contendo 15d-PGJ, em uma nova
formulagdo conjugada com um polimero, essas nanocdpsulas potencializaram a acdo da droga
produzindo maior efeito anti-inflamatério (59, 60).

Virias nanoparticulas tém sido desenvolvidas para o tratamento de cancer, algumas

utilizando anticorpos ou peptideos para auxiliar na entrega especifica do farmaco (61-67).
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2- Objetivos

2.1- Objetivos Gerais

Validar o peptideo selecionado por Phage Display CaT12, ligante de carcinoma papilifero

de tireoide e avaliar em nodulos tireoidianos os possiveis alvos deste peptideo.

2.2- Objetivos Especificos

- Investigar qual(is) a(s) proteina(s) sdo reconhecida(s) pelo peptideo CaT12.

- Verificar os niveis de transcri¢do do genes que expressam as proteinas ligantes ao CaT12
por tempo real.

- Testar a citotoxicidade do peptideo CaT12 (Ensaio de MTT).

- Promover o estimulo de células totais do bago de camudongos com o peptideo CaT12.

- Testar a citotoxicidade da droga 15d-PGJ, em células da linhagem TPCl.

- Escolher outros clones reativos com membrana celular para uso em diagndstico.
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3- Material e métodos

3.1- Amostras biologicas

3.1.1- Laminas de Tissue Micro Array (TMA)

As laminas de TMA foram doadas pelo Hospital A.C. Camargo depois que o projeto foi

aprovado pelo Comité de Etica deste hospital e da Universidade Federal de Uberlandia (ANEXO

I). Foram utilizadas 7 tipos de laminas de TMA (Tabela 1) com os seguintes tecidos: carcinomas

(tireoide, prostata, mama e rim), benignas (nevos atipicos e comum) e tecidos ndo neoplasicos.

Tabela 1- Casuistica de pacientes que compdem os TMAs utilizados.

Numero das | Conteudo das laminas Numero de pacientes
laminas de
TMA
Nodulos tireoidianos Normal - 15
Bocio- 53
1 Adenoma folicular- 54
Carcinoma papilifero- 69
Carcinoma folicular 41
2 Adenocarcinoma de préstata | 57
3 Carcinoma de mama 53
4 Carcinoma de mama 136
5 Carcinoma de rim 35
6 Nevos comuns e atipicos Comuns- 29
Atipicos- 12
7 Tecidos ndo neoplasico Total de 206 tecidos sem neoplasia, sendo 5
amostras de cada tecido humano.

3.1.2- Cultivo de linhagens celulares

As linhagens celulares de carcinoma papilifero de tireoide (TPC1 e NPA) foram doadas

pela professora Dra. Janete Cerutti da UNIFESP, ambas foram cultivadas em RPMI

complementado com 10 % de soro fetal bovino.
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3.1.3- Tecidos tumorais: Extracio de proteinas e RNA

Os tecidos tumorais também foram coletados no Hospital A.C. Camargo e as extragdes de
proteina (Tabela 2) e RNA (Tabela 3) foram realizadas no Laboratoério de Macromoléculas do
mesmo, onde todos os casos foram revisados e microdissecados antes de serem separados para as

extracoes.

Tabela 2- Identificagdo de pacientes utilizados para a composi¢do de pools de proteinas, utilizados para ensaios de
captura de proteinas.

Paciente Diagnéstico
124 Bocio coloide
125 Boécio coloide
Pool Bécio Coloide 126 Bocio coloide
127 Bocio coloide
128 Bocio coloide
96 Carcinoma papilifero variante folicular
101 Carcinoma papilifero classico
Pool Céncer papilifero 106 Carcinoma papilifero variante folicular
108 Carcinoma papilifero variante folicular
113 Carcinoma papilifero variante folicular

A extracdo das proteinas foi feita utilizando o kit ProteoJet Membran Protein Extraction
(Fermentas). As proteinas extraidas foram quantificadas pelo método Bradford (Kit Biorad). Apos
isso foi feito um gel de SDS-PAGE poliacrilamida 12% para observar a qualidade das proteinas.

Para a extracdo de RNA foi utilizado o kit RNeasy (Qiagen, USA). Apds a extracdo o
RNA foi quantificado por Nanodrop.
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Tabela 3- Casuistica de pacientes com nédulos tireoidianos microdissecados utilizados na extragdo de RNA para
realizacdo de PCR em tempo Real.

Tipo de tecido Tipo de carcinoma e numero de pacientes Total
Malignos Carcinoma papilifero classico- 32 64
Carcinoma papilifero de variante folicular- 32
Benignos Bocio- 24 38
Adenoma- 14
Ndo neoplasico 12 12

3.1.4- Extracio de proteinas da linhagem celular TPC1

As proteinas das células (TPC1) foram extraidas com o tampao TNN (100 mM TRIS-HCI
pHS, 250 mM NaCl, 0,5% triton com adi¢do de inibidores de protease imediatamente antes do
uso), as células foram incubadas no tampao por 30 minutos no gelo e em seguida centrifugadas a
15500 g por 15 minutos, depois o sobrenadante foi coletado.

Em seguida as proteinas foram quantificadas pelo método Bradford (Kit Biorad). Apds

isso foi feito um gel de SDS-PAGE poliacrilamida 12% para observar a qualidade das proteinas.

3.2- Amplificacdo do fago CaT12 e sintese do peptideo CaT12

O fago CaTl12 foi amplificado em meio LB (0,2g LB + 20 mL de agua destilada e
posterior esterilizacdo) com tetraciclina contendo uma coldnia (isolada) de Escherichia coli
linhagem ER2738 que havia sido previamente crescida sob agitagdo a 37°C até a fase early-log
(OD 600 ~ 0,3). O backup contendo o fago CaT12 foi incubado com o meio a 37 C por 4-5 horas
sob forte agitagdo. A cultura foi submetida a centrifugacdo a 10000 rpm por 10 minutos a 4 C ¢
recentrifugada para total separagdo das bactérias. Logo apos, 80% do sobrenadante foi transferido
para um tubo esterilizado e adicionou-se 1/6 do volume de PEG/NaCl (20% de Polietilenoglicol
8000 e 2,5 M de NaCl — solugdo estéril). Essa mistura foi incubada por 12-16 horas a 4°C,
decorrida a precipitagdo, centrifugou-se a solu¢do a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e recentrifugado, brevemente, outra vez para remocdo de

sobrenadante residual. O precipitado foi suspendido em 1 mL de PBS 1X e precipitou-se
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novamente com 1/6 do volume de PEG/NaCl incubando em gelo por uma hora. Centrifugou-se a
solugdo por 10 minutos a 14000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi descartado ¢ o precipitado foi
ressuspendido em 200 uL PBS, obtendo-se entdo o CaT12 amplificado, que foi utilizado para a
realizacdo da imunohistoquimica.

A sintese do peptideo CaTl2 biotinilado foi realizada pela empresa Invitrogen ™

(Carlsbad, California).

3.3- Imunohistoquimica

3.3.1- Reacdo de imunohistoquimica

Os cortes foram desparafinados em banho de xilol a 110°C e, a seguir, banhos
subseqiientes em xilol a temperatura ambiente. Logo apds este processo, as laminas foram
hidratadas em élcool etilico nas concentracdes decrescentes de 100%, 80%, 50% e lavadas por 5
minutos em agua corrente e destilada.

A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com trés banhos de dgua oxigenada a
10 volumes cada um, com dura¢do de cinco minutos, seguidas de lavagens em agua corrente e
destilada.

Para a recuperacdo antigénica foi utilizada panela a vapor, as ldminas foram imersas em
tampao citrato de soédio (10mM, pH 6,0) a 95°C durante 35 minutos. Apds esfriarem, lavou-se
por 5 minutos em agua corrente e destilada.

Para as laminas usadas na marca¢do com o peptideo sintético foi acrescentado o bloqueio
da avidina e biotina, utilizando um kit (Dako) 3 gotas de avidina por corte por 10 minutos a
temperatura ambiente, uma lavagem com PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 12 mM,
KH,PO4 1,2 mM, pH 7.4) 5 minutos e 3 gotas de biotina por corte 10 minutos seguida de lavagem
com PBS, as laminas com o fago ndo passaram por este bloqueio.

Bloqueou-se por 30 minutos a temperatura ambiente com leite em p6 3% (Molico
desnatado com calcio) diluido em agua destilada. Depois o excesso do leite foi retirado com agua

destilada e as laminas foram colocadas em PBS.
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Apos esta etapa, os cortes foram incubados em cAmara imida com o fago CaT12 (6 x 10')
ou peptideo biotinilado (10 pg) diluidos em tampao (Novocastra IHC Diluent) por 30 minutos a
37°C e posteriormente 4°C overnight.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas por quatro vezes em PBS por cinco minutos
cada vez, e posteriormente incubadas por uma hora a 37°C com anti-M13 (fago) ou estreptavidina
(peptideo) marcados com HRP 1:650.

Depois de trés lavagens em PBS, a revelacdo foi feita com DAB liquido (3-3° —
diaminobenzidine tetrahydrochloride, Dako) durante cinco minutos a temperatura ambiente.

Apds a revelagdo, as laminas foram lavadas em 4agua corrente e contra coradas com
hematoxilina de Mayer durante 30 segundos. Os cortes foram desidratados em banhos de alcool
etilico em concentragdes crescentes e diafanizadas em trés banhos de xilol, e a seguir foram

montadas com laminulas e resina Entellan.
3.3.2- Analise das lAminas de imunohistoquimica

As laminas foram analisadas por dois métodos diferentes que nomeamos de Visual (escore
dado baseado na observagcdo do patologista) e ACIS (quantificagdo do equipamento). Para a
analise visual consideramos a soma da intensidade (O=negativo, 1=positivo fraco, 2=positivo
moderado e 3=positivo forte) e da porcentagem das células coradas (0=nenhuma célula corada, 1=
<25% das células coradas, 2= entre 25% e 50% das células coradas, 3= entre 50% e 75% das
células coradas e 4= entre 75% e 100% das células coradas), sendo o maior escore possivel =7 e
considerado positivo valores maiores ou iguais a 5. As ladminas também foram quantificadas pelo
equipamento ACIS-III (Automated Cellular Imaging System; Chroma Vision Medical Systems,
Inc, DAKO, San Juan Capistrano, CA, USA) de acordo com a intensidade e ambos os valores
foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0.

Foram calculadas as porcentagens de positividade dos escores visual e ACIS e as
diferengas de reatividade entre os tecidos benignos e malignos de ambos os biomarcadores (fago
CaT12 e peptideo CaT12), foi utilizado Teste de Mann-Whitney (varidveis continuas e analises
ndo paramétricas). Curvas ROC (Receiver operating characteristics) foram construidas para
avaliar sensibilidade, especificidade, acurécia e areas sob a curva (AUCs) com 95% de intervalo

de confianga (CI).
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Na andlise visual e ACIS, foi utilizado o teste de Fisher para determinar a relacdo entre
fago CaTl2 ou peptideo sintético para os diferentes grupos de doencas. Foram usados os
parametros de sensibilidade e especificidade do Teste de Fisher para determinar os valores de cut-
off na analise da curva ROC. Probabilidades abaixo de 0,05 foram consideradas significativas.

Para as laminas de outros tipos de tecidos (tecidos normais, neoplasias benignas e

malignas) foram feitas apenas a andlise visual e porcentagem de positividade.

3.4- Ensaio de captura com Bead estreptavidina (MagnaBind™ Streptavidin Beads) para

identificacio do ligante

3.4.1- Proteinas das células TPC1

Para identificar o ligante do peptideo CaT12 foi feita a captura das proteinas com beads
magnéticos conjugados com estreptavidina, como o peptideo sintético tinha em sua composi¢ao
biotina, essa biotina se liga a estreptavidina do bead e o peptideo por sua vez captura as proteinas
alvo.

Neste ensaio foram utilizados 200 uL de bead, que foram lavados com TBS (Tampao Tris
salino) por trés vezes. Em seguida foram incubados com 150 ug de peptideo sintético biotinilado
CaT12 por 1 hora a 4°C. Depois foram adicionadas as proteinas extraidas das células TPC1 (500
ug) por 4 horas a temperatura ambiente. Apos esses procedimentos os beads foram lavados com

TBS por quatro vezes e eluidos com tampao glicina pH=2,2 por duas vezes de 10 minutos cada.

3.4.2- Proteinas de pacientes

Para esse ensaio foi usado 100 uL de bead em duplicata (Pool Cancer/Pool Bécio- Tabela
2), que foram lavados com PBS por 3 vezes. Em seguida os beads foram incubados com 150 ug
de peptideo sintético CaT12 por 1 hora a 4°C. Apos esta etapa foram adicionadas as proteinas de
tumores de pacientes (Tabela 2- 500 ug) por 4 horas a 4°C. Apos esses procedimentos 0s beads
foram lavados com PBS por 3 vezes e eluidos (por duas vezes) com 100 uL de tampao glicina 0,1

M pH=3,0 por 10 minutos.
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3.4.3- Identificacio das proteinas eluidas por sequenciamento LC- MS/MS

As proteinas eluidas foram precipitadas usando o Kit ProteoExtract (Calbiochem) e o
pellet foi liofilizado overnight. Apo6s a liofilizagdo o precipitado foi ressuspendido em bicarbonato
de amonio (50 mM, pH 8.0) e em solu¢do de tripsina (Mike Myers, Cold Spring Harbor
modificado por Brett S. Phinney, UC Davis Proteomics Core, Davis, CA, USA).

Os peptideos digeridos foram analizados usando LTQ-FT (Thermo Fisher Scientific)
acoplado com MG4 HPLC (Michrom, Auburn, CA, USA). Os dados brutos foram analisados

utilizando X! Tandem e visualizados usando Scaffold (Software Proteome, versao 3.01).

3.5- Analise da expressdo génica por PCR em tempo real: KRT2, KRTS5, KRT6A, KRT10 e
KRT14

A reagdo de transcriptase reversa (RT) foi preparada de acordo com as especificagdes do
Kit RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life Sciences).

Os iniciadores e sondas TagMan® inventoriadas estdo demonstrados na Tabela 4 (Applied
Biosystems Foster City, CA, USA), as reagdes foram executadas conforme as recomendagdes do
fabricante.

Nesta andlise foram utilizados 114 pacientes, sendo 12 controle negativos (usados como
calibradores), 38 com doenca benigna (24 com bécio e 14 com adenoma) e 64 com carcinoma
papilifero (32 CPVF e 32 CPC).

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
Inicialmente foi realizado o teste de normalidade para verificar a distribuicdo da amostra e em
seguida o teste de Mann-Whitney para comparar os grupos Maligno (carcinomas) e Benigno
(bocio e adenoma). Para estabelecer o cut-off formador da tabela de contigéncia foi feita a curva
ROC, sendo assim, foram calculados o risco relativo, odds ratio, sensibilidade, especificidade e
valores preditivos positivo e negativo.

Na analise dos resultados com os grupos separadamente (bocio, adenoma, CPC e CPVF)

foi usada ANOVA e o teste comparativo de Bonferroni.
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Tabela 4- Sondas usadas para analisar a expressdo génica das queratinas e do constitutivo (GAPDH).

Tipo de gene Gene Codigo

KRT2 Hs00166294 ml
Queratina tipo II KRTS5 Hs00361185 ml
KRT6A | Hs04194231 sl

Queratina tipo I KRT10 Hs01043114 gl

KRT14 Hs00265033 ml
Constitutivo GAPDH | Hs03929097 gl

3.6- Teste de citotoxicidade do peptideo CaT12 em células TPC1 e NPA (Ensaio de MTT)

A citotoxicidade do peptideo CaT12 foi avaliada pela viabilidade celular das culturas de
células de cancer papilifero de tireoide (TPC-1 e NPA) utilizando o ensaio de MTT como descrito
por Mosmann (68). Células (1x10* células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos, em
triplicata, com meio RPMI completo na auséncia ou presenca do peptideo em diferentes
concentragdes por 72 horas a 37°C e 5% CO,. Como controle foram usadas células sem
tratamento ou apenas meio de cultura. Posteriormente, foi adicionado 20 puL de azul de tiazolil
(MTT, Sigma Chemical Co.) e a placa foi incubada por 4 horas. O sobrenadante foi removido e as
particulas insoluveis de colorag@o roxa produzidas por células vidveis que metabolizaram o MTT
foram solubilizadas com 100 pL/pogo de solugdo acido cloridrico/isopropanol. Apés 5 minutos de
incubagdo, a densidade optica foi determinada a 570 nm em leitor automatico de placas (Biorad

2550 reader).

3.7- Estimulo de células do baco de camundongo com peptideo CaT12

O bago de um camundongo lisogénico foi retirado, lavado em PBS e macerado em meio
de cultura RPMI. Posteriormente, a solu¢do foi centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos e o
precipitado foi lavado com tampao de lise por 2 vezes. As células foram contadas, distribuidas em
placas (10° células por pogos) e incubadas por 72 horas com o peptideo CaT12 nas concentragdes
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I uM, 10 uM e 100 uM (foram feitos também os controles sem peptideos e com LPS). Os
sobrenadantes foram coletados e foi feita a dosagem do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)
utilizando o Kit ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) de acordo com as

recomendacoes do fabricante.

3.8- Teste de citotoxicidade da droga 15d-PGJ, (15-deoxy-A(12,14)-prostaglandin J2) em
células TPC1

Células TPC1 foram cultivadas em placas de 96 pogos em triplicata (1x10* células/pogo),
com meio RPMI completo na auséncia ou presenga do peptideo CaTl2 em diferentes
concentragdes (20, 10, 5, 2.5, 1.2 e 0.6 uM) por 72 horas a 37°C e 5% CO,. Células sem
tratamento ou apenas meio de cultura foram usadas como controle. Apoés, foi adicionado 20 pL de
azul de tiazolil (MTT, Sigma Chemical Co.) e a placa foi incubada por 4 horas. O sobrenadante
foi removido e as particulas insoluveis de coloracdo roxa produzidas por células viaveis que
metabolizaram o MTT foram solubilizadas com 100 pL/pogo de solugdo 4cido
cloridrico/isopropanol. Depois de 5 minutos de incubac¢do, a densidade dptica foi determinada a
570 nm em leitor automatico de placas (Biorad 2550 reader).

Foi feito também o ensaio de apoptose no citometro de fluxo com Anexina V-FITC depois

de incubar as células por 24 horas com a 15d-PGlJ..

3.9- Selecao de clones para reconhecimento de membrana das células TPC1 e NPA

3.9.1- Amplificacio dos fagos para ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Os fagos utilizados no ensaio de ELISA com sobrenadantes foram amplificados em meio
LB com tetraciclina e Escherichia coli linhagem ER2738 previamente crescida sob agitacdo a
37°C até a fase early-log (OD ¢ ~ 0,3). O backup contendo os fagos para teste foram incubados
separadamente em placas de 96 pogos overnight a 37 C por 4-5 horas sob forte agitagdo.
Posteriormente as placas centrifugagdo a 3700 rpm por 40 minutos a 4 C e recentrifugada para
total separagdo das bactérias, esses sobrenadantes de cultura dos 105 diferentes fagos foram

testados nas células TPC1 e NPA separadamente.
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Para o ELISA com os fagos purificados foi utilizado o mesmo protocolo descrito no item

3.2 para cada clone a ser testado.

3.9.2- ELISA de células inteiras

As células NPA e TPCl foram tripsinisadas, lavadas com PBS e fixadas com
paraformaldeido 3,7% por 10 minutos, depois foram lavadas duas vezes com PBS e entdo
divididas em placas de 96 pogos, com 10* células em cada well e com volume final de 50 pL.
Depois adicionamos 100 pL dos fagos a serem testados (sobrenadante ou 6 x 10'' fagos/pogo) e as
placas foram incubadas por 1,5 horas a 37°C.

Em seguida as placas foram lavadas trés (ELISA com sobrenadante de fagos) ou quatro
vezes (ELISA de fagos purificados) com PBS, para cada lavagem acrescentamos 200 uL de PBS e
centrifugamos as placas a 1200 rpm por 10 minutos para que o sobrenadante pudesse ser
descartado. Posteriormente as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C com anti-M13 marcado
com peroxidase (Ge Healthcare), diluido em tampao bloqueio (PBS/BSA 3%) na concentragdo de
1:5000. Ao final da incubacdo, as placas foram novamente lavadas por duas vezes com PBS (trés
vezes para fagos purificados) e a revelagdo ocorreu pela adicdo de Tampao Citrato-Fosfato 0,1M
pH 5,0 suplementado com H,0, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD) a 1 mg.mL™. A reagéo foi
interrompida pela adi¢do de 4cido sulfurico 2 N e a OD foi obtida em leitor de placas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) a 492 nm. Para a normalizagdo dos resultados foi

considerada a subtragdo dos valores do ODrago seivagem (ODfago teste = ODfago selvagem)-
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4- Resultados

4.1- Validacao do biomarcador CaT12: Imunohistoquimica com fago e peptideo em tecidos

tireoidianos

Foram utilizadas trés laminas de Tissue Micro Array contendo os mesmos tecidos
tireoidianos de 232 pacientes (Tabela 1), foram testados além do fago CaT12 e peptideo sintético
biotinilado CaT12 o fago selvagem (fago que ndo apresenta peptideo na p3).

A reatividade do peptideo CaT12 sem a presenga das proteinas do fago foi confirmada
utilizando peptideo sintético e testado contra os mesmos tecidos de carcinoma papilifero de
tireoide. A Figura 6 mostra a marcacdo positiva do peptideo sintético CaT12 (6-Al) e do fago
CaT12 (6-A2) contra o tecido de CP, e a auséncia de coloragdo contra o tecido de bocio (6-Bl e
6-B2), respectivamente. Além disso, ndo foi observado nenhuma imunoreatividade do fago
selvagem contra o tecido maligno e benigno como demostrado na figura 6-A3 e 6 B3.

Ao analisarmos a reatividade da imunohistoquimica, tanto visual como pelo sistema ACIS
(Tabela 5), foi verificado que houve uma maior positividade do peptideo sintético quando
comparado com o fago CaT12 para os tecidos de carcinomas papiliferos (classico e de variante
folicular) e uma menor porcentagem de positividade nos tecidos sem doen¢a maligna (normal,
bdcio e adenoma). No entanto, para o CF foi observado uma menor positividade do fago CaT12
quando comparado com o peptideo sintético CaT12, enquanto que para o adenoma folicular, o

peptideo sintético CaT12 apresentou uma maior positividade.
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Figura 6- Imunohistoquimica com CaT12 em tecidos tircoidianos. A- Cancer papilifero de tireoide: Al- Peptideo
CaT12; A2- Fago CaT12; A3- Fago selvagem. B- Bocio Nodular: B1- Peptideo CaT12; B2- Fago CaT12; B3- Fago
selvagem. (400x).

Tabela 5- Positividade do clone CaT12 em nédulos benignos (bocio e adenoma folicular) e malignos considerando a
analise visual e ACIS.

BENIGNOS MALIGNOS
NORMAL BOCIO AF CPC CPVF CF
CaTl12
P/N Positivity P/N  Positivity | P/N  Positivity | P/N  Positivity | P/N  Positivity | P/N Positivity
I FAGO 0/15 0% 9/53 16,98% 9/54 16,67% | 36/36 100% 26/32  81,25% 7/41 20,00%
<
7
S | PEPTIDEO | 0/15 0% 12/42  28,57% | 19/48  39,58% | 31/33  93,94% | 1825  72,00% | 27/39 69,23%
FAGO 0/2 0% 13/47  27,66% 8/54 14,81% | 34/36  94,44% | 27/33  81,82% | 10/41 24,39%
%)
g
PEPTIDEO | 0/15 0% 12/44  2727% | 21/47  44,68% | 32/35 91,43% | 22/30  73,33% | 28/40 70,00%

Abreviagdes: Normal= tecido nfo neoplasico; CP= carcinoma papilifero de tirecoide; AF= adenoma folicular; CPC=
tipo classico CP; CPVF= variante folicular CP; CF= carcinoma folicular; P= numero de pacientes positivos; N=
ntmero total de pacientes. Cut-offs para diferentes padrdes de andlise da positividade na imunoistoquimica. Peptideo>
57,87. Fago> 45,68.
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Em relagdo aos parametros diagnosticos (SEN, ESP, VPP e VPN), os valores de cut-off
para o fago e peptideo CaT12 foram escolhidos baseados na analise da curva ROC. Como pode
ser observado na Tabela 6, tanto no método visual como no ACIS, o fago CaT12 apresentou uma
melhor sensibilidade e especificidade para CPC e CPVF quando comparado com o peptideo
sintético CaT12. Contudo, quando se analisa todas variantes de cancer de tireoide juntas, o
peptideo sintético apresenta maior sensibilidade. Quando analisamos CPC, CPVF e CF juntos a
sensibilidade do teste diminui comparado a analise do CPC.

Ambos, fago e peptideo CaT12 foram capazes de identificar malignidade entre as lesdes de
padrdo folicular (Bocio, AF, CPVF e CP) e discriminaram estas lesdes com acuricia

consideravéis, como demonstrado na Tabela 7.

Tabela 6. Parametros de diagnostico para analise da imunohistoquimica do fago CaT12 e peptideo CaTl2 em
nédulos benignos (bocio nodular e adenoma folicular) e malignos (carcinoma diferenciado de tireoide e subtipos
histologicos).

CPC CPC e CPVF CPC, CPVF e CF
5 _ 5 _ 5 _
CaTl12 Cut-off S s "E S Q s J’E S Q S J’E S
Z |z |28 2 |5 |£5812 |5 |£§9
A8 g2 |8 )8 528 |8 |tz
> > >
66,67° 77,50° 79,55%
FAGO - 100 85,12 b 91,18 85,12 b 64,22 85,12 b
j 100 94,50 72,54
=) -
2] 50,00% 61,25° 71,30°
> | PEPTIDEO - 93,94 70,48 b 84,48 70,48 b 78,35 70,48 b
97,37 89,16 77,89
FAGO >45,68 94,44 79,61 94,17¢ 88,41 79,61 91,15°¢ 55,00 79,61 72,50°
wn
2
PEPTIDEO | >57,87 91,43 68,87 83,53°¢ 83,08 68,87 79,65°¢ 78,10 68,87 76,23°¢

Abreviagoes: CPC= CP tipo classico, CPVF= variante folicular do CP; CF= carcinoma foliculars), SEN=
sensibilidade, ESP= especificidade, VPP*= valor preditivo positivo, VPN’= valor preditivo negativo, ACC = acuricia.
O cut-off empregado para o escore Visual foi determinado pelo teste exato de Fisher, para a analise ACIS foi utilizado
a analise da curva ROC.

49



CaT12 foi inversamente correlacionado com a idade dos pacientes (r de Spearman= -
0.2469, p= 0.0197) e foi diretamente correlacionado com ocorréncia de metastase (r de
Spearman=0.3585, p= 0.0039). Com os testes realizados ndo foram encontradas nenhuma outra

associacdo entre CaT12 e caracteristicas clinicas e tumorais.

Tabela 7. Valores diagnosticos do fago CaT12 e do peptideo CaT12 para discriminar os diferentes subtipos
histolégicos na analise ACIS.

Variavel P* Sensibilidade (%)  Especificidade (%) Acuracia(%)
CPC x CPVF 0,2691 91,67 18,18 57,74
®) CPVF x AF <0,0001* 81,82 85,19 91,92
E CPVFx CF <0,0001* 78,79 75,61 88,77
CPVF x Bécio <0,0001* 81,82 72,34 83,11
CPC x CPVF 0,0199* 91,43 26,67 66,86
% CPVF x AF 0,0254* 76,67 55,32 65,18
e CPVFx CF 0,8680 73,33 30,00 51,17
& CPVF x Bécio <0,0001* 73,33 70,45 78,48

Abreviagoes: AF= adenoma folicular; CPC= tipo classico CP; CPVF= variante folicular CP; CF= carcinoma
folicular); *= P<0,05.

4.2- Valida¢do da imunohistoquimica: Tecidos normais, benignos e malignos de varios

tecidos humanos

Para validar o peptideo CaT12 foram utilizados outros tecidos normais e tumores benignos
e malignos como visualizados na Tabela 8 e Figura 7, demonstrando pouca ou nenhuma
positividade nos tecidos normais e lesdes benignas.

Na Figura 7 podemos observar em Al, A2 e A3 positividade e em Bl, B2 e¢ B3
negatividade, para carcinoma de mama, carcinoma de prostata e carcinoma de rim,
respectivamente. As porcentagens podem ser visualizadas na Tabela 8, para tais valores

consideramos a analise visual, exatamente igual a descrita para os tecidos tireoidianos. A lamina
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de TMA numero 7 continha tecidos ndo neopldsicos com cinco amostras de individuos diferentes
em duplicata. Existem exemplares de quase todos os tecidos corporais, como 0ssos, cartilagens,
musculo, gordura, aparelho reprodutivo, digestorio, respiratorio, circulatorio, nervoso, juntamente

com glandulas e anexos, ao todo sdo 47 diferentes tipos teciduais.
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Figura 7. Imunohistoquimica com peptideo CaT12 em diferentes tecidos. Positivos: Al-Rim; A2-Prostata; A3-

Mama. Negativo: B1-Rim; B2-Prostata; B3- Mama. Tecidos ndo neoplasicos: Positivos: C1- Bexiga; C2- Epitélio

respiratorio; C3- Intestino delgado. Negativo: D1- Paratireoide;

D3- Musculo.

D2- Nevo;

B
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Tabela 8. Analise visual da positividade do peptideo CaT12 na imunoistoquimica em diversos tecidos. *Tecidos sem
neoplasia de varios 6rgdos humanos.

Analise Visual
Diagnéstico histopatologico

N Positividade (%)
Nevos atipicos 12 0%
Nevos comuns 29 3,45%
Tecidos ndo neoplasicos * 206 15,53%
Nao malignos Mama normal 5 0%
Prostata normal 5 0%
Rim normal 5 60%
Total 262 13,74%
Carcinoma de mama 189 53,96%
Malignos Carcinoma de prostata 57 70,18%
Carcinoma de rim 35 74,29%
Total 281 59,79%

4.3- Identificacdo das proteinas ligantes ao peptideo CaT12

Para a identificagdo das proteinas ligantes ao peptideo CaT12 foram feitas dois ensaios
separados, o primeiro com proteinas extraidas das células TPC1 (Tabela 9) e o segundo com
proteinas extraidas de tecidos de pacientes com carcinomas e bocios (Tabela 10).

Comparando os resultados das duas tabelas (Tabela 9 e 10) podemos observar que as
queratinas (KRT1, KRT2, KRT5, KRT6A, KRT9, KRT10 e KRT14) e a SI00A18 se repetiram
quando comparado com as proteinas identificadas no experimento utilizando as proteinas de

pacientes. Outras proteinas também foram encontradas como demonstrado na Tabela 10.
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Tabela 9. Proteinas identificadas por sequenciamento apds a imunoprecipitagio.

Nome da proteina Numero de acesso MW (KDa)
Queratina, tipo II citoesqueleto 1~ P04264 66
Queratina, tipo I citoesqueleto 9 P35527 62
Queratina, tipo I citoesqueleto 10  P13645 59
Queratina, tipo I citoesqueleto 14  P02533 52
Queratina, tipo II citoesqueleto 2~ P35908 65
Hornerin (S100A18) Q86YZ3 282
Queratina, tipo II citoesqueleto 6A P02538 60
Queratina, tipo II citoesqueleto 5 P13647 62

Tabela 10- Resultado do sequénciamento das proteinas capturadas pelo peptideo CaT12 ligado aos beads magnéticos.
Nas colunas Pool Cancer e Pool Bocio (Pacientes utilizados demonstrados na Tabela 2) podemos observar a
quantidade de peptideos encontrados que tinham similaridade com a proteina descrita (incluindo as repetigdes do
mesmo peptideo).

Nome da proteina Numero MW  Pool  Pool
de acesso (KDa) cancer bocio
Vimentina P08670 54 38 8
Proteina marcadora de olfato P47874 19 3 0
Proteina queratinécito rica em prolina Q5T749 64 1 1
Queratina, tipo II citoesqueleto 6A P02538 60 2 7
Queratina, tipo II citoesqueleto 5 P13647 62 2 3
Queratina, tipo II citoesqueleto 2 P35908 65 14 38
Queratina, tipo II citoesqueleto 1 P04264 66 35 60
Queratina, tipo I citoesqueleto 9 P35527 62 67 30
Queratina, tipo I citoesqueleto 16 P08779 51 3 4
Queratina, tipo I citoesqueleto 14 P02533 52 0 3
Queratina, tipo I citoesqueleto 10 P13645 59 16 64
Hornerin (S100A18) Q86YZ3 282 11 7
Histona H2B 060814 14 10 3
Histona H2A P04908 14 4 0
Histona H1x Q92522 22 1 0
Histona H1.4 P10412 22 43 7
Histona H1.0 P07305 21 4 0
Proteina de alta motilidade HMGI P52926 12 11 0
Ribonucleoproteina A3 P51991 40 1 0
Filagrina 2 Q5D862 248 1 0
Actina, citoplasmatica 1 P60709 42 3 0
Proteina ribossomal 60S L31 P62899 14 4 0
Proteina ribossomal 60S L29 P47914 18 3 0
Proteina ribossomal 60S L28 P46779 16 1 0
Proteina ribossomal 60S L26-like 1 QI9UNX3 17 2 0
Proteina ribossomal 60S L26 P61254 17 7 0
Proteina ribossomal 60S L23 P62829 15 1 0
Proteina ribossomal 60S S23 P62266 16 3 0
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4.4- Expressao génica de queratinas (KRT2, KRTS, KRT6A, KRT10 e KRT14) em tecidos

tireoidianos neoplasicos

Para verificar a expressdo génica das queratinas em pacientes com nddulos tireoidianos
usamos PCR em tempo real, as sondas das queratinas KRT1 e KRT9, assim como S100A18 nao
funcionaram e nao foi possivel obter esses resultados. Na Figura 8A podemos observar o grafico
com a quantificacdo relativa das queratinas, demonstrando que as queratinas expressas
preferencialmente nos pacientes com doengas benignas foram as queratinas KRT2 (P<0,0001),
KRT6A (P=0,0014) e KRTI10 (P<0,0001), ja as queratinas KRTS5 (P=0,0002) ¢ KRT14
(P<0,0001) estao mais expressas em pacientes com doenca maligna.

A curva ROC foi construida para as queratinas 5 (Figura 8-B) e 14 (Figura 8-C) que foram
as unicas com maior expressao nos pacientes com carcinoma, a partir da curva ROC foi possivel
determinar os valores de cut-off de 0,0721 para a KRT5 e 0,300 para a KRT14, e assim calcular os
testes diagnosticos demonstrados na Tabela 11.

Quando ambas as queratinas 5 e 14 foram analisadas considerando a dupla positividade
destas queratinas (Figura 8-D) observamos que 44,28% dos pacientes foram duplo positivos,
sendo 77,42% pacientes com carcinoma, 22,58% bocio e 0% adenoma. E quando foram
analisados apenas os pacientes com cancer (Figura 8-E) observamos que 55,81% sdo positivos
tanto para KRTS quanto para KRT14. Os valores de sensibilidade, especificidade e valor preditivo
positivo foram superiores a 72% para KRTS5 e KRT14 (Tabela 11).
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Quantificagéo Relativa (RQ)

KRT14

Figura 8- Quantificag¢do relativa das queratinas em nddulos tireoidianos benignos (bécio e adenoma) e malignos
(carcinomas papilifero classico e de variante folicular). A- Quantifica¢do relativa das queratinas. P= Teste Mann-
Whitney. B- Curva ROC KRTS. C- Curva ROC KRT14. D- Dupla positividade das queratinas KRTS e KRT14 de
todos os pacientes analisados (malignos e benignos). E- Dupla positividade das queratinas KRTS e KRT14 dos
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Tabela 11- Testes diagnosticos comparando os grupos maligno (carcinomas papiliferos classico e de variante
folicular) e benigno (bocio e adenoma) na quantificagdo relativa das queratinas KRTS e KRT14.

KRTS5
P teste de Fisher <0,0001
Risco relativo 2,160
Odds ratio 8,791
Sensibilidade 75,47
Especificidade 74,07

Valor preditivo positivo 85,11
Valor preditivo negativo 60,61

KRT14
<0,0001
2,386
7,778
72,92
74,29
79,55
66,67

Na Figura 9 podemos observar os graficos da expressao relativa das queratinas nos grupos

bocio, adenoma e carcinomas (CPC e CPVF). A KRT2 (Figura 9-A) e a KRT10 (Figura 9-D)

foram diferencialmente expressas em pacientes com adenomas e pacientes com CPVF.
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4.5- Testes preliminares para verificar possibilidade de uso terapéutico

Para avaliar se o peptideo CaT12 poderia ser usado como carreador de drogas para ajudar
no tratamento deste carcinoma, e talvez até de outros tipos de adenocarcinomas (mama, prostata e
rim), foram feitos testes para verificar se o peptideo CaT12 seria citotoxico (Ensaio de MTT) para
as células NPA e TPCI e se seria reconhecido pelo sistema imune (produ¢do de TNF-a). Também
foi testada a droga 15d-PGlJ; (15-deoxy-A(12,14)-prostaglandin J2) em células de carcinoma de

tireoide para verificar se era toxica para as células cancerigenas.

4.5.1- Teste de citotoxicidade (MTT) do peptideo CaT12

No teste de citotoxicidade o peptideo foi testado em trés concentragdes diferentes e de trés
formas de sintese diferentes (Figura 10-C), foi observado que a presenca ou auséncia de biotina
ndo alteram os resultados e que quando o peptideo foi sintetizado repetidamente por 3 vezes e em
altas concentragdes poderia ser toxico em células NPA (Figura 10-A). Também demonstramos
que o peptideo CaT12 ndo foi citotdxico para as células de carcinoma de tireoide, exceto em alta
concentracdo (40 uM) apenas nas células NPA e com o uso do peptideo repetido por trés vezes

(Figura 10).
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Figura 10- Teste de viabilidade celular (MTT) em linhagens celulares de carcinoma papilifero de tireoide (NPA e
TPC-1) A- Porcentagem de viabilidade celular em células NPA e B-TPC-1. C- Sequéncias dos peptideos.

4.5.2- Estimulo de leucdcitos de camundongo isogénico com o peptideo CaT12

Ja a andlise da producdo de citocina inflamatoria quando tratada com peptideo, o

tratamento de leucécitos (células totais do baco de camundongos) com o peptideo CaTl2 ndo

induziu o aumento do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), na maior concentracao (Figura 11).
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Figura 11- Células totais de bago de camundongo estimuladas com o peptideo CaT12 e LPS.
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4.5.3- Teste dose resposta (IC50) utilizando a 15d-PGJ, (15-deoxy-A(12,14)-
prostaglandin J2) em células TPC1

Para analisar a capacidade da molécula de 15d-PGJ, causar apoptose nas células de
carcinoma papilifero de tireoide, foi feito um ensaio IC50 (Ensaio de MTT que calcula a
quantidade da droga necessaria para causar apoptose em 50% das células) . A Figura 12-A ¢ 12-B
mostra a diminui¢do da quantidade de células tratadas com a molécula de 15d-PGJ, quando
comparada com as células ndo tratadas. Na Figura 12-C podemos observar que a partir de 10 uM
houve uma porcentagem significativamente de morte das células. O ensaio de apoptose com a
citometria de fluxo confirma os dados, quando verifica-se um deslocamento de fluorescéncia para
a deteccdo de Anexina V (marcador de apoptose) quando tratada com 9,3 uM da droga (Figura

12-D).
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Figura 12- Teste da droga 15d-PGJ, em linhagem celular TPC1. A- Células TPC1 sem adigdo de droga. B- Células
TPCI com 10 uM de 15d-PGJ2. C- Grafico com resultado da viabilidade celular (%). D- Teste de apoptose.
Vermelho= Controle (células sem tratamento). Marrom= Células tratadas com 9,3 uM (IC50) de droga.

4.6- Peptideos ligantes de superficie celular

Na Figura 13 estdo demonstrados os resultados do teste ELISA com diferentes fagos
testados nas células TPC1 e NPA. O controle negativo foi o fago selvagem, o qual ndo apresenta
peptideo na PIIL. Os valores da OD dos fagos testados foram subtraidos dos valores de OD do
fago selvagem para normalizar os resultados.

Os vinte e seis fagos com maiores valores do OD (Figura 13-A e 13-B) foram purificados

e novamente testados para comprovar a reatividade contra as células cancerigenas. Os trés mais
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reativos (Figura 13-C) foram CaT19, CaT42 e CaT66, estes serdo sintetizados para serem testados

como uso complementar na PAAF por imunocitoquimica e citometria de fluxo.
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5- Discussao

A identificacdo de nddulos malignos em lesdes foliculares indeterminadas ¢ dificil e
biomarcadores para ajudar distinguir variantes foliculares de carcinomas papiliferos da tireoide de
uma simples hiperplasia benigna sdo escassos. Neste trabalho foram testados alguns peptideos
selecionados por Phage Display para tentar melhorar o diagnostico do cancer de tireoide, além de
analisar as proteinas ligantes ao peptideo CaT12 por espectrometro de massa e expressao génica e
verificar a possibilidade desse peptideo vir a ser um carreador de drogas. Esta tecnologia foi
escolhida pelo sucesso da descoberta e aplicacao de biomarcadores selecionados, por exemplo os
com a finalidade de atividade antitumoral (69) ou para entrega de drogas (58, 61, 66, 70).

O peptideo CaT12, embora ndo seja especifico para tecidos de tireoide, foi capaz de
identificar malignidade entre lesdes nodulares da tireoide e caracterizar lesdes de padrao folicular.
Na verdade, a sua precisdo para identificar lesdes foliculares ¢ comparavel com a maioria dos
imuno marcadores utilizados e atualmente empregados no diagnostico diferencial de ndédulos com
diagnéstico indeterminados (49, 71). Além disso, este peptideo estd associado a caracteristicas de
agressividade do carcinoma diferenciado de tireoide, tais como a idade e a ocorréncia de
metastases, sugerindo uma potencial utilizagao clinica.

CaT12 marcou fortemente o citoplasma das células de cancer papilifero de tireoide. Como
as células da tireoide normais ndo coram, as proteinas alvo podem ser produzidas durante o
crescimento celular. Lesdes benignas da tireoide, como adenomas foliculares e hiperplasia
apresentaram uma coloracdo muito fraca, o que reforga a hipotese de que as proteinas alvo
estejam envolvidas no crescimento celular.

O clone CaT12 demonstrou uma maior positividade principalmente para os CPC quando
comparada com outras variantes de carcinoma de tireoide, ja que as células NPA utilizadas para a
selecdo do biomarcador sdo originarias de um CPC. Apesar dos CPCs terem os maiores indices
de positividade (100% para a anélise visual e 94,44% para valores de ACIS- Tabela 3) os CPVF
também obtiveram aproximadamente 81% de positividade, visto que ¢ uma variante do CP.

Observaram-se resultados relativamente diferentes ao fago recombinante CaTl2 e o
peptideo sintético (Tabela 5), com o aumento da coloracdo e positividade para o clone no fago em

amostras de carcinoma. Isto pode ter acontecido devido a conformagdo epitopo-especifico gerado
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pela fusdo do peptideo com a regido N-terminal da proteina plll do bacteriofago. Por outro lado,
uma maior reatividade do peptideo foi observado nas amostras benignas (bdcio e adenomas),
provavelmente devido a uma afinidade mais baixa do peptideo sozinho, sem o rearranjo
conformacional da fusdo peptideo-plll. Portanto, existe uma contribui¢do potencial das proteinas
de fagos para a afinidade de superficie do peptideo (19, 72).

Em comparagcdo com os resultados obtidos para os tecidos tireoidianos com o peptideo
sintético, (Tabela 5) os carcinomas de prostata (70,18%) e rim (74,29%) exibiram porcentagens de
detec¢do de positividade (Tabela 8) muito parecidas com os CPVF (72%), isso indica que a
proteina alvo ndo ¢ exclusivamente de tireoide, mas pode estar presente em outros tipos de
carcinomas epiteliais, outro dado importante ¢ que nos tecidos benignos e também nos tecidos nao
neoplésicos ndo foram visualizadas positividade.

A positividade do peptideo CaT12 nos adenocarcinomas de prdstata e rim apresentaram
marcagdo em aproximadamente 70% dos casos, pois por serem carcinomas epiteliais possuem
caracteristicas comuns, como por exemplo a expressdo das KRTS8, 18 e 19 (29), do antigeno
carcinoembrionico (CEA), e de outras proteinas como o B72.3, Ber-Ep4 e LeuM1 (73-75) estes
marcadores sdo expressos em muitos adenocarcinomas, mostrando as semelhancas destes
tumores.

Em relagdo a espectometria de massa feita com as proteinas provenientes das células TPC1
(Tabela 9) e proteinas de pacientes com CP ou bdcio (Tabela 10), foram identificadas varias
proteinas alvos do ligante CaTl12, principalmente queratinas. As proteinas de células TPC1
capturadas e eluidas foram sequenciadas e resultaram na identificacdo das algumas proteinas, das
quais sete delas sdo queratinas que atualmente estdo sendo relacionadas a canceres epiteliais,
como colon (76), boca (77) e mama (69, 78). De fato, os fragmentos de queratinas tém sido
encontradas em soro de pacientes com nddulos da tirdide (79) e podem estar associados com 0
risco de metastases (80). Adicionalmente, a KRT19 ¢ largamente utilizada em imunohistoquimica
para o diagnodstico diferencial de lesdes foliculares (49), embora ndo tenha sido encontrada neste
trabalho na espectrometria de massa. As KRTs 7 e 20 também sdo utilizadas para o diagnostico
diferencial de muitos tumores (40-42, 51).

No entanto, devido a menor especificidade e afinidade de ligacao do peptideo sintético em
compara¢cdo com o fago recombinante, ¢ possivel que o peptideo se ligue a uma parte do

conservada da queratina, o que pode explicar o alinhamento (ocorréncias) de fragmentos da
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proteina digerida com muitas seqiiéncias de queratinas. Por outro lado, a maior especificidade
encontrado para o fago CaTl2 sugere que a sequéncia peptidica fundida na sequéncia amino-
terminal da proteina pllI do capsideo viral pode melhorar a afinidade de ligagao.

A outra proteina hornerin ou S100A18 ainda ¢ pouco estudada, mas outras proteinas da
mesma familia S100 ja foram associadas indiretamente ao cancer, pois participam na ativacao e
inibicdo de genes associados as neoplasias como p53 e PTEN (81). Os padrdes de expressdo de
S100A2 e S100A6 foram verificadas em neoplasias da tirdide e sugere-se que S1I00A2 e SI00A6
possam contribuir para a progressao do carcinoma papilifero (82). O marcador S100 ¢ utilizado na
anatomo patologico para identificar melanomas (83).

Quando o experimento de captura das proteinas ligantes ao CaT12 foi repetido utilizando
proteinas de pacientes com CP e bocio, outras proteinas além das queratinas e da S100A18 foram
encontradas (Tabela 10) tais como vimentina, OMP, histonas, HMGI, filagrina 2, actina, proteinas
ribossomais e nucleares, contudo, a possibilidade da proteina ligante ao CaT12 ser proteinas
nucleares € pequena, ja que a marcagdo observada foi principalmente citoplasmatica.

Para as analise de expressdo génica, dos genes que codificam as proteinas que se repetiram
nas duas andlises de espectrometria de massa, verificou-se que as queratinas KRTS5 e KRT14
foram mais expressas no CPC e no grupo maligno (CPC+CPVF). Pesquisas tém mostrado que
ambas as queratinas estdo envolvidas na manutencdo da proliferagdo das células epiteliais (84), e
podem ser co-expressas em muitos tumores, mas a expressdo isolada de KRT5 ou de KT14
também pode existir (85).

Existem dificuldades morfologicas em diferenciar adenomas de CPVF, nossos resultados
demonstraram que a KRT2 e KRT10 podem auxiliar nesta diferencia¢do, podendo ser util no
diagnéstico diferencial dos adenomas, ja que existe uma dificuldade de diferenciar durante a
citologia (PAAF) adenomas dos carcinomas papiliferos de variante folicular. A KRT10 (Figura 9-
B) também consegue diferenciar estas duas variantes; essas queratinas usadas em conjunto podem
ajudar no diagndstico antes da cirurgia de retirada da glandula.

O peptideo CaT12, sintetizado em diferentes formas, foi também submetido aos ensaios de
citotoxicidade e andlise do perfil inflamatorio (TNF-a) para verificar a possibilidade de seu uso
como carreador de farmaco anti-tumoral. A maioria dos tratamentos com firmacos anti-
neoplasicos, atualmente, ao serem administrados, exercem efeitos sist€émicos com baixa

especificidade, promovendo, também, a morte de células normais. No entanto, a nanotecnologia
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tem emergido rapidamente como um campo de pesquisa com potencial aplicagdo em diagndstico e
em terapia, a modificagdo de moléculas em nanocarreadores pode levar a inumeras vantagens
frente aos sistemas convencionais, como capacidade de atravessar barreiras bioldgicas, modular a
distribuicdo do farmaco, diminuir a toxicidade, aumentar o tempo de circulagdo de substancias
labeis ou rapidamente eliminadas (proteinas e peptideos), veicular farmacos hidrofébicos entre
outras (86-88). Farmacos especificos para células tumorais tém sido ativamente buscados por
muitos pesquisadores (89).

Recentemente, uma  molécula  derivada  do acido araquiddnico a
15dexid'*"*prostraglandinal, (15d-PGJ,) tem demonstrado diversos efeitos bioldgicos de interesse
médico (90-92), dentre eles uma atividade antiinflamatdria e antitumoral. Entretanto, a 15d-PGJ,
tem uma capacidade eletrofilica, podendo assim, se ligar a varias proteinas do meio extracelular
como, por exemplo, na albumina que ¢ uma proteina encontrada em maior concentragdo no
plasma. Experimentos in vitro demonstram que mais de 90% da 15d-PGJ, ¢ inativada no meio
extracelular, de forma que apenas um pequeno percentual da 15d-PGJ, administrada tem uma
atividade intracelular (93).

Napimoga et al. (60, 94) demonstraram que a eficdcia da 15d-PGJ, encapsulada aumentou
significativamente se comparada a 15d-PGJ, aplicada livremente, sendo necessaria uma
quantidade 33 vezes menor de 15d-PGJ, (1000 ug/kg de 15d-PGlJ, pura contra 30 ug/kg de 15d-
PGJ, encapsulada) a fim de obter a mesma eficicia terapéutica em diferentes modelos de
inflamacdo (carragenina, LPS e inflamacdo imune). Além disso, observaram que a concentragdo
plasmatica de 15d-PGJ, permaneceu elevada por até 24 horas apos a aplicacdo desta formulacdo
(59).

Em relagdo, ao CaT12, a auséncia de produgdo de citocinas inflamatorias e citotoxicidade,
possibilita que este peptideo possa ser utilizado como carreador de droga, principalmente, a 15d-
PGlJ,, uma vez que essa molécula apresentou-se toxica para as células cancerigenas. Além de
causar apoptose nas células TPC1 como demonstrado neste trabalho, outros trabalhos também
demonstraram que a 15d-PGJ induz a apoptose em células cancerigenas K562, HL-60 (leucemia)
e SNU-C4 (colon retal) (95) e em outras células tumorais, tais como, estbmago, pancreas e

pulméo (96-100).
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Outros peptideos ligantes de membrana, selecionados previamente também serdo testados
para uso diagndstico e como carreador de drogas. De todos os 105 peptideos selecionados o
CaTl19, CaT42 e CaT66 foram os melhores nos testes de ligagdo as células TPC1 e NPA e serdo
testados em outras plataformas de diagndstico para que possam ser usados futuramente, se

mostrarem resultados que favoregam suas aplicagdes.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que:

- O fago CaTl12 selecionado por Phage Display mostrou-se reativo e diferencialmente
expresso nas diferentes lesdes foliculares tireoideanas.

- CaT12 foi util para identificar adenocarcinomas de mama, préstata e de rim, mostrando
ndo ser especifico para tireoide, mas especifico de malignidade.

- Os possiveis alvos do CaT12 sdo: KRT1, KRT2, KRT5, KRT6A, KRT9, KRT10, KRT14
e S100A18.

- As queratinas KRT5 e KRT14 foram mais expressas no CPC e no grupo maligno
(CPC+CPVF), enquanto as KRT2, KRT6A e KRT10 foram mais expressas no grupo benigno
(bocio e adenoma).

- As queratinas KRT2 e KRT10 podem ser ttil no diagnostico diferencial dos adenomas, ja
que existe uma dificuldade de diferenciar durante a citologia (PAAF) adenomas dos carcinomas
papiliferos de variante folicular.

- O peptideo CaT12 ndo € téxico para as células NPA e TPCI.

- O peptideo CaT12 nao produz TNF-a quando usado para estimular células do baco de
camundongo isogénico.

- A droga 15d-PGJ; causa apoptose em células TPC1.

- Os clones CaT19, CaT42 e CaT66 foram os mais reativos quando testados em células

inteiras das linhagens TPC1 e NPA.
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Q HOSp tal ' Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Séo Paulo, 14 de Setembro de 2009

Ao
Dr. Fernando Augusto Soares

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1259/09
“Anilise de Biomarcadores de Resposta Imunolégica em Carcinoma bem Diferenciado
da Tiredide”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua tltima reuniio de
08/09/2009, apés analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de
23/06/2009, aprovaram a realizagdo do estudo em referéncia. o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

» Folha de Rosto para Pesquisa envolvendo Seres Humanos;

# Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do CNS: :

# Declaragio sobre o plano de recrutamento dos sujeitos de pesquisa, circunstincias e
responsaveis pela obtengdo do TCLE:

» Orgamento Financeiro detalhado:

> Oficio/DPR/CAPES/N® 170/2008; \

# Declaragdo sobre os dados coletados, publicagdo dos dados e propriedade das
informagdes geradas: .

# Declaragio sobre uso e destino do material biologico, publicagio dos dados e
propriedade das informagdes geradas; '

> Declaragio de infra-estrutura e instalagdes;

> Carta de responsabilidade da Chefe do Laboratério de Genética Molecular do Cancer -
UNICAMP;

» Acordo de Cooperagdo entre o Laboratério de Investigagdo em Patologia/Patologia

Molecular (LIP-PM) do Centro de Investigacio em Pediatria (CIPED) da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) ¢ o
Laboratério de Patologia Investigativa (LPI) do Departamento de Anatomia Patologica
(CAP) do Hospital do Céancer de Sao Paulo, A.C. Camargo; '

> Declaragio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departamento de Cirurgia de Cabeca e
Pescogo e Otorrinolaringologia;

» Declaragiio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia Patologica.

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deveriio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 06 meses.

Atenciosamente, - ' ‘
h //

L / T
P{r'ﬁf. Dr. Luiz Paulo Kowalski

Coordenddor do Comité de Etica em Pesquisa
: 11

Rua Prof, Antdnio Prudente, 211 - Liberdade — S3o Paulo — SP CEP 01509-900 - CNP) 60.961.968/0001-06
Tel/Fax (0XX11)2189.5020 — cep_hcancer@hcancer.org.br i



UJ Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacgao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3230-4131

e-mail: cep@propp.ufu.br; Www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°. 249/09 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO
CEP/UFU 026/09

Projeto Pesquisa: SELEGAO, CARACTERIZAGAO E VALIDAGAO CLINICA DE PEPTIDEOS
MIMETRICOS E LIGANTES DE PROTEINAS ASSOCIADAS A TUMORES DE CABECA E
PESCOCO OBTIDOS POR PHAGE DISPLAY.

Pesquisador Responsavel: LUIZ RICARDO GOULART FILHO

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/98, o CEP manifesta-se pela aprovagao
do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devers arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentagéo
pertinente ao projeto.

C- a aprovagaoe do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU d4-se em decorréncia do atendimento a
Resolugdo 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo. :

Data de entrega do primeiro relatério parcial: fevereiro de 2010
Data de entrega do segundo relatério parcial: fevereiro de 2011

Data de entrega do terceiro relatério parcial: fevereiro de 2012
Data de entrega do relatério final: fevereiro de 2013.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO
O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

Uberlandia, 19 de junho de 2009,

ik oo,

/
\/?Zﬁ;"“”f‘\ 3. L. et

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado

Coordenadora do CEP/UFU
Orientagdes ao pesquisador

* O sujeitc da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovade e descontinuar o estudo somente apds
anilise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS [tem 111.3.2), aguardando seu parccer, exceto quando
perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa (Item V.3) que requeiram agio imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item
V.4). E papel de o pesquisador asscgurar medidas imediatas adequadas frente a evenio adverso grave ocorrido (mesmo que tenha

sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.
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RESUMO
“ANTICORPOS E PEPTIDEOS LIGANTES A TECIDOS TUMORAIS E SUAS
APLICAQ()ES”

A presente invencdo refere-se ao uso da técnica de Phage Display para a selecgdo,
caracterizacdo e utilizacdo de fragmentos de anticorpos scFv (single-chain variable fragments) e
peptideos ligantes a tecidos cancerigenos, em particular cancer de tireoide. Os fragmentos de anticorpos
e os peptideos selecionados, por serem ligantes especificos de cancer, podem ser potencialmente usados

em imunodiagndsticos, como carreadores de drogas ou como biomarcadores.

Prezado Professor,

A Diretoria de Inovacao e Transferéncia de Tecnologia, cuja missdo e gerir as diretrizes politicas
de propriedade intelectual, de inovacdo e transferéncia de tecnologia na UFU, informa que ©
deposito do Pedido de Patente de sua autoria e outros, protocolado no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial — INP| recebeu despacho, conforme dados:

| Patente P1 1103676-1 A2
| Inventor(a) Luiz Ricardo Goulart Filho e outros
“ Anticorpos e Peptideos Ligantes A Tecidos

NG Tumorais E Suas Aplicacdes”

Natureza Patente de Invencédo

Data 08/04/2011

Despacho 2.1 Notificacdo de Depdsito de Pedido de
Patente
(Revista RPI n. 2141-17/01/2012)
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An antibody-like peptide that recognizes malignancy among thyroid
nodules

@ CrossMark

Carolina Fernandes Reis? Ana Paula Carneiro?, Carlos Ueira Vieira®, Patricia Tiemi Fujimura®,
Elaine Cristina Morari®, Sindeval José da Silva®, Luiz Ricardo Goulart ®*, Laura Sterian Ward **
*Laboratory of Cancer Molecular Genetics, Faculty of Medical Sciences (FCM). University of Campinas (UNICAMP), Campinas, SP. Brazil

*Laboratery of Nanobiotechnology. Federal University of Uberlandia, Institute of Genetics and Biochemistry (INGEB), Uberlandia. MG, Brazif
* Department of Head and Neck Surgery. Clinical Hospital of Federal University of Uberldndia (HC-UFU), Uberldndia, MG, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

There is an urgent need for biomarkers to identify malignant thyreid nodules from indeterminate follic-
ular lesions. We have used a subtractive proteomic strategy to identify novel biomarkers by selecting
ligands to goiter tissue from a 12-mer random peptide phage-displayed library using the BRASIL method
(Biopanning and Rapid Analysis of Selective Interactive Ligands). After three rounds of selection, two
highly reactive clones to the papillary thyroid tumor cell line NPA were further evaluated, and their spe-
— cific binding to tumor proteins was confirmed using phage-ELISA. The antibody-like peptide CaT12 was

Arficle history:

Received 28 September 2012
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Keywords:

= tumor-specific. which was further tested by immunohistochemistry against TMAs (tissue microarrays)
Thyrowd cancer i A B = A 2 A .
Pn;gg display complnseld of 775 human bemgln and malignant tissues, including 232 thyroid n_ndular Ies:orns: 15 fmrmal
Siah thyroid tissues, 53 nodular goiters (NG), 54 follicular adenomas (FA); 69 papillary thyroid carcinomas
Papillary tumor (PTC): and 41 follicular carcinomas (FC). CaT12 was able to identify PTC ameng thyroid nedular lesions
with 91.2% sensitivity and 85.1% specificity, despite its non-specificity for thyroid tissues. Additionally,
the CaT12 peptide helped characterize follicular lesions distinguishing the follicular variant of PTC
(FVPTC) from FA with 91.9% accuracy: FVPTC from NG with 83.1% accuracy; FVPTC from the classic
PTC with 57.7% accuracy: and FVPTC from FC with 88.7% accuracy. In conclusion, our strategy to select
differentially expressed ligands to thyroid tissue was highly effective and resulted in a useful anti-
body-like biomarker that recognizes malignancy among thyroid nodules and may help distinguish follic-
ular patterned lesions.
© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
1. Introduction od by current guidelines to distinguish benign from malignant

lesions [5].
In mast cases, the clinical features of the patients based on
ultrasonography and cytological findings enable appropriate case

Thyroid cancer incidence rates have steadily increased over the
past few decades all over the world [1] and 56,460 new patients

are estimated to be diagnosed during 2012 in the USA [2]. The
accessible use of sensitive imaging detection methods is mainly
responsible for this increased incidence [3]. However, there are
evidences that other factors, including the exposure to environ-
mental carcinogenic factors, may have also contributed to this phe-
nomenon [34]. We have actually experienced real epidemics of
thyroid nodules referred to specialized diagnosis, and the cytolog-
ical exam of fine-needle cell aspiration is the recommended meth-

* Corresponding authors. Addressess: Laboratory of Nanobiotechnology, Institute
of Cenetics and Biochemistry, Federal University of Uberlandia (UFU), Campus
Umuarama, Bl 2E, R. 248. 38400-902 Uberlandia, MG. Brazil (LR. Goulart),
Laboratory of Cancer Molecular Genetics, School of Medical Sciences, University
of Campinas (FCM-UNICAMP), Rua Tessalia Vieira de Camargo 126, Bardo Geraldo,
13083-887 Campinas, SP, Brazil. Tel,; +55 19 35218954 fax: +55 19 35218925 (LS.
Ward].

E-mail address: ward@unicamp.br (LS. Ward).

0304-3835/S - see front matter © 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http:jidx.doi.org/10.1016/j.canlet.2013.02.039

management [5]. However, up to one third of the nodules submit-
ted to fine needle aspiration biopsies may present an “indetermi-
nate" cytology, a pattern that remains burdened with inter-
observer variability and uncertainty regarding management |6].
Even the most experienced pathologists may have difficulties dis-
tinguishing cases of follicular variants of papillary thyroid carcino-
mas from simple benign hyperplasia, and many cases of follicular
adenomas are submitted to unnecessary surgeries because it is vir-
tually impossible to eliminate the risk of a follicular carcinoma in
cytological analyses [7]. A series of molecular markers for malig-
nancy have been proposed and many of them appear to be effective
in reducing uncertainties [8.9). However, clinical problems con-
cerning diagnosis of thyroid malignancies are not solved, and cer-
tainly are not appropriate to large populations.

In the present investigation, we have used a different approach
to distinguish thyroid malignancies. We employed phage display
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