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RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO DO PERFIL PROTEOMICO DE LINHAGENS CELULARES
EM DIFERENTES ESTAGIOS DO PROCESSO DE TUMOROGENESE DO CANCER DE
MAMA.

O cancer de mama ¢ a principal causa de morte em mulheres no mundo e sua incidéncia aumenta
a cada ano. Condicdes genéticas e ambientais ddo suporte para o surgimento de carcinomas
com graus de agressividade e processos tumorogénicos distintos. Apesar de ser o cancer mais
estudado no mundo, protocolos terapéuticos ainda nao sdo eficientes para conter o nimero de
mortes atuais. A heterogeneidade de tumores sélidos e o estudo in vitro entre linhagens normais
e metastaticas dificultam a compreensdo do processo carcinogénico e tumorigénico por nao
conseguirem responder por completo os circuitos celulares que sustem o surgimento e a
evolucdo tumorigénicas das células tumorais. A avaliagdo de contextos comuns e distintos entre
as varias fase da evolucdo do tumor pode trazer luz a esse processo e subsidiar a constru¢do de
medidas diagndsticas e terapéuticas mais eficientes. Utilizando o estudo de linhagens celulares
em diferentes estagios tumorigénicos (MCF-10A: origem ndo tumoral; MGSO-3 e MACL-1:
origem de tumor primario; MDA-231-MD: origem metastatica), o objetivo desse trabalho foi
caracterizar condigdes que demonstrassem diferencas e semelhancas nos estagios de evolugdo
tumoral através da andlise protedmica. Foram identificadas e quantificadas 3.008 proteinas, das
quais, apds analise estatistica com P < 0,05 e fold-change de 1,3, caracterizamos 1.709 proteinas
em todas as linhagens celulares. As analises dos graficos de PCA e do heat map evidenciaram
a distingdo das linhagens com relacdo ao seu estdgio tumorigénico. Na analise de ontologia
génica, varias vias de sinalizagdo se mostraram alteradas, com enfoque, nesse trabalho, para
vias de metabolismo energético, alteragdes do citoesqueleto e do ciclo celular. Com relacao ao
metabolismo celular, linhagens tumorais de sitios primarios e metastatico possuem perfil de
regulacao distinto, com o catabolismo aerébico ativo nas células MGSO-3 e MACL-1 e
anaerobico na célula MDA-231-MD. Em conjunto, células tumorais ndo possuem vias
lipoliticas para producdo energética, principalmente via § oxidacdo. Além da via anaerdbica, a
linhagem metastatica utiliza vias ndo canonicas para obten¢ao de energia, como turnover do
citoesqueleto de actina. Vias metabolicas correlacionam-se com vias apoptéticas dependentes
de mitocondrias, com vias de BAX e BcL ativas nas linhagens tumorais de origem primaria e
inativadas pela ac¢do da proteina 14-3-3¢ nas linhagens tumorais de origem metastatica. Além
disso, a densidade de mitocOndrias também esta diminuida nas células MGSO-3 e MACL-1 e
aumentada na célula MDA-231-MD em comparacdo a célula MCF-10A. Com relagdo ao ciclo
celular, as linhagens de sitio primario tem suas vias controladas acdo do proteassoma 26s, o que
ndo ocorre com a linhagem de sitio metastatico. Ja a arquitetura do citoesqueleto nas células
MGSO-3 e MACL-1 apresentam uma desregulagdo das suas vias de controle, o que nao
acontece na célula MDA-231-MD, com processos biologicos de regulagdo semelhante a célula
MCF-10A. Todos os resultados apresentados corroboram para a importancia da questdo
tumorogénica como base da compreensao dos circuitos proteicos que determinam o
estabelecimento, sobrevida e maturacao de células tumorais € podem subsidiar estudos sobre
alvos diagnosticos e terapéuticos mais eficientes.
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ABSTRACT

COMPARATIVE PROTEOMIC STUDY OF CELL LINES AT DIFFERENT STAGES OF
THE BREAST CANCER TUMOROGENESIS PROCESS.

Breast cancer is the leading cause of deaths in women worldwide. Genetic and environmental
conditions support the outbreak of carcinomas with varying degrees of aggressiveness and
tumorogenesis, leading to the cell transformation to primary cancer cells. Such factors can also
give rise to metastasis. Even though breast cancer is one of the most studied type of cancer, yet
pharmacological and therapeutic treatments are not efficient to reduce death rate. The ways to
study breast cancer are through fragments of solid tumors removed in surgical procedures or in
vitro studies using cell lines, though both strategies have limitations. For example, fragment of
solid tumor is composed by several cell populations, which leads to high heterogeneity. On the
other hand, in vitro studies usually are based on metastatic tumor lines, reflecting only the end
of the tumor development process. The main objective of this work was to evaluate the
proteome profile of breast cancer cell lines at different tumorigenic stages to better understand
the molecular mechanisms underlying the tumorigenic process. Through the comparative
analysis of the proteomes of MCF-10A (non-tumor origin), MGSO-3 and MACL-1 (primary
tumor origin), and MDA-231-MD (metastatic origin) cell lines, we evaluated the functional
state of each cell profile. In total, we identified and quantified 3,008 proteins and 1,709
regulated proteins (P < 0.05 and fold-change = 1.3). The PCA analysis and heat map showed a
correlation between tumorigenic profile and proteome profile. Besides, the Venn diagrams
demonstrated that similar tumorigenic profiles also shared higher number of proteins. Through
gene ontology analysis, several positive and negative regulated biological processes were found
across the cell lines. Similar biological processes were grouped into large clusters. In this work,
we focused our analyses in terms related to energy metabolism, alterations in the cell cycle, and
alterations in the cytoskeleton. Concerning energy metabolism, the tumor cell lines showed
downregulation of lipid biosynthesis and the metastatic cell (MDA-231-MD) was the only one
showing upregulation of B-oxidation. On the other hand, proteins related with the carbohydrate
metabolism were mainly upregulated in the primary cells (MGSO-3 and MACL-1) and
downregulated in the metastatic cell, mainly the proteins associated with the aerobic phase.
These results are in line with an aerobic metabolism for the primary tumor lines and anaerobic
metabolism for the metastatic one. This metabolic dichotomy seems to reflect on mitochondrial
activity, as the primary tumor cells had lower mitochondrial density compared with the normal
and metastatic cell lines. Furthermore, regulation profile of proteins associated with the
mitochondrial BAX-dependent apoptotic pathways suggest that the primary cells are more
prone for apoptosis compared with metastatic and normal cells. Regarding the cell cycle, the
tumor cell lines have the highest number of upregulated processes. Besides, primary tumor cells
seem to have upregulated biological processes related to the 26s proteasome, which
is responsible for controlling oxidative processes and signaling pathways, mainly on
the MACL-1. Regarding the cytoskeleton, the MDA-231-MD was the only tumor cell line to
show upregulated biological processes, mainly related to cell adhesion mechanisms. Moreover,
some upregulated proteins associated with cytoskeleton were also related with the glycolytic
pathway, demonstrating that the role of cytoskeleton proteins are not only structural and for
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defense, but also for the survival of the metastatic tumor cell. All the results presented here are
important for the better understanding of the molecular grounds of breast cancer tumorigenesis.

Key words: Breast cancer; tumorogenesis, cancer proteome; primary and metastatic tumor
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1 - INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) ¢ uma doenca complexa com diversos desencadeadores do
processo patogénico e diferentes fatores envolvidos na histéria natural da doenga. Apesar
da diminui¢ao do niumero de novos casos em todo mundo (HASHIN, 2016), o CM ¢ um
dos principais tumores malignos responsaveis por mortes na popula¢do feminina (BRAY,
2012). O CM ¢ considerado uma patologia multifatorial com sua génese no balango entre
fatores genéticos e ambientais do individuo. Estudos de coorte em gé€meos univitelinos
descrevem que a carga genética tem impacto de 20 a 40% e fatores ambientais possuem

impacto entre 60 a 80% no desenvolvimento do CM (LICHTENSTEIN, 2000).

No contexto genético, varios marcadores moleculares ja estdo bem descritos na
literatura e, na sua grande maioria, estdo relacionados ao reparo de dano ao DNA e controle
do ciclo celular. A presenca de polimorfismos relacionados a esses genes correlaciona-se
com a maior susceptibilidade de desenvolvimento do CM, e sua identificacdo, em muitos
casos, ¢ utilizada como valor prognostico para o desenvolvimento da doenga (MELCHOR,
2013). Os genes de supressao tumoral BRCA 1 e 2, que participam de varios processos
celulares, desde o controle transcricional até o controle de proliferacdo e diferenciacao
celular, foram caracterizados na década de 1990 (MIKI et al e WOOSTER et al citados por
AMENDOLA, 2005) e apresentam valor prognéstico importante para os varios tipos de
cancer como o de pancreas, prostata, ovarios, colorretal e mama (LEAO, 2017). Estima-se
que os portadores de polimorfismos nos genes BRCA1/2 apresentem uma probabilidade de
70% para o surgimento do CM em algum estagio da vida (AMENDOLA, 2005; LEWIS,
2018). Testes moleculares para sua identificacdo sdo utilizados para o desenho de
estratégias terapéuticas e tomada de decisdo cirurgica, como para preservacdo da mama,
mastectomia uni ou bilateral e previsdo de risco do surgimento de novo tumor primario

(TRAINER, 2010).

Outro polimorfismo avaliado em conjunto com o BRCA1/2 ¢ o gene TP53, que também
¢ considerado um gene de supressdo tumoral. Alteracdes na expressdo desse gene
correlacionam-se com o surgimento de cancer mais precocemente, geralmente antes dos 30
anos, inclusive o CM. Outros genes também podem ser avaliados, como CDH1, STKI11,
CHEK2, mas ainda ndo foram estabelecidos os reais valores diagnosticos desses com o CM

(LEWIS, 2018).



No contexto ambiental, varios fatores estdo ligados a morbi-mortalidade do CM.
Habitos de vida, dieta, obesidade, praticas de exercicios fisicos e uso de tabaco sdo bem
descritos pela literatura (CEDOLINI, 2014, PIERCE, 2018). Bérubé¢ e colaboradores (2014)
demostraram que o uso do tabaco estava ligado com surgimento do CM mais precocemente,

apos os 50 anos, e a um aumento da mortalidade das pacientes entre 30 a 60%.

Fatores socioecondmicos também estdo correlacionados com a morbi-mortalidade do
CM. Estudos demostram uma estreita relagdo entre o acesso a modernas formas de
diagnoéstico e tratamento com a diminuicdo da mortalidade pelo CM em paises
desenvolvidos (TORRES, 2015). Essa correlagcdo também ¢ visualizada no Brasil, porém
ocorre de forma desigual entres as regides do pais, tangendo os niveis socioecondmicos de

cada regido (GIRIANELLI, 2014).

Outras caracteristicas importantes para o desenvolvimento do cancer de mama sdo as
condigdes clinicas do paciente, como idade, utilizagdo de medicamentos estrogénicos,
trabalhos noturnos e menopausa. Em geral, mulheres acima de 50 anos sdo mais
susceptiveis ao desenvolvimento de CM, com maiores taxas de mortalidade em idades mais
avancadas (LIN, 2015; MEIRA, 2015). Co-morbidades também possuem importancia
clinica, ja que podem diminuir a taxa de sobrevida dos pacientes com CM, como no caso
das anemias pré-operatorias e doencgas cardiacas (JORDAN, 2014; ZANG, 2014; GARCIA,
2015).

O CM, possivelmente, ¢ o tipo de cancer mais estudado no mundo, fato que
provavelmente estd ligado a sua grande prevaléncia. Estimativas da Organizagao Mundial
da Saude indicam que mais de 600 mil mulheres morreram em 2018 em decorréncia do CM,
que ¢ 15% do total de mortes associadas aos varios tipos de cancer (OMS, 2020). No Brasil,
sao esperados mais de 66 mil novos casos de CM, com uma mortalidade de
aproximadamente 17 mil mulheres para o ano de 2020 (INCA, 2020). Essa dicotomia entre
a vasta densidade de dados sobre 0 assunto e a permanéncia e/ou aumento da perda de vidas
para a doenga sugere que novos vieses de forma de estudo sejam pensados e utilizados, a

fim de trazer luz a complexidade do CM.

A propria caracteristica da doenga, dada a alta heterogeneidade de padrdes celulares
tumorais e a dificuldade de avaliagdo da historia natural da doenca, entre o processo

carcinogénico até o processo tumorigénico, dificultam a compreensdo dos gatilhos que
4



desencadeiam o surgimento desse tipo de cancer e consequentemente as medidas

diagnésticas e terapéuticas (TERP, 2012; JUNTILA, 2013).

Mais do que identificar gatilhos de transformagdao tumoral, o monitoramento de
processos tumorigénicos, que moldam as caracteristicas funcionais das células alteradas,
podem determinar caracteristicas de malignidade de cada perfil tumoral e possibilitar um
desenho personalizado do tipo de tumor de cada paciente (NOWSHEEN, 2012; AFZALI,
2019). Para tanto, a utilizagdo de avaliagdes gendmicas e protedmicas, que possibilitam essa
caracterizacdo tumorigénica, podem subsidiar decisdes clinicas assertivas em relacdes a
alvos ou tratamentos especificos, inclusive com mensuracdo do desenvolvimento de

resisténcia aos alvos escolhidos (DEY, 2017).

Andlise de caracteristicas genomica ja € utilizada na determinacao de varios marcadores
clinicos importantes, mas nao necessariamente refletem o estado funcional da célula
tumoral. Isso porque caracteristicas gendmicas intrinsecas depende da conclusdo do
processo de tradugdo com produgdo de proteinas funcionais que direcionam o percurso da
atividade celular. Taynova e colaboradores (2016), avaliando subtipos de CM,
evidenciaram que algumas proteinas importantes na caracterizagdo da heterogeneidade
tumoral ndo se correlacionavam com padrdes moleculares da célula. Desta forma, ndo sé a
avaliacdo gendmica, mas a avalia¢ao protedmica, que possibilita definir o perfil de proteinas
do tipo celular em estudo, poderiam elucidar as similaridades e especificidades das células

em diferentes estagios tumorigénicos.

Por isso, estudos acerca da caracterizagdo de padrdes protedmicos em distintas
condi¢des tumorigénicas sdo fundamentais para que se possa entender a pato-fisiologia
tumoral do CM e possibilitar o desenvolvimento de estratégias diagnosticas e terapéuticas

mais eficientes.

2 —REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia do Cancer de Mama

O CM ¢ o principal tipo de tumor maligno que acomete mulheres no mundo e com taxas

de sobrevida diferentes entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento (AKRAM, 2017;
5



VIEIRA 2017). Segundo Coleman e colaboradores (2008), a estimativa de vida ap6s 5 anos do
diagnoéstico do CM ¢é de 80% em paises desenvolvidos e 40% em paises em desenvolvimento.
Entre os fatores que determinam essa discrepancia estdo os recursos e infraestrutura que cada
pais disponibiliza para o diagnostico e tratamento da populagdo acometida (ANDERSON,
2008).

Nos ultimos anos, os paises em desenvolvimento apresentaram um aumento das taxas
de incidéncia do CM, com um maior grau de mortalidade em comparagdo aos paises
desenvolvidos (TORRE, 2015). Na América Latina, o aumento da mortalidade foi evidenciado
a partir da década de 1980, com sobrevida 20% menor dos casos, quando comparados aos
Estados Unidos e Europa ocidental (AMANDOU, 2014). No Brasil, a maiores taxas de
mortalidade por CM foram verificadas a partir dos anos 2000 (KLUTHCOVSKY, 2014;
MEIRA, 2015). Em 2018 foram registrados mais de 2 milhdes de novos casos de CM no mundo
com mais de 600 mil mortes. Na América do Sul houve uma incidéncia de 56,8 novos casos
com mortalidade de 13,4 casos para cada 100 mil habitantes, em 2018 (BRAY, 2018). Em
média, espera-se que a incidéncia global para o CM em 2021 seja de 85 para cada 100 mil
mulheres (HAN, 2013), com aproximadamente 100 mil casos a mais de CM em paises em
desenvolvimento quando comparados a paises desenvolvidos (AKRAM, 2017). Para o Brasil
(Figura 1), o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima uma incidéncia de mais de 66 mil

novos casos, para o mesmo ano (INCA, 2020)

Algumas caracteristicas e fatores de risco, advindas do século XXI, podem ter
proporcionado uma maior susceptibilidade do CM em mulheres. A mama ¢ um 6rgao sensivel
ao estrogeno e ao uso de pilula anticoncepcional e/ou reposicao de estrogeno combinado com
obesidade, baixa ingestao de fibras e sedentarismo podem contribuir para o surgimento do CM.
A diminuicao da reposi¢ao hormonal pés menopausa reduziu a incidéncia de CM nos Estados
Unidos e na Europa apos a publicagdo de Rossuow e colaboradores, em 2002, correlacionando

o uso da reposi¢ao hormonal com 0 CM (AKRAM, 2017, BRAY, 2018).

A incidéncia do CM aumenta com a idade, com maior probabilidade de ocorréncia em
mulheres acima dos 50 anos e incidéncia de 2 casos a cada 1000 neste grupo em especifico. A
quantidade de filhos também ¢ um fator de risco para o CM, com uma menor probabilidade do
desenvolvimento da doen¢a em mulheres com multiplas gestagdes, devido a menor exposi¢ao

do tecido mamario ao estrogeno (BRAY 2018; AKRAM, 2017). Andsoy e colaboradores



(2014) também descreverem, em seu estudo, que ndo so a gestacdo em si, mas as mulheres que
tiveram filhos proximo aos 20 anos tinham uma menor incidéncia de CM do que mulheres que

tiveram filhos ap6s os 30 anos ou que nao tiveram filhos.

[
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Novos casos: 30.888

Novos casos: 11.030

Figura 1: Taxa estimada de novos casos de Cancer de Mama no Brasil no ano de 2019. Fonte: INCA — Ministério
da Satude

Outras caracteristicas também sdo descritas como fatores de risco para o CM, como o
histérico familiar, a presenca de tumores benignos, producao de estrogeno pelo tecido adiposo
em mulheres obesas p6s menopausa, deficiéncia de vitamina D, presenca de outros tipos de
cancer, principalmente os do tipo ginecoldgico, menarca precoce, uso de contraceptivos orais €
reposi¢do hormonal. Também sdo considerados fatores importantes para o aumento da
incidéncia do CM em mulheres o consumo de alcool e tabagismo (BERUBE, 2014; TORRES,
2015; AKRAM, 2017).

Na América Latina, alguns fatores de risco sdo descritos como criticos para o

desenvolvimento do CM. Um baixo nivel de qualidade de vida, sedentarismo, sobrepeso, alta



ingestao de carboidratos, consumo de carne vermelha e deficiéncia vitaminica, como B12 e D,
sdo fatores que podem aumentar a incidéncia de CM tanto pré como pds menopausa

(AMADOU, 2014).

2.2 — Fisiopatologia do Cancer de Mama

Homens e mulheres possuem mamas, que se desenvolvem de forma semelhante durante
o periodo embrionario até o nascimento. Todas as estruturas caracteristicas do 6rgdo como o
tecido glandular, ductal e tecido adiposo permanecem quiescentes apds 0 nascimento, até a
puberdade. Nos homens, os aumentos dos hormodnios androgénicos produzidos apds a
puberdade bloqueiam qualquer crescimento de ductos e estroma mamarios, que involuem e
atrofiam, permanecendo apenas o tecido adiposo. Ja nas mulheres, os hormdnios estrogénicos
induzem o crescimento e desenvolvimento do tecido mamario que, no final da maturacdo do
orgdo, possuem um equilibrio tecidual entre a quantidade de rede de ductos, estroma

fibroglandular e de parénquima adiposo (JESINGER, 2013).

A mama feminina ¢ um 6rgdo desenhado para proporcionar a nutricdo ao bebé durante
a lactacdo, além de prazer sexual para a mulher. Por serem sensiveis as variagdes de hormonios
femininos, os seios adotam as mudancgas ciclicas do periodo menstrual com alteragdo da
densidade do parénquima mamario dependendo dos niveis hormonais durante o ciclo

(AKRAM, 2017).

Os tumores de mama geralmente se iniciam durante a hiperproliferacdo ductal, que
podem desenvolver desde tumores benignos até carcinomas de diversos subtipos, inclusive
metastaticos, ap6s estimulacdo cronica de fatores carcinogénicos (SUN, 2017). De acordo com
estudos de Polyak e colaboradores (2007) e Basses e colaboradores (2015), existem duas
hipoteses diferentes para o surgimento e progressao do CM: a teoria da célula tronco tumoral e
a teoria estocastica (Figura 2). A teoria da célula tronco tumoral sugere que todos os subtipos
de CM tém origem na mesma célula tumoral oriunda de uma célula progenitora indiferenciada
na qual as mutagdes genéticas e/ou epigenéticas que porventura ocorram nessas células durante
a prolifera¢ao celular direcionariam para os diferentes tipos de CM. Ja a teoria estocastica
descreve que os diferentes tipos de CM tém origem em células diferenciadas que acumulariam
alteragcdes genéticas e/ou epigenéticas ao longo da sua proliferacdo, se transformando em

diferentes tipos de células tumorais e dando origem aos diversos tipos de tumores classificados.



Apesar das duas teorias serem bem aceitas, nenhuma delas tem suporte total para esclarecer a

forma como o CM se desenvolve.

A stenf cells, Breast cancir Breast cancer subtypes
progenitor cells, “stem cells’
or differentiated cells é Basal-like tumors

6 ° ER°, PR, HERY

- S— ' 6 ) % 0 \9 Luminal tumors
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Figura 2 — Representagdo esquematica das duas teorias aceitas para o surgimento do CM. A figura A representa a
teoria do surgimento do CM através de uma célula tronco tumoral. A figura B apresenta a teoria do surgimento do
CM através de uma origem estocastica. Fonte: SUN, 2017.

Como descrito anteriormente, fatores genéticos também possuem uma forte influéncia
sobre o desenvolvimento do tumor e sdo amplamente utilizados no estabelecimento de riscos,
diagnosticos e prognosticos do CM. Os anti-oncogenes BRCA1 ¢ BRCA2, descobertos na
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década de 1990, sao amplamente utilizados para esse fim, tanto para o CM quanto para o cancer
de ovario. Apesar da importancia de fatores de risco ambientais, véarios pacientes diagnosticados
com CM nao apresentavam polimorfismos dos genes BRCA1/2, o que possibilitou a
investigacao da susceptibilidade poligénica para o CM, além da classificagao entre risco génico

dependendo do polimorfismo encontrado (FILIPPINI, 2013).

O risco de desenvolvimento de CM em individuos com polimorfismos nos genes
BRCA1/2 ¢ alto. Em média, 25% dos CM hereditarios e de 5 a 10% do total de CM sao causados
por alteragdo desses genes. Na populagdo, a frequéncia de mutacdes do gene BRCAL ¢ de
aproximadamente 1 para cada 300 individuos e do gene BRCA2 de 1 para cada 800 individuos
(FILIPPINI, 2013; SUM, 2017). Apesar de apresentar uma menor frequéncia de alteragdo
quando comparado ao gene BRCA1/2, os polimorfismos no gene TP53 estdo presentes na
maioria dos tumores solidos e conferem um risco de 18 a 60 vezes maior para o
desenvolvimento de CM em pacientes abaixo dos 45 anos quando comparado a populacdo em

geral (BLANCO, 2010).

O Receptor 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER 2, da sigla em inglés)
também ¢ um importante oncogéne do CM. Ele ¢ um receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR, da sigla em inglés) e ¢ detectado em 20% dos CM primarios com
prognostico desfavoravel (ELIZALDE, 2016). O gene c-Myc codifica a proteina Myc, um fator
de transcricdo que regula 15% de todos os nossos genes. O aumento da sua expressdo esta
associado ao desenvolvimento e progressdo de células tumorais de CM altamente agressivas e
invasivas, enquanto em tumores benignos o aumento da proteina Myc ndo ¢ encontrado (JUNG,

2017).

Polimorfismo de outros diferentes tipos de genes ja foram identificados e classificados
com risco moderado para o CM, apesar de algumas alteracdes serem relativamente incomuns
na populagdo (menor do que 1%). Alteracdes nos genes CHEK2, ATM, BRIP1, PALB2 e
RADS51C estdo associados a um risco de 1,5 a 5 vezes maior para o desenvolvimento de CM
(FILIPPINI, 2013). Genes relacionados ao metabolismo de hormoénios estrogénicos, como
CYPI17, COMT, CYP1A1 e CYP19, tém sido amplamente estudados. Apesar de nao estarem
totalmente estabelecidos como critério para diagnostico, dados apontam para a importancia da

sua utilizagdo para o prognostico do CM (ITO, 2016).
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Outro fator importante para a patogénese do CM ¢ a composicdo do microambiente
tumoral, que compreende as células tumorais em proliferagdo associadas a uma grande
variedade de células ndo tumorais presentes no estroma peritumoral. Dentre os componentes do
microambiente tumoral, encontram-se fibroblastos, células do sistema imune, células
endoteliais, células do infiltrado inflamatdrio, moléculas de sinaliza¢do, componentes da matriz
extracelular, dentre outras, que apresentam diferentes densidades e concentragdes de acordo

com o tipo de CM (MITAL, 2018).

A fina organizacdo e comunicagdo entre parénquima e estroma normais ¢ alterada no
microambiente tumoral, levando a uma comunica¢ao cruzada entre os diferentes tipos celulares
que a compde (BALKWILL, 2012). As células ndo tumorais, do microambiente tumoral,
podem produzir diferentes tipos de substancias como proteinas da matriz extracelular,
quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e componentes inflamatdrios com potencial de
induzir comportamentos autdcrinos e paracrinos aberrantes nas células desse estroma e
consequente influéncia sobre as células tumorais, e vice e versa (Figura 3). Tais alteracdes
levam a um microambiente menos estruturado e nao uniforme, que influenciam caracteristicas
morfoldgicas, de crescimento e de invasividade do tumor como aumento da taxa de
proliferacdo, angiogenese e indug¢do da transicdo epitélio-mesenquimal (MAO, 2013;

JUNTTILA, 2013; MITAL, 2018).
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Figura 3 — Representacdo esquematica dos principais componentes do microambiente tumoral e seus
papéis no estabelecimento ¢ progressdo do CM. Componentes do estroma tecidual, células transitorias,
substancias quimicas secretadas, além do proprio tecido tumoral podem interagir mutualmente e
determinar fatores tumorigénicos mais severos, como aumento da taxa de proliferacdo celular e
formacgdo de células metastaticas. Abreviagdes e termos em inglés: Adiposes cells, Células adiposas;
Angiogenesis, Angiogénese; CAF, Fibroblastos associados ao cancer; Cav-1, Caveolina-1; CCL2, 5, 18,
Quimiocina ligante 2, 5, 18; COLVI, Colageno VI; CSF-1, Fator-1 estimulador de colonias; Drug-
resistence, Resisténcia a drogas; E2, Estrona -E2; FAP, Proteina de ativagdo de fibroblastos; FGF, Fator
de crescimento de fibroblastos; FSP-1, Proteina especifica de fibroblastos; Growth, Crescimento; HGF,
Fator de crescimento de hepatdcitos; 1L-1,4,6,10,13, Interleucina -1,4,6,10,13; Imune suppression,
Supressdo imune; Invasion, Invasdo; Metastasis, Metastases, Methylation, Metilagdo; MMP-7,9,11,
Matriz metaloproteinase-2,9; Mutation, Mutagdo; NAF, Fibroblastos nao associados ao cancer; NF-kB,
Fator nuclear kB; PDGFR-a./ B, Fator de crescimento derivado de plaquetas-o./ f; RANKL, Ligante do
fator nuclear kB (RANK); SDF-1, Fator derivado do estroma; Stemness, Rigidez; T cells, Células T;
TAM, Macrofagos associados ao tumor; TGF-B, Fator de crescimento transformador-f3; TNF-a, Fator
de necrose tumoral; Tumor cells, Células tumorais; VEGF, Fator de crescimento endotelial vascular;
Vimentin, Vimentina; a-SMA, Actina do musculo liso alfa. Fonte: MAO, 2013.
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2.3 — Tipos de Cancer de Mama

O CM pode ser classificado utilizando caracteristicas patologicas do proprio tumor e/ou
clinicas, do paciente, como parametros histopatologicos, graus de crescimento do tumor,
estagio pré-descritos da doenga e por marcacao por receptores moleculares. Além disso, outros
parametros associados podem ser utilizados para determinag¢ao de um prognéstico mais preciso
como presenca de metastase em linfonodos relacionados ao tumor ou por fatores pré definidos
como o Indice Prognéstico Nottingham (NP, da sigla em inglés). O NPI é uma ferramenta
progndstica pos cirurgica util, cientificamente so6lida e altamente reproduzivel, baseada em
dados como o tamanho do tumor, nimero de linfonodos envolvidos com o tumor e no grau do
seu crescimento, com consequente estimativa da taxa de sobrevida do paciente em 5 anos apds
o diagnostico. Geralmente esses critérios parametrizados sdo identificados e descritos em
conjunto para uma melhor classifica¢do do tipo do tumor e estabelecimento de melhor proposta

terapéutica para o paciente (SANTOS, 2015; SIKANDAR, 2015).

O CM exibe diferengas heterogénicas tanto inter quanto intratumorais, e essas
caracteristicas dependem de condic¢des genéticas e ndo genéticas. As diferengas intratumorais
refletem a coexisténcia de diferentes fendtipos de células de CM com caracteristicas de células
do tumor primario, células com alteracdes morfogenéticas distintas do tumor primario e células
com potencial metastatico (Figura 4). Ja as diferencas intertumorais sdo definidas pelas
diferencas entre os pacientes, que refletem os sistemas de estadiamento do tumor e suas

classificagdes patologicas (HONG, 2018).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da hierarquia epitelial mamaria e a seu potencial relacionamento com os
principais subtipos de CM. Os marcadores celulares logo acima das células azuis sdo utilizados para a separagdo
dos varios subtipos celulares epiteliais descritos. Os quatro tipos de tumores de CM mais frequentes estdo
identificados pelas setas vermelhas: Tumor do tipo baixa quantidade de Claudina (Claudin low), Tumor do tipo
Basal (Basal-like), Tumor do tipo Luminal A (Luminal A), Tumor do tipo Luminal B (Luminal B). Fonte: HONG,
2018.

Do ponto de vista histopatologico, o tecido mamario pode apresentar desde um
parénquima hiperplésico atipico, ou seja, com uma lesdo pré-maligna, até uma massa de tumor

solido de CM, sendo descrito como invasivo € ndo invasivo.

Os tumores ndo invasivos podem ser classificados como carcinoma ductal in situ (com
origem nos ductos mamarios) e carcinoma lobular in situ (com origem nos lobulos mamarios).
Esses dois tipos de tumores sdo, geralmente, os mais comuns (40 a 70% dos casos), com boa
resposta aos tratamentos disponiveis € boa evolugao clinica, com alta taxa de sobrevida nos 5
anos apds o diagnostico. Apesar de nao serem invasivos, a heterogeneidade do tumor pode
subsidiar a presenca de uma célula com perfil mais agressivo, levando ao desenvolvimento de

tumores invasivos e com pior prognoéstico clinico (BOMBONATI, 2011; HONG, 2018).

Ja os tumores invasivos, os carcinomas lobulares infiltrativos e os carcinomas ductais

infiltrativos, possuem caracteristicas mais agressivas, geralmente o seu crescimento extravasa
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outras regides, além do seu ponto inicial de crescimento, possuem alta possibilidade de
metastatizagdo, principalmente para o cérebro, ossos, intestinos e pulmdo, e geralmente
acometem mulheres com idade mais avancada. Além desses tipos especificos, o CM triplo
negativo, ou seja, que nao apresenta receptor de membrana para estrogeno, progesterona nem
parareceptor de crescimento epidermal 2, também ¢ um tipo de tumor bastante agressivo, muito
comum em mulheres pré-menopausa € com um prognostico ruim (AKRAM, 2017; HONG,

2018).

Outros tipos histopatoldgicos de CM invasivos também podem ser identificados, porém
de forma mais rara. O carcinoma medular ¢ um tipo de tumor invasivo, porém apresenta menor
agressividade do que os demais (e.x., CM triplo negativo). Histologicamente, a sua capacidade
invasiva ocorre apenas de forma discreta além da massa do tumor primario. O carcinoma de
células mucinosas sdo células tumorais de CM oriundas de células formadoras de muco, ¢ um
cancer extremamente raro ¢ com predi¢do clinica incerta. O carcinoma tubular também ¢ um
carcinoma invasivo, mas que apresenta altas taxas de sobrevida e cura em mulheres acometidas.
Ja a doenca de Paget ¢ um tipo de CM inflamatdrio, que bloqueia o fluxo de células ou liquidos
do sistema imunologico para a mama e/ou para a pele da mama), que acomete as células que
compde os mamilos e com patogénese ainda ndo totalmente elucidada (BOMBONATI, 2011,

AKRAM, 2017; HONG, 2018).

Devido as variadas respostas clinicas dos pacientes nos diversos tipos de CM, foi
necessario criar uma classificagdo complementar mais refinada, que conseguisse distinguir
mecanismos celulares mais informativos e consequente avaliagdo clinica e estratégias
terapéuticas mais eficientes. Baseando na presenca de receptores de membrana celular para
estrogeno (ER), progesterona (PR) e receptor de fator epidérmico 2 (HER2), foram definidas 6

classificagdes distintas para 0 CM, que sdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos subtipos moleculares de CM.

Subtipo Molecular Luminal A Luminal B Basal like HER2 positivo  Claudin-low  Tumor tipo célula normal

Frequéncia 50% a 60% 10% a 20% 10% a 20% 15 a 20% 122 14% 5a 10%
ER/PR/HER2 ER+PR+HER2- ER+PR+HER2+ ER-PR-HER2- ER-PR-HER2+ ER-PR-HER2- ER+PR+HER2-
Proliferagdo Baixa Alta Alta Alta Alta Baixa

Grau histolégico  Intermediario Alto Alto Alto Alto Baixo
Progndstico Bom Intermediario Ruim Ruim Ruim Intermediario

Mutagdo de P53 Baixo Intermediario Alto Alto Alto Baixo
Mestastase Osso Osso, Figado Intestino Intestino Inespecifico Inespecifico

Fonte: HONG, 2018 — Modificada

Para avaliar o processo de tumorigénese do CM, as classificagdes imuno-histoldgicas
realizadas em conjunto, determinam diversas caracteristicas que possibilitam avalia¢do
diagnostica, terapéutica e tomada de decisdo clinica mais completa. Por exemplo, os carcinomas
in situ ductal e lobular podem evoluir para um carcinoma invasivo. Porém, do ponto de vista
molecular, apresentam-se positivos para receptor de ER e PR, negativos para receptor de HER2,
baixa atividade mitdtica e boa estabilidade génica. Ja o carcinoma ductal invasivo apresenta-se
negativo para os receptores de ER e PR, positivo para o receptor de HER2, alta atipia nuclear e
grande instabilidade génica. Mesmo com a grande quantidade de tipos de CM, essas
classificagdes podem ajudar a entender os diferentes fenotipos das células tumorais e

consequentemente ajudar a conduzir o tratamento desses pacientes (SIMS, 2007; PRAT, 2011).

Contudo, os reais mecanismos que induzem a diferenciacao de uma célula normal em
um tumor primario € consequentemente de um tumor primario a um tumor metastatico, mesmo
no CM, ainda ndo estdo bem claros. A chave para a classificagdo dos diversos tipos de CM e a
as melhores condutas clinicas para cada tipo pode estar na compreensdo dos mecanismos de
transformagdo tumorigénica que essas cé¢lulas sofrem. Por isso, estudos mais aprofundados
sobre o assunto sao de extrema importancia ndo sé relacionada a biologia do CM, mas para o

desenvolvimento de estratégias clinicas mais robustas e eficientes.
2.4 — Formas de se estudar o CM

Para o estudo de processos carcinogénicos e tumorigénicos do CM, sdo utilizados
fragmentos dos tumores primarios ou de tumores metastaticos de pacientes, realizados apds
intervengdo cirurgica, ou através de linhagens imortalizadas de células em cultura. Todas as
duas fontes de amostras sao bem estabelecidas pela literatura, apresentando vantagens, mas

também algumas desvantagens.
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O tumor primadrio, oriundo de secgdes cirurgicas, mantém distintos clones de células
tumorais no seu interior com diferentes perfis genéticos e epigenéticos, além de distintas
mutacoes somaticas (GERLINGER, 2012). E essa diferenca nao se limita apenas em células
tumorais, mas também aos outros tipos celulares que participam da arquitetura tecidual do
tumor, como células do sistema imune, células do estroma tecidual e células epiteliais nao
tumorais (JUNTTILA, 2013). Costa e colaboradores (2015) descriminaram diferengas na
expressao de proteinas no CM, demostrando grandes alteracdes do perfil de 10 proteinas
(CASPE, ENOG, TPM1, CAPG, VIME, TPM3, TRFE, PDIA6, WDR61 e PDIA3), além de
alteragcdes em varios processos bioldgicos entre tecidos ndo tumorais e de tumor primario de
CM, retirados durante o tratamento cirargico. Tais estudos sdo de grande valia para se investigar
varios fatores relacionados ao progndstico e tratamento do CM, mas impedem a avaliagcao do

processo tumorigénico de células em diferentes estagios tumorais.

Para tanto, seria necessario o estudo de varios tipos celulares avaliados isoladamente, o
que ¢ caracteristico de pesquisas realizadas in vitro. Com elas, os estudos t€ém uma fonte
ilimitada de material auto replicavel e homogéneo, sem contaminantes teciduais como células
do estroma ou outros tipos celulares, o que facilita o estudo personalizado de cada fen6tipo em
especifico. Obviamente o estudo in vitro também apresenta limitagdes como, por exemplo, a
auséncia de células nao-tumorais que formam o microambiente tumoral e que sdo importantes

no processo de tumorigénese.

Viérias linhagens celulares ndo tumorais e tumorais de CM, como MCF-7, MCF-10A,
MDA-MB-231, SK-BR-3, entre outras, estdo disponiveis comercialmente para estudos in vitro
e sdo amplamente utilizadas neste sentido. Contudo, boa parte das células tumorais
imortalizadas tem sua origem em tumores metastaticos, coletados em sitios anatdmicos
distintos e com possivel acumulo de alteragdes génicas importantes, devido a algum tipo de
tratamento utilizado pelo individuo, como o uso de quimioterapia e/ou radioterapia. Com isso,
nao ¢ possivel estudar os diferentes estagios fenotipicos da tumorigénese com tais células
disponiveis no mercado, deixando uma lacuna muito grande na compreensdo de quais
fendmenos acontecem durante o desenvolvimento dos diversos perfis celulares presentes no
tumor primario e metastatico. Afim de suprimir essa lacuna, no presente estudo foram
utilizadas, além das linhagens comerciais MCF-10A (linhagem celular de epitélio mamario com
fendtipo ndo tumoral) e MDA-231-MD (linhagem celular de epitélio mamario com fendtipo

tumoral metastatico), duas linhagens celulares de CM, MGSO-3 ¢ MACL-1, isoladas de
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tumores primarios e estabelecidas pelo grupo de pesquisa do Prof. Alfredo de Miranda Goes,
do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais, que

gentilmente nos cedeu estas linhagens para o presente estudo.

A linhagem tumoral de CM MGSO-3 tem como origem um carcinoma ductal in situ,
que apresentava um perfil do subtipo HER2 (marcacao positiva para o receptor do tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano - HER2 positivo - e marcagdo negativa para receptores
de estrogeno e progesterona - ER/PR negativos). J& a linhagem tumoral MACL-1 foi isolada de

um carcinoma do subtipo luminal A (HER2 negativo ¢ ER/PR positivo) (CORREA,2013).

No estabelecimento das linhagens tumorais, essas marcagdes foram perdidas, o que ¢
considerado comum no estabelecimento de linhagens celulares in vitro, ja que as células se
adaptam a um novo perfil de expressdo génica de acordo com o ambiente em que elas estdo
inseridas (BROZOVA, 2007). No entanto, a marcac¢ao histolégica para Ki-76, um importante
marcador de proliferacdo celular usado como marcador de progndstico no CM, se manteve

positivo nas linhagens tumorais estabelecidas (CORREA,2013).

Outras caracteristicas de célula tumoral foram encontradas nas linhagens MGSO-3 ¢
MACL-1, como atividade de fosfatase alcalina aumentada, aumento da produ¢cdo de RNAm da
transcriptase reversa da telomerase (hTERT) em comparagdo a uma célula ndo tumoral
(fibroblasto), e aumento da expressdo de RNAm para Mucina 1 associada 8 membrana celular

(MUC-1) em comparagio a linhagem tumoral metastatica MDA-MB-231 (CORREA, 2009).

Tabela 2 — Origem das células tumorais de CM

Linhagem celular| Organismo Tecido Tipo Celular| Tumorigénica Origem
MCF-10A Homo sapiens | Glandula mamaria [ Epitelial Ndo Doenga Fibrocitica
MGSO-3 Homo sapiens | Glandula mamaria [ Epitelial Sim Derivado de turmor primario
MACL-1 Homo sapiens | Glandula mamdria [ Epitelial Sim Derivado de turmor primario
MDA-231-MD | Homo sapiens | Glandula mamaria| Epitelial Sim Dfer.lvado, de. sitio
metastatico (Liquido Pleural)

Fonte: Proprio autor.

Através do estudo das quatro linhagens descritas na tabela 2, ¢ possivel construir um
fluxo tumorigénico, desde a célula com fendtipo normal (MCF-10A), passando por linhagens
celulares com fenétipo de tumor primario (MGSO-3 E MACL-1), at¢ uma linhagem com
fenotipo metastatico (MDA-231-MD) e assim, procurar entender melhor quais alteracdes sao

importantes para esse processo.
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As principais ferramentas de estudo utilizadas atualmentes, para o CM, estdo embasadas
na andlise gendmicas e na quantificacdo de RNAs, por técnicas de biologia molecular. As
avaliagcdes moleculares sao metodologias muito importantes para a classificacao e progndstico
do cancer, principalmente na classificacao dos subtipos de CM. Entretanto, os genes € RNAs
ndo nos evidenciam nenhuma capacidade catalitica ou de sinaliza¢do relacionados, dependendo

da expressdo génica para tal determinacao.

\ .

Dentro dos avangos relacionados a epidemiologia molecular do cancer, algumas
caracteristicas fenotipicas ndo elucidavam claramente as caracteristicas encontradas no DNA e
RNA das células tumorais. Tal contraponto direcionou a um novo paradigma para a
compreensdo do processo de carcinogénese ¢ de tumorigénese: “quais aspectos de
susceptibilidade genética dao suporte a fatores ambientais de risco no desenvolvimento do
cancer?”. Esse novo paradigma surgiu a partir de questionamentos sobre as condic¢des
ambientais e a real condicdo genética para maior susceptibilidade de desenvolvimento do
cancer.

Um grande exemplo correlaciona-se ao consumo de alcool. Varios estudos demostram
a correlagdo entre o consumo de alcool e o desenvolvimento de varios tipos de cancer, sem
exemplificar a condi¢do biologica relacionada ao fato. Porém, alteragdes funcionais
encontradas na enzima ALDH2, responsavel pela oxidacdo do acetoaldeido, produto de
oxidagdo do etanol, e muito frequente em familias de origem japonesa, estdo diretamente

relacionadas ao aumento dos indices de cancer de esd6fago nessa populagdo (ITO, 2016).

O tabagismo, apesar de apresentar alguma correlagdo com o surgimento do CM, ainda
apresenta conexoes biologicas inconsistentes. Mas, em pacientes com alteragdes na produgao
da enzima N-acetiltransferase 2, responsavel pela desintoxica¢do de elementos carcinogénicos

do cigarro, hd uma forte susceptibilidade para o surgimento de CM (BONDURANT, 2011).

A chave para alteragdes biologicas relacionados a splincing alternativos de RNA para a
produgdo de diferentes proteinas, alteracdes de producdo ou fun¢do de proteinas, vias de
sinalizacdo proteica ou modificagdes pos-traducionais sdo fundamentais para a compreensao da

biogénese do CM (ZEIDAN, 2015).

Para tanto, a avaliacdo do perfil de proteinas presentes nas células tumorais de CM pode
refletir melhor o estado funcional das células, ja que essas moléculas sdo as principais efetoras

de a¢des celulares (COSTA, 2015). Em complementagdo as técnicas gendmicas, a protedmica,
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que se refere ao estudo em larga escala de proteinas, abrangendo aspectos como sua
identificacdo, ontologia, interacdo proteina-proteina, envolvimento de vias de sinalizacdo,
quantificagdo e andlise funcional, pode elucidar de forma mais clara processos aberrantes nos
varios subtipos de CM e, potencialmente, identificar novas proteinas ou perfis protéicos que
refinem a sua classificacdo (Figura 5). Além disso, a técnica pode ser utilizada para
identificacdo de biomarcadores que podem auxiliar no prognostico da doenca, além de indicar
o potencial surgimento de metastase ¢ uma possivel resisténcia a terapias para cada subtipo

especifico de CM (LAM, 2014).

Especificamente para o CM, a utilizagdo da protedmica concentra-se na descoberta de
novos marcadores mais precisos € na compreensao das vias de sinalizagdo que direcionam a
iniciagdo e progressao do tumor (ZEIDAN, 2015). Portanto, a protedmica, como ferramenta de
pesquisa na biologia do CM, ¢ uma valiosa ferramenta para auxiliar na elucidagdo de processos
carcinogénicos e tumorigénicos, além de subsidiar acdes terap€uticas e progndsticas mais

precisas.
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Figura 5 - Representagdo esquematica da complexidade e de moléculas/eventos de interesse durante a transigdo
da gendmica e transcriptomica para estudos baseados em protedmica. PTMs: modificagdes pos-traducionais, sigla
em inglés. Fonte: ZEIDAN, 2015.

2.5 — Protedmica

O termo proteoma surgiu em meados da década de 1990, proposto Marc Wilkins
(WILKINS, 1996), e ¢ utilizado para caracterizar um conjunto de proteinas encontradas em
células vivas, tecidos ou organismos, em um determinado momento, representando o resultado

da transcri¢ao e tradugdo génica somados as alteragdes estruturais e/ou funcionais apods
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modificac¢des pos-traducionais (TSIATSIANI, 2015). A protedmica ¢ uma area da ciéncia que
possibilita o estudo de estruturas e fungdes de proteinas e suas interacdes com o auxilio de
métodos analiticos fisico-quimicos de alta resolugdo, como a cromatografia liquida (LC) e a
espectrometria de massa (MS). Com a utilizacdo dessas técnicas, ¢ possivel avaliar diferentes
dindmicas da acdo de proteinas entre diferentes amostras bioldgicas e, a partir disso,

compreender sistemas mais complexos (PAVIA, 2010; RAUNNIYAR, 2014).

Mesmo apos o sequenciamento do genoma humano (VENTER, 2001), a compreensao
dos processos biologicos ndo foi totalmente elucidada porque uma parte importante nao
depende do contexto genético (CALDERON-CELIS, 2017). Apesar da produgdo de proteinas
estarem diretamente ligadas a transcri¢ao e traducao de genes, essa relagao nao se estabelece
de forma linear, ja que o genoma humano possui aproximadamente 20 mil genes e a quantidade
de proteinas humanas ¢ calculada em aproximadamente 1 milhio de proteoformas (MUNHOZ,
2014). Nesse contexto, a protedmica complementa a compreensdo da biologia de organismos
complexos, permitindo a identificacdo de proteinas e seus mecanismos de regulagdo,
modificagdes pds-traducionais, interacdes proteina-proteina, e quantificagao da abundancia dos
niveis proteicos em condi¢des normais e patologicas (CIFANI, 2016; CALDERON-CELLIS,
2017).

A complexidade do proteoma traz grandes desafios para a sua caracterizagdo em
determinadas células, tecidos e organismos. No plasma humano, por exemplo, a faixa de
concentragdo de proteinas pode variar mais de 10 ordens de magnitude, como a albumina em
relagdo as citocinas, conforme exemplificado na Figura 06 (GEVER, 2017). Muitos marcadores
de doengas, inclusive, podem ser detectados em concentragdes na faixa de ng/mL a pg/mL,
podendo ser tdo baixas quanto uma molécula/mL, quantidade que ¢ muito baixa para

diagnéstico precoce de uma doenga, por exemplo (LANDEGREN, 2012).
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Figura 6 — Concentragdo de algumas proteinas encontradas no plasma humano. As proteinas estdo identificadas
pelos respectivos genes. Fonte: Geyer, 2017.

Para a avaliacdo dessa dinamica complexa, os estudos de sequenciamento gendmico,
analises de bioinformatica e espectrometria de massa (do inglés, MS) vém evoluindo
exponencialmente, principalmente na ultima década (CALDERON-CELIS, 2017;
VALIKANGAS, 2018). Inicialmente, os métodos de separagdo e identificagdo, como a
eletroforese bidimensional e a MS de ionizacdo em dessorcao a laser assistida por matriz (do
inglés, MALDI) possibilitaram a detec¢ao de proteinas de modo diferencial (LATTERICH,
2008; HAWKRIDGE, 2014). J4 a técnica de LC-MS, baseada no acoplamento de cromatografia
liquida de alta pressao (do inglés, HPLC) com a MS de ionizagdo por eletrospray (do inglés,
ESI) possibilitou a analise de proteomas mais complexos (HAWKRIDGE, 2014; CALDERON-

CELIS, 2017), sendo atualmente o método mais empregado na protedmica.

O desenvolvimento de metodologias mais eficazes nas separagdes cromatograficas, na
resolucdo de massa, na sensibilidade e na velocidade de aquisi¢ao espectral permitiram o
surgimento de metodologias mais simples e robustas, como a protedmica “shotgun”, na qual os
protocolos baseiam-se na obtengdo da amostra, digestdo proteolitica e analise por LC-MS do
material obtido. Com o surgimento do analisador de massa Orbitrap, que ¢ do tipo armadilha

de ions, e a sua capacidade de aquisicao espectral em alta resolugdo, a protedmica shutgun
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alcancou novos patamares (HU, 2005), o que possibilita, atualmente, a identificagdo de milhares

de proteinas a partir de amostras complexas em uma unica analise LC-MS.

Suportados por essa evolucao analitica, a protedmica quantitativa aplicada a sistemas
bioldgicos também cresceu rapidamente. Através da sua andlise, circuitos intracelulares
proprios, em diferentes fases do desenvolvimento celular e em diferentes perfis temporais de
sinalizagdes celulares em resposta a estimulos internos e externos puderam ser estudados de

forma mais ampla e completa (IVAKHNO, 2006; RAUNIYAR, 2014; VALIKANGAS, 2018).

Os métodos para quantificacdo de proteinas por LC-MS podem ser divididos em
estratégias de marcacdo com is6topos estaveis ou sem marcacao. Além disso, a marcagao com
isotopos estaveis podem ser realizadas de duas formas: a marcagdo metabodlica, quando a
marcagdo ocorre através do metabolismo celular, por exemplo utilizando aminoacidos
esséncias, como a lisina, marcados com tais is6topos no meio de cultura celular, como no caso
da técnica de SILAC (do inglé€s, Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture); ou
a marcacao quimica, quando os isOtopos sdo acrescentados apoOs a digestdo das proteinas
extraidas de algum tecido ou célula, como no caso da marcacdo com TMT 10 plex, que utiliza
marcadores isotopicos para marca¢do de peptideos via aminas primarias (LI, 2017,

RAUNIYAR, 2014)

A sigla TMT significa marcadores de massa em tandem (7andem Mass Tags, da sigla
em inglés). Sdo marcadores quimicos isotdpicos que sdo conjugados quimicamente com as a
aminas primdrias dos peptideos produzidos apos digestdo enzimatica na preparagdo para
protedmica. Com essa marcacao, ¢ possivel a jun¢do de varias amostras em um mesmo frasco

que pode ser analisado no equipamento de uma Unica vez, otimizando o processamento.

A andlise simultdnea de varios grupos experimentais utilizando o TMT ¢ possivel
porque os marcadores isotdpicos apresentam ions reporter especificos, que sdo liberados apos
a fragmentagdo destes grupos durante a espectrometria em tandem MS/MS, possibilitando,
assim, a identificacao de qual grupo experimental pertencia um determinado ion reporter. Cada
tag possui um grupo repérter, um grupo de equilibrio de massa (para que todas as fags
apresentem a mesma massa molecular) e um grupo reativo para se ligar as aminas primarias
dos peptideos. Apds a marcagdo com o TMT, a massa molecular de um mesmo peptideo, mas
oriundo de grupos experimentais distintos, serd a mesma, mesmo sendo marcado com fags

apresentando ions reporter com massas moleculares distintas, pois o grupo de equilibrio
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compensa tais diferencas de massa. As informacdes quantitativas sdo geradas na varredura
MS/MS, quando os peptideos e as tags sdo fragmentadas, por exemplo utilizando a dissociacao

por colisao de alta energia (sigla em inglés, HCD), no qual o grupo reporter € liberado.
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Figura 7. TMT10plex. (A) Grupos que compde um fag, incluindo o local de fragmentagdo baseado no tipo utilizado
(e.x., ETD ou HCD). (B) Estrutura de cada um dos 10 tags disponiveis. (C) Tipico fluxograma de uso do TMT,
incluindo um exemplo de espectro do tipo MS, no qual os peptideos marcados pelas 10 fags apresentaram a mesma
relacdo m/z ¢ o espectro MSMS, destacando os ions reporter usados para a quantificagdo relativa. Fonte:
thermofischer.com.

A evolugdo da protedmica, assim como a de outras ciéncias 6mica, foi fundamental para
compreensdo global de sistemas complexos e o entendimento a respeito, ndo s6, do efeito de
uma proteina em uma via de sinalizacdo, mas do seu papel dentro de um complexo de vias
extenso, chamado de sistema biologicos, que pode, ou nao, determinar uma mudanga chave na

atividade funcional celular (GOLDSTEIN, 2019; SHI, 2019).

O conhecimento sobre a estrutura de uma proteina ¢ fundamental para a compreensao
da sua fun¢do ou disfungdo. Apesar da evolucdao das técnicas de biologia estrutural de alta
resolugdo como a cristalografia, o raio X e a espectrometria de ressonancia nuclear magnética
demostrarem boa aplicabilidade nessa investigacdo, a flexibilidade da analise protedomica
possui superioridade analitica, ja que o tamanho da proteina alvo de estudo e a complexidade
do pool de proteinas em uma dada amostra ndo se caracteriza um obstaculo no processo de

avaliagdo, o que ¢ realidade para as outras metodologias (KAUR, 2019).
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A andlise de complexos protedOmicos, ou a prototipagem, também possibilitou a
estratificacdo de células ou organismos que, mesmo pertencentes a um grupo especifico,
apresentavam caracteristicas destoantes dos seus pares e geravam interpretagdes inadequadas
sobre sua condi¢ao bioldgica. Isso aconteceu na caracterizagdo, por exemplo, de bactérias da
mesma cepa com susceptibilidade diferente a um mesmo antibidtico ou na identificagao de
células tumorais que, mesmo apresentando marcadores relacionados a um bom progndstico,
evoluiam para quadros metastaticos muito agressivos. Essa prototipagem ou caracterizacao do
especifica do proteoma de organismo tornou mais robusta a compreensdo de sistemas
complexos e a diferenciacdo entre individuos que até entdo eram considerados semelhantes

(BOJA, 2011; KARISSON, 2015).

Todas essas caracteristicas relacionadas a técnica e analise protedmica possibilitaram
avancos em diversas areas biomédicas como a deteccdo de varios marcadores biologicos,
identificacdo de proteinas candidatas a producdo de vacinas, compreensdo de mecanismos de
patogenicidade, alteragdes do padrao de expressao celular em resposta a diferentes sinais e
estabelecimento e interpretacdes de vias de proteinas funcionais em diferentes patologias

(ASLAN, 2017; LI, 2017), incluindo o cancer

2.6 — Protedmica e 0o CM

A complexidade e heterogeneidade do CM demonstra que a doenga se desenvolve por
multiplas vias que nada mais sdo do que o resultado de uma combinagdo da tumorigénese,
reincidéncia tumoral e surgimento de metastase, envolvendo uma rede complexa de proteinas
associadas a diversos eventos moleculares. Essa transformacgdo celular resulta em células
tumorais com alteragdes na expressao de proteinas, modificagdes pos-traducionais e degradagao
de moléculas, que podem influenciam em toda maquinaria dessas células. Por esse motivo, fica
claro que a andlise de proteinas ¢ uma boa ferramenta de identificacdo das modificacdes e

interacdes responsaveis pela transformacgao tumoral (FERLAY, 2015).

A avaliagdo do perfil de proteinas dos diversos tipos de CM, através de técnicas
protedmicas, t€ém elucidado diversos aspectos da biogénese desse tumor, permitindo o

monitoramento de alteragdes estruturais e comportamentais das células tumorais, além de
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avaliar possiveis marcadores, ndo sé no proprio tecido tumoral mas também no sangue e outros

fluidos corporais.

Quando avalia-se a heterogeneidade das subpopulacdes de células tumorais em um
tumor primario, apesar de apresentarem alguns marcadores comuns, como os j& descritos
anteriormente, podem possuir diferentes sinalizagdes intracelulares que irdo diferencid-las em
varias caracteristicas tumorais como proliferacdo e diferenciacdo, por exemplo. Tais
caracteristicas também sao relacionadas a resposta celular ao tratamento escolhido. Como
exemplo, tumores solidos com marcagao positiva para HER2 positivo, porém com alteragdes
na por¢ado extracelular do receptor, podem produzir células tumorais hiperativas e resistentes
ao tratamento com trastuzumab (LIPTON, 2013). Além disso, Pains e colaboradores (2015)
reportaram um caso clinico em que pacientes com CM HER2 negativo apresentaram tumores
com comportamento semelhante a uma paciente com marcagdo positiva para o receptor. Apos
analise protedmica do plasma desses pacientes, foi possivel evidenciar altas concentragdes
plasmaticas de calpain-10, uma enzima capaz de clivar a parte extracelular do receptor HER2.
Ou seja, imunohistoquimicamente e geneticamente os pacientes apresentavam padrao HER2
negativo, mas um fenotipo caracteristico para HER2 positivo, pois as via sinalizacdo desse

receptor eram preservadas.

Brunoro e colaboradores (2019) utilizaram fluido aspirado do mamilo para investigar
possiveis alteragdes do liquido que banhava o tumor, no interior da mama, e consequentemente
correlaciona-lo com o prognoéstico do CM. De um total de mais de 1200 proteinas identificadas,
foram determinadas alteragdes em proteinas envolvidas na via glicolitica, na via do fator de
crescimento dependente de insulina e na via de degranulagdo plaquetaria, ambas associadas a

microambientes tumorais com maior potencial proliferativo.

Ja Gomig e colaboradores (2019) demostraram alteragdes no perfil protedmico de
pacientes com carcinoma ductal invasivo em diferentes sitios tumorais e peri-tumorais. Foi
reportada uma significativa desregulacdo de proteinas no proprio tumor primario, com
alteragdes semelhantes em comparagdo a andlise de linfonodos axilares com presenca de
metastases, em vias como a do estresse oxidativo, metabolismo energético e de producao de
oxido nitrico. Ja tecidos ndo tumorais adjacentes ao tumor e tecidos contra-laterais (da outra
mama, sem a presenca de tumor) apresentaram grande semelhanca entre si e nenhuma

semelhanca quando comparados ao perfil protedmico do tecido tumoral. Com isso, os autores
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contribuiram para o entendimento ndo s6 da importancia da avaliagdo do tumor in sifu, mas

também para a importancia do microambiente tumoral e o tecido estromal que o circunda.

Zografos e colaboratores (2019) determinaram a expressao de assinaturas protéicas no
soro de pacientes masculinos com CM. Tais assinaturas apresentavam alteracdes de proteinas
relacionadas ao ciclo celular, fun¢do mitocondrial, metabolismo lipidico e transporte celular,
demonstrando que ndo necessariamente apenas o tumor deve ser investigado, mas selecoes de
outras matrizes biologicas do paciente também podem ser usadas, principalmente através de

técnicas protedmicas.

Além de contribuirem para a compreensao do surgimento do CM, técnicas protedmicas
podem elucidar alteragdes ndo encontradas em analises moleculares. Estudo realizados por
Tyanona e colaboradores (2015) mapearam 19 assinaturas proteicas, em 1992 pacientes com
CM, e correlacionaram a sua presenca com a variacao do nimero de cépias (CNVs, da sigla em
inglés) encontradas no genoma e a variacdo da expressao de RNAm. Das 19 assinaturas
encontradas, ou seja, proteinas que apresentavam nivel de regulagdo relevante nos tecidos
estudados, setes ndo apresentavam alteragdes nem nas CNVs e nem na expressao de RNAm,

sendo possivel identifica-las apenas pelo uso da protedmica.

Com isso, acreditamos que andlises protedmicas das linhagens celulares usadas no
presente estudo seriam de grande valia para demonstrar as alteragdes fenotipicas dos varios
estagios do CM, o que poderia trazer luz a aspectos relacionados ao processo tumorigénico do

CM.

27



3 —JUSTIFICATIVA

O CM ¢ uma das principais causas de mortes em mulheres em todo mundo (RIVERA-
FRANCO, 2018). Novos métodos de investigacao e rastreamento clinicos contribuiram, nos
ultimos anos, para um declinio nas taxas de mortalidade da doenga (DEPPEN, 2012, CEDOLIN
2014). Além disso, a investigacdo e aplicacdo de novas terapias tém auxiliado para esse
declinio, principalmente em mulheres entre a faixa de 50 anos, idade mais acometida pelo CM

(BOSSETI, 2012).

No entanto, ainda ndo compreendemos plenamente a biologia do CM, incluindo as
caracteristicas fenotipicas que possibilitam que a célula tumoral desenvolva a capacidade de
proliferagdo e migragdo. Caracteristicas genéticas, estilo de vida e fatores ambientais sdo
determinantes para o desenvolvimento e prognostico do CM (MAHONEY, 2008; KLEIBL
2016).

Mesmo com o mapeamento molecular, j4 empregado na clinica para determinar o
diagnostico e prognostico do CM, o ganho real na taxa de sobrevida dos pacientes acometidos
nao foi expressivo. A abordagem gendmica e transcriptdmica possui limitagdes, ja que se pode
elucidar apenas as alteragdes ao nivel génico ou de RNAm e ndo alteragdes proteicas, que sao
os efetores finais da homeostase celular (CHAE, 2014). Além disso, a pesquisa de alteragdes
funcionais em diferentes linhagens ndo tumorais, de tumores primarios e tumores metastaticos
¢ pouco explorada, o que impossibilita uma avaliagdo mais completa do processo de

tumorigénese do CM.

A avaliagdo protedmica das diferentes linhagens utilizadas nesse estudo possibilitou
uma avaliagao ampla do perfil de proteinas presentes em cada tipo celular. Suas semelhancas e
diferencas bioldgicas na identificagdao da sua ontologia, classificacao, regulacdo das proteinas
e redes de interacdo, o que contribuiu para uma melhor compreensao do processo tumorigénico
do CM e, consequentemente, abrindo novas linhas de estudo que possibilitem uma melhor

classificagcdo dos subtipos de CM, prognostico e tratamento alternativos mais adequados.
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4 — OBJETIVOS

Determinar e comparar o proteoma de linhagens celulares, in vitro, nao tumorais, de
tumores primarios ¢ de tumor metastatico, visando identificar diferencas de perfis protedmicos

entre células no diferentes estagios tumorigénico no CM.

4.1 — Objetivos especificos

e (Comparar as proteinas diferencialmente reguladas entre as diferentes linhagens
celulares (MCF-10A, MGSO-3, MACL-1 e MDA-231-MD) por protedmica
quantitativa.

o Identificar vias metabolicas, de sinalizacdo e redes de interacdo associadas as proteinas
encontradas diferencialmente reguladas.

e Confirmar proteinas chaves encontradas neste estudo por técnicas complementares

(western blot).
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5 - METODOLOGIA
5.1 Cultura Celular

As linhagens de células ndo tumorais (MCF-10A), de tumor primério (MGSO-3 e
MACL-1) e tumor metastatico (MDA-231-MD) foram cultivadas em meio Dulbecco’s
modified Eagle Medium (DMEM-Sigma Chemical Co.) suplementado com bicarbonato de
sodio 1,2 g/, 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1% de solucao de 5 mg/mL de sulfato de
penicilina/estreptomicina em salina 0,9%. As culturas foram mantidas em garrafas tratadas para

otimizar a adesdo celular, a 37 °C em estufa umidificada com atmosfera de 5% CO?2. Para cada

tipo celular, manteve-se 3 garrafas de cultura de 75 cm2 de area de superficie.

As células foram repicadas até a 14*/15% passagem. Apos atingirem uma monocamada
celular com confluéncia superior a 90%, as células foram lavadas 3 vezes com tampao fosfato
(PBS) sem adi¢ao de célcio e magnésio, pH 7,4, posteriormente lavadas com solucao salina
estéril por mais 3 vezes. Logo apos a retirada da solucdo salina, foi acrescentado 1 mL de
inibidor de protease (complemente mini EDTA-free, Roche) em cada garrafa para realizagao

da raspagem das cé€lulas com scraper estéril e individual para cada tipo celular.

As células foram coletadas em tubos do tipo “eppendorf” de 1,5 mL, centrifugadas a
3000 g por minuto por 5 minutos, retirado o sobrenadante e mantidas a -80 °C até o0 momento
da andlise. Para cada linhagem celular, foram utilizadas 4 garrafas de cultura celular T25 (&rea
de superficie de 25 cm?) formando um grupo com tamanho amostral igual a quatro (n = 4) por

cada tipo celular (Figura 8).
5.2 — Extracao das proteinas celulares para protedmica.

Para a extragdo das proteinas das células, utilizando protocolo padronizado por nosso
grupo (RODRIGUES-RIBEIRO, 2019), foi adicionado em cada amostra 50 u L de tampao de
lise (ureia 6M, tioureia 2M, cloridrato de tris(2-carboxietil)fosfino (TCEP) 10mM,

cloroacetamida 40 mM, bicarbonato de trietilamdnio (TEAB) 20 mM). Em seguida, as amostras
foram sonicadas por duas vezes durante 15 segundos em banho de gelo e incubadas por 2h a
temperatura ambiente. ApOs essa etapa, foi realizada a quantificagdo das proteinas por método
fluorescente (Qubit, Thermo). A seguir, as amostras foram diluidas 10 vezes em TEAB, visando

reduzir a concentragdo de ureia e tioureia para 0,6M e 0,2M, respectivamente. Posteriormente,
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foi adicionada a enzima Lys-C (Wako) 1:50 (enzima/proteina) por 2 horas e, logo apo6s, foi
adicionada a enzima Tripsina (Promega) na propor¢do 1:50 (enzima/proteina). A reacao
enzimatica foi realizada em temperatura ambiente. Apds 16 horas, a reagdo enzimatica foi
interrompida pela adi¢do de TFA (concentracao final de 1%) e as amostras foram dessalinizadas
por micropurificacdo usando a resina C18 ZipTip® Pipette Tips (Merck-Millipores®) e
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Para cada uma das amostras preparadas, foi

separado 25 ug de peptideos para a analise protedmica.

5.3 — Preparacdo do “POOL” de referéncia

O presente trabalho se propds a identificar as diferencas do perfil protedmico nas
diferentes linhagens de células epiteliais, desde o fendtipo normal, passando pelo tumoral com
caracteristicas primarias e pelo tumoral com caracteristicas mestastaticas. Por isso, foi
necessario estabelecer as diferencas entre esses trés perfis de fendtipos distintos. Foram
utilizadas quatro linhagens distintas: MCF-10A, que possui fenotipo de célula epitelial mamaria
normal; MGSO-3 e MACL-1, linhagens celulares que possuem fenotipo de células de origem
epitelial oriundas de tumor primario; e MDA-231-MD, linhagem celular que possui fenotipo
de célula de origem epitelial oriundas de tumor metastatico. Para estabelecer a comparacao
protedmica que propusemos, foi necessario criar um grupo de referéncia representado por um
“POOL” contendo quantidades iguais de peptideos extraidos de todas as células (MCF-10A,
MGSO-3, MACL-1 e MDA-231-MD), para ser usado como um grupo “normalizador” dos
outros datasets. Como o tamanho amostral do nosso estudo foi n = 4, foram criados quatro

“POOLs”, de acordo com a tabela 3 e figura 8
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Tabela 3 — Origem e composi¢ao dos POOLs gerados para ser um dataset de referéncia.

POOL Tipo de composigao Quantidade final de peptideos no POOL
25% de peptideos MCF-10A, N1; 25 ug
o, I _ .
POO 1 2;//0 :I(Z pipi}jzzz I\I\ji(sj(l?-f' 311’ (Formado por quantidades iguais de
odep ,p — peptideos oriundos de cada imagem)
25% de peptideos MDA-231-MD, N1,
25% de peptideos MCF-10A, N2; 25 g
0, q _ .
POO 2 2;//0 32 pip?ijzzz “l\jiz?—f' IZIZZ’ (Formado por quantidades iguais de
odep ,p — peptideos oriundos de cada imagem)
25% de peptideos MDA-231-MD, N2;
25% de peptideos MCF-10A, N3; 25 ug
o, H _ .
POO 3 ii"//o je pEp?,jeos II\\/I/Ii(S:(E f' S;’ (Formado por quantidades iguais de
e p(?p igeos — peptideos oriundos de cada imagem)
25% de peptideos MDA-231-MD, N3;
25% de peptideos MCF-10A, N4, 25 ug
0, i _ .
POO 4 ii; :Ie pep'fclljeos I\l\//llich) f' S:’ (Formado por quantidades iguais de
e pt?p igeos — peptideos oriundos de cada imagem)
25% de peptideos MDA-231-MD, N4;

Amostra do grupo experimental. Fonte: Proprio autor

5.4 — Marcagio das proteinas pelo kit TMT10plex™ Isobaric Label Reagent Set

No kit utilizado nesse experimento, trabalhamos com 10 tags que possuem diferenga de

massa de 6 mDa entre as tags isotopicas com marcadores reportes com massa °N e '3C,

espagados por 1 Da. Utilizamos as 10 tags do kit para marcar todos os grupos experimentais e

replicatas deste trabalho (Figura 8). As amostras foram marcadas seguindo o protocolo do

fabricante. Apos serdo combinadas conforme a figura 8, as amostras foram evaporadas em

centrifuga a vacuo do tipo speedvac, e armazenadas a -20°C.
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CELULAS MAMARIAS

Fendtipo Normal Fendtipo Tumoral
MCF-10A MGSO-3 MACL-1 MDA-231-MD
Célula Normal Tumor Primario Tumor Primario Tumor Metastatico
| |

Cultivadas até a 152 passagem, 4 garrafas por tipo celular K
Criado um pool de
’ ' - referéncia, em
:;ﬂﬂ wi} ;’ﬁﬂ wﬂ proporcdes iguais
l I para cada grupo
au numeral
Padronizacdo da Realizada digestao mecanica e enzimatica + Quantificagdo de proteinas
quantidade de
proteina por l l
amostra (25ug)
MC-1 MG-1 MA-1 MD-1 | —»| POOL1
MC-2 MG-2 MA-2 MD-2 | —>| POOL2
MC-3 MG-3 MA-3 MD-3 | —»( POOL3
MC-4 MG-4 MA-4 MD-4 > poOL4
. - W W

o =~

| Dessalinizagdo e marcagdo das amostra com TMT10plex

¥ A4 V¥

- - - - -
MC-1 > MG-1-—1» ] MA-1 > 1 MD-1—T> j | PooL1 ]
L - Jui - -
MC-2 > ; MG2——> y | MA2 >y | MD-2> y | POOL2 |
. = R § | m
MC-3 4— MG-3 4— I MA-3 —» i MD-3——» 1 pPoOOL 3 |
; m - m -
MC-4 > | MG-4 T 1 MA-4 T 1 MD-4—T> i POOL 4 1
Combinagdo em
proporgoes iguais
_- Amostra | Marcagdo | Amostra | Marcagao
‘ MC 1 126 MC 2 129N
“ MG 1 127N MG 2 129C
MA 1 127¢ MA 2 130N
Replicata I:’MD 1 128N MD 2 130C
ooL1 | 128c [ PooL2 131 st
i Analise
j Amostra | Marcagdo | Amostra | Marcagdo
MC3 128C MC4 131 LC = MS/MS
MG 3 128N MG 4 130C
“ MA 3 127€ MA 4 130N
- MD 3 127N MD 4 129C
Replicata POOL 3 126 POOL 4 129N
03e04

Figura 8 — Representacdo esquematica do fluxograma de trabalho da etapa de preparagdo das amostra para analise
protedmica via LC-MS/MS. MC: Linhagem celular MCF-10A; MG: Linhagem celular MGSO-3; MA: Linhagem
celular MACL-1; MD: Linhagem celular MDA-231-MD. As marcagdes dos peptideos por TMT10plex sdo
descriminadas na tabela da figura descrita em cada replicata. Fonte: Proprio autor.
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.5 — Pré-fracionamento “offline
5.5 — Pré-fi to “offline”

As amostras foram solubilizadas em 20 mM de formiato de aménio (pH 10) e carregadas
em um cartucho Sep-Pak SPE (Waters) previamente ativado com 1 mL de acetonitrila e
equilibrado com 0 20 mM de formiato de amoénio (pH 10). Apos o carregamento das amostras,
o cartucho Sep-Pak foi lavado 3x com 20 mM de formiato de amonio. As amostras foram
eluidas por um gradiente (em step) de 20 mM de formiato de amonio e acetonitrila (5%, 7,5%,
10%, 12,5%, 15%, 17,5%, 20%, 22,5%, 25%, 27%, 30%, 50% e 95% de acetonitrila). As
amostras eluidas foram combinadas em 8 fragdes. As amostras foram evaporadas em centrifuga

a vacuo do tipo speedvac e armazenadas a -20°C.

5.6. — Analise protedmica: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta

resolu¢ao

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de nanofluxo (EASY nLC, Thermo)
acoplado a um espectrometro de massa de alta resolucao (Q Exactive HF, Thermo). As amostras
pré-fracionadas foram ressuspendidas em solugdo A (4cido férmico 0,1%). Cada amostra foi
carregada (5 pL) em uma pré-coluna de fase reversa C18 (3 cm de comprimento x 100 pm
didmetro interno, 5 um didmetro da resina, Reprosil-Pur C18-AQ) utilizando um fluxo de 20
ul/min e a separagdo cromatografica ocorreu em coluna analitica (20 cm de comprimento x 75
um diametro interno, 3 pm diametro da resina, Reprosil-Pur C18-AQ) utilizando o seguinte
gradiente da solu¢do B (4cido férmico 0,1% em 95% de acetonitrila): (i) 1-3% da solucdo B
em 3 min, (ii) 3-28% da solu¢do B em 45 min, (iii) 28-45% da solu¢do B em 10 min, (iv) 45—
100% da solucdo B em 3 min. O fluxo foi mantido em 250 nL/min (0,25 pL/min). O
espectrometro de massa foi operado no modo positivo e anélise dependente de dados (DDA,
sigla em inglés) Top20. Os ions parentais (MS1) foram acumulados (tempo méximo de
acumulagiio = 120ms ou nimero méaximo de ions acumulados = 3x10°) e resolvidos no orbitrap
utilizando uma resolugao de 120.000 FWHM. Os ions mais intensos foram selecionados para
fragmentacdo HCD (janela de sele¢ao dos ions no quadrupolo = 1,2 m/z e energia normalizada
de fragmentacdo (NCE, sigla em inglés) = 32). Os ions-filhos (MS2) foram acumulados (tempo
méximo de acumulagio = 120ms ou nimero maximo de fons acumulados = 1x10°) e resolvidos
no orbitrap utilizando uma resolu¢do de 60.000 FWHM. Os ions selecionados para

fragmentacao foram incluidos em uma lista de exclusao dinamica por 15 segundos.
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5.7 — Analise de Bioinformatica

Os espectros gerados (.RAW) foram visualizados utilizando o programa Xcalibur
(Thermo). Utilizamos o programa MaxQuant (COX, 2008) para realizar as buscas em banco de
dados de proteinas humanas (Uniprot/Swissprot, 26.468 proteinas depositadas, download em
27/06/2019), utilizando o algoritmo de buscas Andromeda, implementando no software
MaxQuant. Como modificacao fixa, foi utilizado “carbamidometilagao de cisteinas” e, como
modificagdes variaveis, “TMT10plex (N-terminal e Lys)”, “oxidagao de Met”, “acetilacdo de
N-terminal (proteinas)”. A op¢do “match between runs” nao foi ativada. A tripsina e a Lys-C
foram incluidas como enzimas e foram permitidos até 2 perdas de digestdo. Apenas as proteinas
que continham uma taxa de falso positivo (FDR, sigla em inglés) < 1% e pelo menos um
peptideo unico foram incluidas nas andlises posteriores, que foram realizadas utilizando o

programa DanteR (TAVERNER, 2012) e Perseus (TYANOVA, 2016), para analises

estatisticas e visualizagdo dos dados.

5.8 - Quantificagdo de proteinas por Western Blot

Para das proteinas (tabela 4), foi utilizado 40 ug de extrato proteico de cada linhagem
celular (n = 3). As amostras foram aplicadas em canaletas de gel de poliacrilamida (10%) e a
separacdo das proteinas ocorreu por 1 hora, de acordo com sua massa molecular.
Posteriormente, a proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, que foram
bloqueadas com leite em p6 (5%) diluido em PBS-Tween (0,3%) por 1 hora. Apds o bloqueio,
as membranas foram incubadas por 16 a 18 horas com solucdo contendo 5% de leite em po,
diluido em PBS-Tween 0,3% com anticorpos das proteinas de interesse (tabela 4). Em seguida,
a membrana foi incubada com anticorpo secundéario, na diluigcdo 1:1000, por 2 horas. Logo apos
esse processo, as membranas foram reveladas por detec¢do quimiluminescente (Amersham

Biosciences do Brasil LTDA)

Tabela 4 — Anticorpos utilizados na avaliacdo de expressdo de proteinas por Western Blot

Proteina Anticorpo Organismo Empresa Anticorpo Secundadrio | Diluigdo utilizada
B-Actina Anti-B-Actina | Homo sapiens Abcam Anti-Coelho 1:1000
GAPDH Anti-GAPDH Homo sapiens Abcam Anti-Coelho 1:1000

Fonte: Bula dos fabricantes dos anticorpos
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5.9 — Determinagdo da densidade de mitocOndrias através da marcacdo com

MITOTRACKER™ Green.

Com o objetivo de estimar a quantidade de mitocondrias presentes em cada linhagem
celular, foi utilizado o Kit MITOTRACKERTM Green da Thermo Fisher Scientific, especifico

para esse objetivo.

As células especificas de cada linhagem foram cultivadas em garrafas T25 até a
passagem 15, com confluéncia superior a 90%. Entdo, as células foram lavadas por 3 vezes com
tampao PBS e cultivadas em meio DMEM sem suplementagao de soro fetal bovino por 24 horas
para sincronizagao do ciclo celular de todas as células no estagio GO/G1. Apos sincronizagao,
as c¢lulas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS e incubadas com o fluoréforo do kit
na concentracdo 150 mM por 30 minutos, seguindo de tripsinizagdo e fixacao das células com

paraformaldeido a 4%.

Células das quatro linhagens foram fixadas sem a marcagdo pelo fluoréforo para
determinac¢do do perfil, tamanho e granulosidade de cada tipo de linhagem celular. Em seguida,
determinou-se um gate eletronico unico e especifico em torno das células de interesse para cada
linhagem. As amostras foram analisadas em triplicata € em cada uma foram adquiridos 10.000
eventos. Para leitura, foi utilizado o equipamento BD FACSCanTM com laser de argonio com
excitagdo de 488 nm (15mW), do Laboratorio de Citometria, do Centro de Laboratdrios
Multiusuarios do ICB-UFMG (CELAM). Para aquisicao das imagens foi utilizado o software
BD FACSCeliquest.

5.10 — Analise Estatistica

Os dados da protedmica foram analisados usando One-Way ANOVA e fold-change =
1,3 (0,38 log2) em referéncia ao Pool. Os demais resultados obtidos foram apresentados como
média + erro padrdo da média (EPM) e as diferencas entre as médias foram analisadas
estatisticamente empregando-se o teste One-Way ANOVA seguido de teste de Tukey. Valores

de probabilidade de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 — RESULTADOS

6.1 — Visao geral do perfil protedmico das linhagens analisadas

No estudo protedmico das quatro linhagens utilizadas, foram identificadas um total de
3.008 proteinas. No grafico de Analise de Componentes Principais, PCA (sigla em inglés)
(Figura 9), realizamos a comparagao dos pools que refletem um mistura de quantidades
equimolares de proteinas entre os grupos experimentais e observamos o grau de semelhanca e
diferenga entre o proteoma das quatro linhagens celulares. Para a avaliacdo dos perfis
protedmicos das quatro linhagens celulares, utilizou-se tamanho amostral igual a4 (n=4), onde
cada garrafa de cultura de células representada um grupo experimental. Neste sentido, podemos
observar na figura 9 uma boa reprodutividade obtida neste estudo, ja que as quatro replicadas
de cada linhagem celular se agruparam em clusters bem definidos. Apenas a linhagem MDA-
231-MD apresentou uma maior variagdo, quando comparada com as outras linhagens celulares
(Figura 9). Acreditamos que essa variagdo seja devida a maior tendéncia mutagénica destas

células, que € uma caracteristica de tumores metastaticos.

PCA Plot (64.6%)

PC2 {25.6%)

20 40

PC1(39.1%)

Figura 9 — Grafico de PCA (Analise de Componentes Principais), em duas dimensdes, apresentando a disposi¢do
espacial das amostras experimentais utilizadas. Notar que as quatro amostras de Pool (em roxo) encontram-se
proximas ao centro do grafico e em distancia relativa semelhante entre os quatro tipos celulares analisados. MC
= MCF-10A (vermelho), MG — MGSO-3 (amarelo), MA — MACL-1 (verde), MD — MDA-231-MD (azul).
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Analisando as similaridades e diferencas entre as diferentes linhagens, observamos que
o proteoma das células de MCF-10A (fenotipo normal) apresentou uma grande diferenca em
comparac¢do com o proteoma das demais linhagens celulares, MGSO-3 e MACL-1 (fenotipos
de tumores primarios), e MDA-231-MD (fen6tipo de tumor metastatico). Também observamos
que as linhagens de tumores primarios (MGSO-3 e MACL-1) foram agrupadas proximas no
grafico de PCA, indicando uma maior similaridade entre os seus proteomas, e mantendo uma
certa distancia em relacao a linhagem MDA-231-MD. Com isso, podemos sugerir que existe
uma diferenga no perfil protedmico das linhagens celulares estudadas, especialmente quando
comparamos o fenotipo normal (MCF-10A) com os fenétipos de tumores primarios (MGSO-3
e MACL-1) e metastaticos (MDA-231-MD). E importante salientar que o POOL dos proteomas

se manteve proximo ao centro do grafico, evidenciado seu papel normalizador.

Com relacdo a distribuicdo da abundancia das proteinas, através dos histogramas
representados da figura 10 a 14, observamos uma distribuicdo gaussiana e, portanto, uma

distribuicao normal dos dados quantitativos.

J& no grafico de boxplot (figura 15), foi possivel observar que ambos os grupos
apresentam uma simetria semelhante, com medianas bem préximas, e uma dispersao
relativamente comum entre os grupos, indicando que a normaliza¢ao dos dados foi satisfatoria.

O mesmo perfil foi visualizado para os POOLs (figura 16)
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POOL1 POQOL2

-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0

Figura 10 - Histograma da distribui¢do das proteinas quantificadas nos datasets dos Pools. A linha preta representa
uma distribui¢do gaussiana. O eixo X representa a quantificagdo das proteinas, indo de -1 a+1. O eixo Y indica
a frequéncia de proteinas em cada valor do eixo X.
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Figura 11 — Histograma da distribuigdo das proteinas quantificadas nos datasets da linhagem MCF-10A. A linha
preta representa uma distribuigdo gaussiana. O eixo X representa a quantifica¢do das proteinas, indo de -1 a+1. O
eixo Y indica a frequéncia de proteinas em cada valor X.
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Figura 12 — Histograma da distribuicdo das proteinas quantificadas nos datasets da linhagem MGSO-3. A linha
preta representa uma distribuigéo gaussiana. O eixo X representa a quantificagdo das proteinas, indo de -1 a+1. O
eixo Y indica a frequéncia de proteinas em cada valor X.
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Figura 13 — Histograma da distribuicdo das proteinas quantificadas nos datasets da linhagem MACL-1. A linha
preta representa uma distribuigdo gaussiana. O eixo X representa a quantificagdo das proteinas, indo de -1 a+1. O
eixo Y indica a frequéncia de proteinas em cada valor X.

42



MD1 MD2

20
20

1.5

1.5

1.0

0.4

20

15

10

0.4

oo

Figura 14 — Histograma da distribui¢do das proteinas quantificadas nos datasets da linhagem MDA-231-MD. A
linha preta representa uma distribuicdo gaussiana. O eixo X representa a quantificagdo das proteinas, indo de -1 a
+1. O eixo Y indica a frequéncia de proteinas em cada valor X.
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Figura 15 — Grafico de box-plot das quatro linhagens celulares experimentais utilizadas (MC: MCF-10A; MG:

MGSO-3; MA: MACL-1; MD: MDA-231-MD). Valores de abundancia das proteinas estdo representados em log2.
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Figura 16 — Gréfico de box-plot grupos experimentais de referéncia (POOLs). Valores de abundancia das proteinas
estdo representados em log?2.

O grafico de calor (heatmap) da Figura 17 representa as razoes de abundancia das quatro
linhagens celulares analisadas, devidamente subtraidas pelas mesmas proteinas dos grupos de
referéncia (POOLs). Cores mais quentes indicam proteinas mais abundantes e mais frias as
menos abundantes. As linhas representam as proteinas identificadas e quantificadas neste
estudo, sendo os grupos experimentais apresentados nas colunas. O grafico corrobora com todos
os resultados até entdo apresentados. A sua analise permite verificar que as replicatas de cada
grupo experimental estdo agrupadas no mesmo cluster. Podemos perceber também que as
células com o fenotipo de tumor primario (MGSO-3 ¢ MACL-1) estdo mais proximas no
dendrograma apresentado (colunas). Também podemos perceber que existe uma diferenca no
perfil de abundéncia das proteinas de células com o fendtipo normal (MCF-10A), com o
fendtipo de tumor primario (MGSO-3 e MACL-1) e com o fendtipo de tumor metastatico
(MDA-231-MD). E possivel identificar, inclusive, uma dinimica no perfil de abundancia das

proteinas desde MCF-10A (fenétipo normal) at¢ MDA-231-MD (fenotipo de tumor
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metastatico). Ou seja, a alteragdo no perfil protedmico dessas células podem indicar as bases

moleculares que subsidiam o processo tumorigénico e o desenvolvimento da patologia.
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Figura 17 — Grafico de calor (heatmap) das quatro linhagens celulares experimentais avaliadas. As proteinas
(linhas) foram agrupadas utilizando a distancia de Euclidean. Cores mais quentes (diferentes tons de vermelho)
indicam abundancias maiores das proteinas e cores mais frias (diferentes tons de azul) representam as proteinas
menos abundantes. Baseando no padrdo de distancias de Euclidean, foi possivel agrupar os grupos experimentais
em dendrogramas (colunas). MC — MCF-10A (Linhagem celular epitelial, fenotipo normal); MG — MGSO-3
(Linhagem celular epitelial, tumor primario); MA — MACL-1 (Linhagem celular epitelial, tumor primario); MD —
MDA-231-MD (Linhagem celular epitelial, tumor metastatico).

I

Aplicando um valor estatistico de p < 0,05 nas 3.008 proteinas encontradas, foram
quantificadas e identificadas 2.347 proteinas. Para a determinagdo da regulagao, se positiva (up-
regulation) ou negativa (down-regulation), comparamos os datasets das quatro linhagens
utilizadas com o dataset denominado POOL, que compreende uma mistura igual em massa de
peptideos oriundos de todas as linhagens celulares usadas neste estudo, como representado na
figura 8. Neste contexto, valores de intensidade menores do que zero representam proteinas
menos abundantes e valores maiores do que zero indicam que as proteinas estdo mais
abundantes. Para este estudo decidimos aplicar um filtro mais restritivo para identificar as
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proteinas significativamente reguladas, aplicando também um valor minimo de fold-change >

1,3 ou 0,38 em escala logaritmica na base 2 (log2) em relacio ao Pool. Desta forma,

encontramos 1709 proteinas reguladas em ambas as linhagens celulares (Tabela 05 e figura 18).

Tabela 5 — Numero de proteinas identificadas significativamente reguladas utilizando os diferentes

filtros estatisticos (P < 0,05 ou fold-change = 1,3 ¢ P <0,05)

Total de proteinas p<0,05 2347
encontradas p<0,05+fg 1,3 1709
Tipo celular | Valor estatistico Todas Down
Todas 940

p <0.05 Down 572

MCF-10A up 368
Todas 884

Fold change 1.3 Down 540

UP 344

Todas 933

p <0.05 Down 391

UP 542

MGSO-3

Todas 876

Fold change 1.3 Down 381

UP 495

Todas 1213

p <0.05 Down 448

MACL-1 up 765
Todas 1.123

Fold change 1.3 Down 442

UP 681

Todas 1281

p <0.05 Down 701

UP 580

MDA-231-M[

Todas 1200

Fold change 1.3 Down 666

UP 534
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Figura 18 — Grafico de Volcano plot evidenciando a quantidade de proteinas mais abundantes (up) e
menos abundantes (down) das amostras experimentais utilizadas para p < 0,05 e fold-change > 1,3.

A partir deste ponto da tese, todos os resultados serdo apresentados utilizando apenas as
proteinas reguladas estatisticamente (P < 0,05 e fold-change > 1,3). Com o diagrama de Venn,
foi possivel verificar como as proteinas das quatro linhagens estudadas, sejam elas menos ou
mais abundantes, estavam compartilhadas entre si, assim como o0s processos biologicos
associados a tais proteinas (figuras 19 e 20).

Na analise das proteinas menos abundantes (figura 19), quatro proteinas reguladas eram
compartilhadas entre todas as linhagens: NADH hidrogenase 1B mitocondrial; Proteina
THEMG6; Proteina secretéria 4 associada a membrana; e Complexo de proteina 2 nucleolar
homologa.

Ainda sobre as proteinas menos abundantes, foram identificadas 81 proteinas
compartilhadas entre todas as linhagens celulares utilizadas neste estudo. Quando observamos

apenas para os datasets de células com perfil de tumoral primario, foram identificadas 212
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proteinas compartilhadas entre MACL-1 e MGSO-3. Com relagdo as proteinas menos
abundantes e exclusivas para cada linhagem, foram identificadas 301 proteinas de MCF-10A
(célula mamaria ndo-tumoral), a 51 proteinas de MGSO-3 (células tumorais primadrias), 101
proteinas de MACL-1 (células tumorais primadrias), € 347 proteinas de MDA-231-MD (células
tumorais metastaticas).

Utilizando andlises de ontologia génica (GO, sigla em inglés), através do programa

DAVID Functional Annotation TooL (https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp), as proteinas
compartilhadas entre as linhagens de tumor primario (MGSO-3 e MACL-1) apresentaram, entre
os 10 processos biologicos mais relevantes estatisticamente, ou seja, com valor de P < 0,05 para
os termos GO relacionados a processos bioldgicos, processos relacionados ao metabolismo
energético, apresentagdo de antigenos via MHC de classe I e adesdo celular, dentre outros. Ja
na andlise GO das proteinas compartilhadas por todas as linhagens tumorais (primarias e
metastaticas), os dez processos biologicos mais relevantes encontrados foram a regulagdo da
homeostase e gradiente eletroquimico celular, localizacao de proteinas na membrana plasmatica

e processos de metabolismo energético (Figuras 19).

Processos Bioldgicos das proteinas compartilhadas entre as
linhagens MGSO-3 e MACL-1:

Dobramento de proteinas;

Desenvolvimento de substancia nigra;
Estabelecimento de laténcia prd viral integrada;
Processamento e apresentagdo de antigeno
exogeno peptidico via MHC de classe |,
independente de TAP;

5 Secregdo de proteinas;

6. Montagem de hemidesmossomos;

7.  Fita dupla de DNA desenrolado;
8

9

Bl o A o

MGSO-3 MACL-1

212

(1.3%)

Processo de elongagdo da tradugdo Mitocondrial;
. Regulagdo negativa de processo apoptético;
10. Processo terminal de tradugdo mitocondrial.

Processos Bioldgicos das proteinas compartilhadas entre
todas as linhagens tumorais:

1.  Estabelecimento da localizagdo de proteinas na
membrana plasmatica;

2. Regulagdo do potencial de agdo das células

musculares cardiacas ventriculares;

Homeostase celular do ion potassio;

Estabelecimento e manutengdo do gradiente

eletroquimico transmembrana;

Regulagdo da condugdo elétrica cardiaca

Homeostase celular do sédio;

Processo de oxi-redugdo

Importagdo celular do potéssio;

Regulagdo da frequéncia cardiaca por condigdo

cardiaca.

10. Processo de biossintese de colesterol.

s w

MDA-231-MD MCF-10A

L I

Figura 19: Diagrama de Venn das proteinas menos abundantes (P < 0,05 e fold-change < -0,38 (log2)) nas quatro
linhagens celulares analisadas. Os quadros em destaque mostram os processos bioldgicos mais relevantes,
estatisticamente, para as proteinas tumorais compartilhadas. Softwares utilizados: diagrama de Venn
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/); ontologia génica das proteinas: David Functional Annotation Tools
(https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp).
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Na andlise de proteinas mais abundantes, utilizando o mesmo processo descrito
anteriormente, apenas uma proteina compartilhada entre todas as linhagens celulares foi
encontrada, o fator de transcricdo MfaK. Ja as proteinas compartilhadas entre todas as células
tumorais, foram encontradas 37 proteinas. Analisando apenas as linhagens de células tumorais

com fenotipo primario, foram encontradas 347 proteinas compartilhadas (Figura 20).

P iolégicos das proteinas compartilhadas entre as
linhagens MGSO-3 e MACL-1:

Iniciagdo da tradugdo;

Processamento de RNAr;

Processo catabélico de RNAm nuclear transcrito;
Transcrigdo viral;

Co-tradugdo de prota@na dependente de SRP
direcionado a membrana;

Tradugdo;

Processo viral;

Processo biossintético “de novo” UMP;
Construgdo do complexo | da cadeia respiratéria
mitocondrial;

10. Silenciamento de genes por RNA.

MGSO-3 MACL-1

LA ol o ol o

v ®NO

l6gicos das pi inas compartilhadas entre todas as
linhagens tumorais:

1. Adesdo célula-célula;

2. Regulagdo positiva da construgdo do complexo RNA
polimerase Il pré iniciagdo;

3. Transi¢do do ciclo celular mitético G1/S;

Regulagdo da estabilidade do RNAm;

Via de sinalizagdo do receptor estimulatério do tipo

C de leptina;

Processo viral;

Regulagdo positiva da via candnica de Wnt;

Remodelagdo de proteinas;

Regulagdo positiva do processo catabélico de

proteinas do proteassoma;

10. Via de sinalizagdo do receptor de células T.

o o

MDA-231-MD MCF-10A

v LN

Figura 20: Diagrama de Venn das proteinas mais abundantes (P < 0,05 e fold-change > 0,38 (log2)) nas quatro
linhagens celulares analisadas. Os quadros em destaque mostram os processos bioldgicos mais relevantes,
estatisticamente, para as proteinas tumorais compartilhadas. Softwares utilizados: diagrama de Venn
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/); ontologia génica das proteinas: David Functional Annotation Tools

(https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp).

Com relacdo a analise de GO das proteinas exclusivas para cada linhagem celular, as
tabelas 6 e 7 apresentam os dez processos bioldgicos estatisticamente mais relevantes de cada.
Para as proteinas menos abundantes (tabela 6), observamos que, mesmo com proteinas
exclusivas, alguns processos bioldgicos sao semelhantes entres as linhagens celulares tumorais,
principalmente relacionados a processos ligados a RNA. No entanto, a maioria dos processos
bioldgicos sdo distintos, o que pode caracterizar a particularidade de cada linhagem celular.
Para as proteinas mais abundantes (tabela 7), os processos biologicos apresentam-se de forma

bem variada entre as quatro linhagens celulares.
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Para compreendermos melhor as diferengas no proteoma das linhagens celulares em
diferentes estdgios tumorigénicos, utilizamos novamente o programa DAVID Functional

Annotation ToolL (https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp) mas escolhemos associar as proteinas

diferencialmente reguladas a termos GO mais abrangentes de processos biologicos (figura 21).
A quantidade de proteinas envolvidas em cada grupo foi determinada em porcentagem do total
de proteinas menos abundantes ou positivamente em cada linhagem celular.

Os termos GO de processos bioldgicos com maior porcentagem de proteinas envolvidas
foram os relacionados a expressdao génica. O principal destaque observado nesse grupo
relaciona-se as linhagens celulares MGSO-3 ¢ MACL-1 (c€lulas primarias de CM), que
apresentaram mais proteinas mais abundantes associadas a esse processo bioldgico em
comparacao as demais linhagens. Em seguida, os termos de processos biologicos relacionados
ao metabolismo energético, ciclo celular, citoesqueleto e metabolismo e sinalizagdo de
proteinas foram os que mais se alteraram, de forma semelhante, seguidos de termos
relacionados ao trafego vesicular, vias de sinalizagdo celular e reconhecimento imunolégico.
Em relagdo ao termo citoesqueleto, vale ressaltar que foram encontradas mais proteinas menos
abundantes para as células com fendtipo de tumor primario (MGSO-3 e MACL-1) e
positivamente para as células com fenétipo normal (MCF-10A) e de cancer metastatico (MDA-
231-MD).

Todos o0s processos biologicos encontrados estdo diretamente ou indiretamente
relacionados as caracteristicas cancerigenas descritas na literatura e, consequentemente, de
acordo com o fenotipo de tipo de linhagens celulares estudadas. Para podermos entender de
forma mais profunda a diferenga no proteoma das células em diferentes estagios tumorigéncios,
optamos por trabalhar, nesse momento, especificamente com processos bioldgicos relacionados

ao metabolismo energético, ciclo celular e citoesqueleto.
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Tabela 6 — Processos bioldgicos mais relevantes das proteinas menos abundantes e exclusivas de cada linhagem celular

Tipo de linhgem celular Processo bioldgico

Tipo de linhgem celular

Processo bioldgico

Processamento e apresentagdo de antigeno peptidico
exogeno via MHC de classe |, TAP dependente

Sinalizagdo de NIK/NF-kappaB

Via de sinalizagdo do recptor tipo C estimulatério de
lectina

Regulagdo negativa da atividade da ubquinina ligase
envolvido no ciclo celular mitético

Splincing de mRNA via spliceosomo

Proliferagdo celular

Proteinas direcionadas a mitocdndrias

Expressdo genética

i Regulag¢do positiva da atividade da ubquitina ligase R
MCF-10A gulagdo p ¢ € da ubquitina ligas MGS0-3 Regulacdo de poliadenilagio de RNAM
envolvida na regulagdo da transigdo do ciclo mitdtico
Processo catabdlico dependente do complexo .
i Processo viral
promotor da anafase
Proteina co-traducional dependente de SRP N i
. K Exportagdo de RNA para o nucleo
direcionada a membrana
Translocagdo de proteinas importadas para o nucleo Canal de transporte de eletrons
Maturagdo do SSU-rRNA Exportagdo de RNAm para o nucleo
Montagem de corpos multivesiculares Regulagdo positiva de oligomerizagdo de proteinas
L, B Proteina co-traducional dependente de SRP
Adesdo célula-célula L .
direcionada a membrana
Resposta a especies reativas de oxigénio Tradugdo
Regulagdo negativa do splincing de RNAm, via Resposta mediada por IRE1 para proteinas mal
spliceosome formadas
Diferenciagdo de células epiteliais Gliconeogénese
MACL-1 Homeostase de redox celular MDA-231-MD Cobertura por COPI das vesiculas do Golgi

Transporte mediado por vesicula

Processo biossintético de xilose

Resposta ao estradiol

Montagem de proteinas

Regeneragdo organica

Processamento de RNAm
Processamento de RNA
Transporte regulado por vesiculas
Regulagdo do transporte de glicose
Importagdo de proteinas para dentro da matrix
mitocondrial
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Tabela 7 — Processos bioldgicos mais relevantes das proteinas mais abundantes e exclusivas de cada linhagem celular

Tipo de linhgem celular Processo bioldgico Tipo de linhgem celular Processo bioldgico
Regulagdo positiva da produgdo do interferon tipo | Adesdo célula-célula
Montagem de conjuntos de feixes de actina Docking de vesiculas do Golgi
Adesdo celular mediada por integrinas Transporte mediado por vesiculas
Transporte eletrico mitocondrial, do ubiquitinol para o Transporte do reticulo endoplasmatico para o Golgi
citocromo C mediado por vesiculas
MCE-10A Adesdo celular MGSO-3 Metabolismo de carboidrato
Adesdo célula-substrato Transporte de proteinas
Construcgdo de acido graxo Transporte de proteinas intracelular
Resposta celular ao indol-3-metanol Remogdo de radicais superdxidos
Regulagdo positiva da organizagdo de proje¢bes
celulares

Transporte transmembrana de ion hidrogénio

Processamento de RNAr Adesdo célula-célula
Proteina co-traducional dependente de SRP Regulagdo positiva da atividade da ubquitina ligase
direcionada a membrana envolvida na regulagdo da transi¢gdo do ciclo mitético
Transcrigao viral Processo catabdlico da proteina dependente de
ubiquitina mediada por proteassoma
Iniciagdo da tradugdo Agregacao plaquetdria

Decaimento nonsense-mediado do processo

Localizagdo de proteinas
catabdlico da trascricao nuclear de RNAm ¢ P

MACL-1 ~ MDA-231-MD — — -
Tradugdo Polimerizagdo ou despolimerizagdo de actina
Biogenese de Ribossomos Resposta a proteina mal formada
Exportagdo de pequenas subunidades ribossomais do .
Contragdo muscular
nucleo
Regulagdo positiva da expressdo genica por Processamento e apresentacdo de antigeno peptidico
epgenética exogeno via MHC de classe I, TAP dependente

Transporte mediado de vesiculas do reticulo

. . Movimento de coponentes celulares ou subcelulares
endoplasmatico para o Golgi




Proteinas Reguladas negativamente Proteinas Reguladas positivamente

Via de Sinalizagdo Celular

Reconhecimento imunoldgico

Metabolismo e sinalizagdo de
Proteinas

Trafego Vesicular
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Citoesqueleto

Ciclo Celular
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Figura 21: Perfil dos processos bioldgicos encontrados, por ontologia génica (GO), nas linhagens celulares ndo
tumorais e tumorais, agrupados em oito categorias distintas. As barras indicam a porcentagem de proteinas
envolvidas em cada categoria, discriminadas para cada linhagem celular em relagdo ao total de proteinas mais e
menos abundantes.

6.2 — Metabolismo energético nas linhagens celulares em estudo

Para compreendermos, de forma mais ampla, as altera¢des relacionadas ao metabolismo
energético, todas as proteinas reguladas relacionadas a esse termo GO foram dispostas em um
mapa de calor (heatmap) e comparadas entre as quatro linhagens estudadas.

Através da figura 22, verifica-se que as linhagens com fenoétipo de tumor primario,
MGSO-3 e MACL-1, apresentam uma transi¢ao para regulacdo positiva de varias proteinas que
estavam menos abundantes na linhagem de fendtipo normal (MCF-10A). Mais surpreendente
ainda ¢ que grande parte dessas proteinas com regulagdo positiva nas linhagens de fenotipo de
tumor primario tornam-se menos abundantes na linhagem celular com fendtipo de tumor
metastatico (MDA-231-MD). Além disso, as proteinas menos abundantes nas linhagens

MGSO-3 e MACL-1, na sua grande parte, tornam-se mais abundantes na linhagem MDA-231-
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MD. Ja com esse resultado, percebe-se que varias proteinas associadas ao metabolismo

energético sao reguladas de forma significativamente diferente durante a tumorigénese.

Aok

-1.5 0 1
Row Z-Score

——
MCF-10A MGSO-3 MACL-1 MDA-231-MD

Figura 22 — Grafico de calor (heatmap) das quatro linhagens celulares experimentais avaliadas. Somente as
proteinas associadas ao metabolismo energético estdo representadas. As proteinas (linhas) foram agrupadas
utilizando a distdncia de Euclidean. Cores mais quentes (diferentes tons de vermelho) indicam abundéancias
maiores das proteinas ¢ cores mais frias (diferentes tons de azul) representam as proteinas menos abundantes.
Baseando no padrio de distancias de Euclidean, foi possivel agrupar os grupos experimentais em dendrogramas
(colunas). MC — MCF-10A (Linhagem celular epitelial, fendtipo normal); MG — MGSO-3 (Linhagem celular
epitelial, tumor primario); MA — MACL-1 (Linhagem celular epitelial, tumor primario); MD — MDA-231-MD
(Linhagem celular epitelial, tumor metastatico).
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6.2.1 — Sintese e degradacao de lipideos

Dentro do GO termo metabolismo energético, percebe-se varias proteinas relacionadas
a diferentes processos metabolicos de sintese e degradagao de lipideos (Figura 23). A andlise
destes processos sugere que a linhagem de fendtipo normal, MCF-10A, utiliza véarios
mecanismos de sintese e de degradagdo de lipideos no seu metabolismo energético, desde
processos de biossintese de lipideos e colesterol até¢ a B oxidacao de acidos graxos, que
apresentam proteinas relacionadas a esses processos € mais abundantes. No entanto, todas a
linhagens tumorais, sejam elas com fendtipo de tumor primario ou metastatico, apresentam a
maioria desses processos regulados negativamente. Esses dados indicam um comportamento

do metabolismo de lipideo inverso das linhagens tumorais em relacao a linhagem MCF-10A.

Processos bioldgicos relacionados a sintese e degradacdo de lipideos

Atividade da oxiredutase 1l
Beta oxidacdo de acido graxo usando Acil-CoA oxidase

Processos de biossintes de colesterol

MCF-10A

Processos metabdlicos de cadeias longas de acidos graxos
Processos de biossintese secundaria de alcool

Beta oxidacdo de acido graxo usando Acil-CoA oxidase
Beta oxidacdo de acido graxo usando Acil-CoA oxidase
Processos metabdlicos de Acil-CoA

Beta oxidacdo de acidos graxos

Beta oxidacdo de acidos graxos

MDA-231-MD  MACL-1  MGSO-3

Processos metabdlicos de Acil-CoA

mR. Pos HR. Neg

o
X

20% 40% 60% 80% 100%

Figura 23 — Grafico dos processos biologicos relacionados ao metabolismo energético na sintese e degradagao de
lipideos para cada linhagem celular. A porcentagem das vias metabdlicas de cada linhagem celular envolvidas nos
processos biologicos, descrita na representacdo grafica, ¢ dada pela sua relacdo com todas as proteinas mais ou
menos abundante relacionadas ao processo. R.Pos: Processos biologicos com regulacdo positiva; R.Neg: Processos
bioldgicos com regulagao negativa
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Dentre esses processos metabolicos alterados nas linhagens tumorais, a B oxidagdo
estava representada nas quatro linhagens celulares estudadas. Utilizando as proteinas reguladas
desse processo para elaborar um grafico de calor (heatmap), foi possivel observar como esse
processo de hidrodlise de lipideos para obtencao de energia se comportava nas quatro linhagens
estudadas (Figura 24). Tanto a B oxidacdo mitocondrial quanto a B oxidagdo peroxissomal
apresentavam proteinas com regulagdo alterada. Todas as proteinas encontradas que
participavam da 3 oxidacdo peroxissomal estavam menos abundantes ou sem regulacdo em
todas as linhagens tumorais. Ja4 na B oxidacdo mitocondrial, a regulacdo negativa ocorria
primordialmente nas linhagens de tumor primdrio, sendo tais proteinas mais abundantes na
linhagem com fenotipos normal e de tumoral metastatico. Esse dado sugere que tumores
primarios utilizam em menor escala os lipideos como fonte primaria de energia. Contudo, a
linhagem de tumor metastatico apresentou algumas proteinas mais abundantes para obten¢do
de energia através da B oxidacdo, sugerindo que essa maquinaria proteica pode ser usada pela

linhagem metastatica para obten¢do de energia (Figura 24).

Outras proteinas acessorias ao processo de  oxidacdo estavam presentes. A Carnitina
O-palmitoiltransferase 2 (gene CPT2) estava regulada positivamente nas linhagens celulares de
tumor primadrio, apesar das proteinas de P oxidagdo estarem menos abundantes. A Enzima
Trifuncional B (gene HADHB), responsavel pela 3 oxidacao de 4cidos graxos de cadeias longas,
e a Isomerase (3,5)-Delta(2,4)-dienoil-CoA (gene ECHI1), responsavel pela B oxidagdo de
acidos graxos insaturados, foi encontrada regulada negativamente em todas as linhagens

celulares tumorais.
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Figura 24 — Avaliag@o do processo de B oxidagdo nas linhagens celulares estudados. A — Mapa de calor (heatmap) das proteinas envolvidas na § oxidagdo encontradas nas
quatro linhagens celulares. Os genes de cada proteina estdo descritos lateralmente ao heatmap. A marcagio verde-clara indica proteinas presentes em peroxissomos, ja a marcagao
verde-escura indica proteinas presentes nas mitocondrias. B — Representacdo esquematica das vias da  oxidacdo de lipideos nas mitocondrias e nos peroxissomos. Os niimeros
indicados representam as enzimas correspondente a cada reagdo da via metabdlica e sua quantificacdo experimental esta descriminado no quadro logo abaixo; O asterisco (*)
indica as proteinas reguladas; Valor de p < 0,05 e log2ratio <-0,38 para regulagdo negativa (azul) e > 0,38 (vermelho) para regulacdo positiva; Reg: Regulado; ND: Nao

detectado; MC: MCF-10A; MG: MGSO-3; MA: MACL-1; MD: MDA-231-MD.
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6.2.2 — Glicolise e metabolismo do piruvato.

Com relagdo ao metabolismo de carboidratos, as linhagens tumorais apresentaram a
maioria dos processos associados a proteinas mais abundantes, principalmente nas linhagens
celulares de tumor primario (MGSO-3 E MACL-1) (Figuras 25 e 26). Os dados indicam que as
células com fenotipo de tumor primario apresentam uma maior tendéncia a metabolizar a
glicose. Todas as linhagens tumorais apresentaram processos biologicos relacionados a quebra
(catabolismo) da glicose, como metabolismo da glicose, metabolismo do piruvato e processos
glicoliticos. Contudo, a linhagem celular MDA-231-MD, com fenétipo tumoral metastatico,
apresentou as proteinas associadas a processos de produgdo e metabolizacdo da glicose menos
abundantes (Figura 25).

O metabolismo de piruvato foi um processo bioldgico presente em todas as linhagens
celulares tumorais, com presenga de proteinas menos abundantes e positivamente. Para
entendermos melhor como essas proteinas se organizavam e interagiam, elaboramos um mapa
de calor (heatmap) com todas as proteinas reguladas nesse processo descrito pela avaliagao da
ontologia gé€nica dessas linhagens (Figura 26). Foi possivel observar nitidamente que um grupo
de proteinas estava regulada positivamente, quase que exclusivamente, nas linhagens celulares
de tumor primario, € menos abundantes, tanto na linhagem celular de fen6tipo normal com na
linhagem de fenotipo metastatico. Além disso, a linhagem celular MDA-231-MD apresentou
poucas proteinas mais abundantes, que por sua vez também estavam menos abundantes ou nao
tinham regulacdo estatistica nas demais linhagens.

Quando ha comparacdo entre o quadro de processos bioldgicos e o heatmap,
especificamente no caso do metabolismo de piruvato, pode haver uma falsa contradigdo. Isso
acontece porque 0s processos biologicos avaliam todas a proteinas em conjunto, de forma
macro, e essa perspectiva pode denotar um carater de regulacdo mais positiva ou mais negativa,
como € o caso. A analise especifica da regulacdo de cada proteina ¢ uma analise direta da sua
atividade naquela condigdo fisiologica, o que possibilita distintas regulacdes para aquela
proteina, mas ndo para o processo como um todo.

Das seis proteinas mais abundantes nas linhagens celulares de tumor primario, apenas
uma ¢ presente no citoplasma celular, a Lactato Desidrogenase C, gene LDHC. As demais
proteinas reguladas sdo localizadas na mitocondria. Das proteinas mais abundantes na linhagem
tumoral com fenotipo metastatico, apenas uma apresenta localizagdo mitocondrial, a
hidroxiacetilglutadiona hidrolase, gene HAGH, com as demais sendo presentes em outras

regides celulares.
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Processos bioldgicos relacionados a glicdlise e o controle da glicose

Processo metabdlico do aldeido celular
Atividade da oxiredutase

MCF-10A

Acidificacdo dos fagossomos
Processos catabdlicos de hexoses
Atividade da oxiredutase
Acidificagdo dos fagossomos
Processos metabolicos da glutadiona

MGSO-3

Resposta celular a falta de glicose
Atividade da oxiredutase

Processos glicoliticos direcionados a glicose 6 fosfato

MACL-1

Processos metabdlicos do piruvato

Processos metabdlicos do piruvato

Processos glicoliticos através da fructose 6 fosfato
Cadeia trasnportadora de eletrons

Respira¢do aerébia

Gliconeogénese

MDA-231-MD

Metabolismo de piruvato

mR.Pos mR.Neg 0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00%

Figura 25 — Grafico dos processos biologicos relacionados ao metabolismo energético no controle da glicose e
glicolise para cada linhagem celular analisada. A porcentagem das vias metabolicas de cada linhagem celular
envolvidas nos processos biologicos, descrita na representacdo grafica, é dada pela sua relagdo com todas as
proteinas mais ou menos abundante relacionadas ao processo. R.Pos: Processos bioldgicos com regulagio positiva;
R.Neg: Processos bioldgicos com regulagdo negativa
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Figura 26 — Mapa de calor (heatmap) das proteinas identificadas neste estudo e associadas ao processo de
metabolismo do piruvato. Os genes de cada proteina estdo descritos no canto direito de cada linha. Azul:
regulacdo negativa; Vermelho regulagio positiva; MC: MCF-10A; MG: MGSO-3; MA: MACL-1; MD: MDA-
231-MD.
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Ao analisarmos o papel das proteinas mais abundantes nas linhagens celulares de tumor
primario dentro do processo de metabolismo da glicose, percebemos que existe um potencial
fluxo para que o piruvato percorra seu caminho normal, desde o final da glicdlise até a sua
translocacdo para a mitocondria e o inicio do ciclo do acido citrico. As proteinas Piruvato
desidrogenase subunidades o e B (genes PDHA1 e PDHB), que participam da conversao do
piruvato em acetil-CoA, foram encontradas reguladas nas linhagens tumorais. Além disso,
também foram encontradas proteinas mais abundantes que participam da formac¢ao de piruvato
a partir do malato e do oxalacetato, respectivamente, a enzima mitocondrial mélica-dependente
de NAD+ (gene ME2) e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (gene PCK2). Também estava
presente uma isoenzima da lactado desidrogenase, a LDHC, que tem uma maior tendéncia de
produzir piruvato a partir do lactado, o que a difere das isoenzimas LDH A e B. Com isso, os
dados indicam uma maior tendéncia das linhagens de tumor primario em utilizar o ciclo do
acido citrico para a obtencdo de energia, em comparacdo com as linhagens com fendtipos

normal e metastatico (figura 27).

Ainda sobre o processo biologico metabolismo de piruvato, as trés proteinas mais
abundantes apenas na linhagem de fenotipo tumoral metastatico (MDA-231-MD), nao
apresentam uma conexao direta como as proteinas mais abundantes nas linhagens com fendtipo
tumoral primdrio, mas possuem objetivos em comum. As enzimas lactoilglutadiona liase (gene
GLOL1), lactato desidrogenase tipo A (gene LDHA) e a hidroxiacilglutationa hidrolase (gene
HAGH) participam do processo de producdo de ATP na conversdao de piruvato a lactato e
evidenciam o perfil de metabolismo anaerobico da linhagem celular metastatica.

Os demais processos regulados positivamente, principalmente nas linhagens celulares
de tumor primario, correlacionam com a via glicolitica. Como ndo apresentam um padrdo
caracteristico entre as linhagens, seja por regulacdo positiva ou negativa, resolvemos avaliar a
regulagao de uma proteina central dentro do processo glicolitico, a gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase (gene GAPDH). Como mostrado na figura 28 A, a GAPDH nao apresentou uma
regulagdo significativa para a linhagem celular MCF-10A (fendtipo normal), mas apresentou
uma regulagdo negativa na linhagem celular MACL-1 (fen6tipo de tumor primario) e regulagao
positiva para as linhagens MGSO-3 (fenotipo de tumor primario) e MDA-231-MD (fen6tipo de
tumor metastatico). Corroborando esse dado, a andlise de abundancia dessa proteina por

western blot validou o resultado protedmico (figura 28).
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Dihydroxyacetone-P ~ pi NADH+H 11 TP
Pyruvate
4 Enzyme ID MC MG MA MD
(Gene) (Protein) (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg.
1 HK1 P19367 -0.1800 5.27E-02 0.2p83 6.80E-03 0.2p27 9.87E-03 08216 2.05E-05 *
1 HK2 P52789 -0.8077 1.97E-02 0.3880 1.17E-02 04880 246E-03 *  -08141 3.14E-03 *
2 PGM1 P36871 -0573 9.50E-07 * 0414 387E-03 *  0.1p81 1.84E-01 0.2i198 8.84E-02
3  GPl P06744 -0.0509 8.26E-01 0.0476 8.37E-01 0B165 3.79E-02 * 0.2p32 2.64E-01
4 PFKP Q01813 0.1§93 5.70E-01 08125 247602 *  -0B259 8.12E-03 * 065 1.03E-02 *
5 ALDOA P04075 -0.4002 5.42E-01 0.0p79 8.64E-01 0810 7.02E-04 * 0.4fi88 8.13E-03 *
5 ALDOC P09972 -0.4330 3.24E-01 0.0p12 6.46E-01 08333 2.21E-02 04851 532E-03 *
6 TP P60174 -0Bo95 2.12E-03 * 02§12 1.27E-01 -0.4315 4.29E-01 0.8f#4 8.93E-05 *
7 GAPDH P04406 -0.1528 1.91E-01 0.2853 4.42E-02 04065 2.42E-03 * 0.0M84 4.36E-07 *
8 PGK1 P00558 -08575 3.07E-02 0.4p03 8.90E-03 *  -0.0322 8.33E-01 04§55 6.31E-03 *
9 PGAM1 P18669 -0M891 3.72E:06 * 05803 142E06 * 03§91 250E-04 0.342 2.87E-04
10 ENO1 P06733 -08513 1.10E-03 * 02§80 6.05E-02 08552 2.03E-02 0.0§88 3.04E-06 *
10 ENO2 P09104 -0839 4.92E-02 * 0.1§83 6.71E-01 04582 1.14E-01 09§04 2.87E-03 *
10 ENO3 P13929 -0.902 1.73E-02 06888 353E-05 * 05064 3.04E04 *  -0.0270 8.07E-01
11 PKM  p14618 -0.8990 8.20E-03 03870 1.31E-03 *  -0.0433 6.66E-01 0.3854 1.35E-03 *

Figura 27 - Representagdo esquematica das vias envolvidas no metabolismo de glicose, evidenciando as proteinas
associadas ao metabolismo de piruvato que foram encontradas na analise do proteoma das linhagens celulares
estudadas. Os nimeros na representacdo esquematica indicam as enzimas correspondente a cada reagdo da via
metabolica e sua quantificacdo experimental estd descriminado no quadro logo abaixo; O asterisco (*) indica as
proteinas reguladas; Valor de p < 0,05 e log2ratio <-0,38 para regulacdo negativa (azul) e > 0,38 (vermelho) para
regulacdo positiva; Reg: Regulado; ND: Nao detectado; MC: MCF-10A; MG: MGSO-3; MA: MACL-1; MD:
MDA-231-MD.
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Figura 28 — Quantifica¢do da abundancia da proteina GAPDH. A: Tabela contendo o padrao de abundancia da
proteina GAPDH nas linhagens estudadas obtida por protedmica. Cor Branca: sem regulacdo; Cor Azul: regulagdo
negativa; Cor Vermelha: regulagdo positiva. B: Quantificagdo da abundancia da proteina GAPDH nas quatro
linhagens celulares estudadas utilizando por western blot. Uma foto representativa do western blot foi inserida na
parte superior e na parte inferior esta representado o grafico com a quantificagdo dos resultados (n = 3, para cada
linhagem celular). Os dados estdo expressos com a média £ EPM. One-Way ANOVA seguido de teste de Tukey.
* P<0,05vs. MCF-10A. # P < 0,05 vs. MGSO-3.

6.2.3 — Ciclo de Krebs e Fosforilagao Oxidativa

Seguindo o fluxo do metabolismo glicidico, as proéximas etapas, apos a formagao do
piruvato, sdo o ciclo de Krebs ou ciclo do écido citrico e a fosforilacao oxidativa (Figura 29).
Para compreendermos, de forma mais clara, como tais rotas metabdlicas estavam reguladas, foi
elaborado um mapa de calor (heatmap) com as proteinas reguladas e associadas ao ciclo de
Krebs e a fosforilacdo oxidativa. Foi possivel observar perfis distintos de regulagdo entre as
quatro linhagens estudadas. As linhagens celulares MGSO-3 ¢ MACL-1, com fenétipos de
tumor primario, apresentaram um perfil de regulagao proteica bem similar e distintas das demais
células (Figura 30). Com o objetivo de compreendemos as funcdes dessas proteinas, elas foram
identificadas e estudadas de acordo com as fungdes que exercem nessa etapa aerobica do

metabolismo.
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Processos bioldgicos relacionados ao ciclo do acido citrico e a fosforilagdo oxidativa
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Processos metabdlicos de oxiredugdo de coenzimas
Transporte de prétons pela atividade da ATP sintase
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Producéo de energia por oxidacdo de componentes organicos
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mR.Pos mR.Neg 0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00%

Figura 29 — Percentual de proteinas reguladas e associadas ao Ciclo de Krebs e a Fosforilagdo Oxidativa para cada
linhagem celular analisada A porcentagem das vias metabolicas de cada linhagem celular envolvidas nos processos
bioldgicos, descrita na representacdo grafica, ¢ dada pela sua relagdo com todas as proteinas mais ou menos
abundante relacionadas ao processo.. R. Pos: Percentual de proteinas com regulagao positiva; R. Neg: Percentual
de proteinas com regulagdo negativa.
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Figura 30 — Mapa de calor (heatmap) das proteinas reguladas e associadas ao Ciclo de Krebs e a Fosforilacdo
Oxidativa nas quatro linhagens celulares experimentais. As variacdes de intensidade da cor vermelha representam
proteinas mais abundantes e as variagdes de intensidade da cor azul representam as proteinas menos abundantes.
A seta verde indica a regido do heatmap com maior homogeneidade de proteinas menos abundantes ou
positivamente nas quatro linhagens celulares estudadas.

As proteinas reguladas de forma distinta nas linhagens celulares de tumor primario, em
comparagdo a linhagem celular de fendtipo normal e a linhagem celular de fenotipo tumoral
metastatico, indicadas pela seta verde na Figura 30, foram selecionadas para desenvolvermos

uma rede de interagdo de proteinas, utilizando o algoritmo STRING (https://string-db.org).

Observando a figura 31, percebemos a presenca de 3 grupos distintos de proteinas (clusters),

que foram denominados grupos 1 a 3.
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Figura 31 — Rede de interag@o de proteinas presente nas quatro linhagens celulares estudadas. A espessura da linha
de ligacdo entre as proteinas indica a for¢a de interacdo por associag¢@o funcional e fisica entre elas. As proteinas
foram divididas em trés grupos distintos de acordo com a fung¢do e localizagdo celular que possuem.

As proteinas presentes no grupo 1 sdo associadas ao ciclo do 4cido citrico. As quatro
proteinas presentes nesse grupo tém fungdo enzimatica e participam do processo de oxidacao
dos componentes do ciclo. Essas proteinas participam do processo de transformacdo do
isocitrato até o succinato (Figura 32). Nesse processo, além da producdo de NADH, para a
producdo de ATP na fosforilagao oxidativa, hd também a producao de GTP, composto que
também pode ser usado nos processos de gasto de energia na célula. Com isso, podemos sugerir
que as linhagens celulares com fendtipo de tumor primario utilizam essa maquinaria para a
producdo de energia. Tal alternativa de obtencdo de energia pode ndo ser tdo utilizada tanto
pela linhagem celular com fenotipo normal quanto pela linhagem com fenotipo tumoral

metastatico (Figura 32).

66



1

Pyruvate *———=— Lactate

Pyruvate \5‘ 6 .w Citrate 7
4 Oxalacetate Cis-Aconitate
3

13 NADH + H, HQ T
MalateNAD TC A D-Isocitrate
8 NADH + H
12 I b
H,0 3
CyC e a-ketoglutarate
Fumarate ey
e NADH#+ H'
Mitochondrion 1" FAD e

G GDP . ’
" % Succinyl-CoA

Succinate' : |
o 10

# Enzyme ID MC MG MA MD

(Gene) (Protein) (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg.
1 LDHC PO07864 -1%448 3.27E-08 * D‘th 1.60E-05 * 0.5‘78 3.48E-04 * -1ﬂi961 1.23E-07 *
2 PDHA1 P08559 -03‘:136 2.10E-03 0‘2572 3.21E-04 0.4858 4.44E-07 * -0.0:266 6.50E-01
2 PDHB P11177 -0.2.‘:194 1.35E-03 0‘1;’16 7.79E-03 0.2830 9.97E-05 0.1?83 2.58E-02
3 ME2 P23368 -0.*835 2.66E-07 * 0.4}43 1.35E-06 * 0.4988 1.79E-07 * -0.@:131 1.18E-08 *
4 PCK2 Q16822 -0.15755 1.59E-01 0.2!523 5.03E-02 0.5812 6.16E-04 * -01!%991 6.61E-06 *
5 PC P11498 0.0:[542 6.81E-01 0.2}75 3.92E-03 0.0b40 2.67E-01 -0.3:584 5.20E-04
6 CS 075390 04809 2.02E-04 *  -0.0398 6.80E-01 0.4022 2.97E-01 04645 1.88E-04 *
7 ACO2 Q99798 ND ND ND ND ND ND ND ND
8 IDH2 P48735 -D.$:053 7.66E-05 * 0_3&13 2.46E-03 0.2B64 8.12E-03 -1&:634 1.14E-10 *
9 OGDH Q02218 -0.15876 1.84E-02 0.1§39 1.55E-02 0.3p98 1.06E-04 -0.:§:267 3.45E-04
10 SUCLA2 Q9P2R7 U.D:’IYD 5.34E-01 D.2f26 3.78E-08 0.3§169 4.98E-09 -0.5@288 361E-12 *
10 SUCLG2 Q96199 -D.$:110 549E-07 * 0.4l91 9.42E-07 * 0.5862 7.66E-08 * -0.5‘!228 4.12E-07 *
11 SDHB P21912 -0.é:433 4.65E-04 D‘2§01 8.76E-05 0.2404 5.17E-04 -0.15999 2.33E-03
12 FH P07954 ND ND ND ND ND ND ND ND
13 MDH2 P40926 ND ND ND ND ND ND ND ND

Figura 32 — Representagdo esquemadtica do ciclo do acido citrico. Os niimeros na representacdo esquematica
indicam as enzimas correspondente a cada reacdo da via metabdlica e sua quantificagdo experimental estd
descriminado no quadro logo abaixo; O asterisco (*) indica as proteinas reguladas; Valor de p < 0,05 e log2ratio
<-0,38 para regulagdo negativa (azul) e > 0,38 (vermelho) para regulacdo positiva; Reg: Regulado; ND: Nao
detectado; MC: MCF-10A; MG: MGSO-3; MA: MACL-1; MD: MDA-231-MD.

Ja o grupo 2 (figura 31) representa proteinas reguladas associadas a fosforilacdo
oxidativa. Mais uma vez, esse dado sugere que as linhagens celulares de tumor priméario
utilizam a maquinaria de metabolismo aerdbio para a producdo de energia. A linhagem MCF-
10A foi a linhagem celular que menos apresentou regulacdo de proteinas nesse processo, €,
quando estavam, apresentavam regulacdo negativa. Para as linhagens celulares MGSO-3 e
MACL-1, a grande maioria das proteinas apresentou regulacdo positiva, sugerindo uma maior
utilizagdo desse processo na obtencdo de energia. J4 a linhagem celular MDA-231-MD
apresentou a maioria das proteinas menos abundantes, o que pode indicar uma menor utilizagdo

das vias aerdbicas para a obten¢do de energia celular (Figura 33).
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é (Gene)  (Protein) (log-ratio) (pval) (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg.
Complex | ACAD9  QOH845 0.1577 1.73E-01 0.1p91 1.46E-01 02415 4.47E-02 05164 294E-04 *
Complex] ~ NDUFA3 095167 -0B460 4.79E-03 04§30 275602 * 03§90 28802 *  -0.2035 2.37E-01
Complex] ~ NDUFAQ Q16795 -0.4161 2.44E-01 0.3853 3.97E-03 04§32 61204 *  -0B931 1.18E-04 *
Complex] ~ NDUFS1 P28331 -0.4573 5.59E-03 02118 523E-05 0.3890 3.23€-06 04120 5.64E-04
Complex! ~ NDUFS2 075306 -0.1290 1.80E-01 03024 4.92E-03 02852 5.77E-03 08150 4.97E05 *
Complex] ~ NDUFS3 075489 -0.4119 8.79E-02 0.226 6.55E-04 0297 3.79E-03 04106 1.40E-04
Complex] ~ NDUFV1  P49821 -0.0780 4.71E-01 02884 4.13E-02 04800 108E-03 *  -08626 947E-05 *
Complexll  SDHA  P31040 -0.2584 4.14E-03 02871 1.25E-02 0.1406 8.60E-02 04866 143E-04 *
Complex Il SDHB  P21912 -0.2433 4.65E-04 0.2801 8.76E-05 0.2§04 5.17E-04 -0.4999 2.33€-03
Ubiquinine (Q)  COQ9 075208 0.0158 8.67E-01 02§47 1.21E-02 03801 763E-04 * 04440 240E-04 *
Complexlll  UQCRC1 P31930 05819 8.84E-08 04599 2.81E-05 0.4876 7.52E-03 03496 9.34E-04
Cyto C COX7C  P15954 -0.f566 151E-01 02817 4.90E-02 02858 3.78E-02 04130 841E-03
Complex V. NDUFA4 000483 -0i847 2.15E-09 06875 439E-08 * 07867 335609 *  -04419 356E-06 *
ATP synthase  ATPSF1A  P25705 -0.0669 9.48E-02 01775 2.70E-04 0.3108 5.64E-07 -0.0918 2.73E-02
ATP synthase  ATPSF1EP2 Q5VTUS -0.0801 5.54E-01 0.267 4.68E-02 0.3836 2.356-02 08658 66304 *
ATP synthase  ATPSMC1  P05496 -0.0022 9.89E-01 0.0p50 9.74E-01 1006 630506 *  -il29 6.02E-08 *
ATP synthase ~ ATPSME  P56385 0.6823 1.94E-05 08363 181605 *  -0B063 191604 * 032 4.80E-03
ATP synthase  ATPSMF  P56134 04805 3.27E-03 0.0838 4.59E-01 0.0837 7.28E-01 04136 432€03 *
ATPsynthase ~ ATPSPF  P18859 0.6f185 3.79E-03 Ofoos 383604 *  OB671 202604 *  07f0 5.89E-04 *
ATP synthase ~ ATPSPO  P48047 0.3§70 1.55E-03 04235 741604 * 08087 100E03 * 02§36 1.56E-02

Figura 33 — Representag@o esquematica da fosforilagdo oxidativa. A descrigdo das proteinas relacionadas a cada
complexo da via metabdlica ¢ sua quantificagdo experimental estdo descriminado no quadro abaixo da
representagdo esquematica. A cerquilha (#) indica o complexo que cada enzima pertence; O asterisco (*) indica as
proteinas reguladas; Valor de p < 0,05 e log2ratio <-0,38 para regulacdo negativa (azul) e > 0,38 (vermelho) para
regulacdo positiva; Reg: Regulado; MC: MCF-10A; MG: MGSO-3; MA: MACL-1; MD: MDA-231-MD.
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O grupo 3 (figura 31) é composto por proteinas denominadas V-ATPases. Essas
proteinas estdo presentes em diversas membranas celulares e desempenham véarios papéis na
homeostase celular, dentre eles a acidificacao de vesiculas que ocorre pela troca de prétons
entre compartimentos vasculares distintos. No metabolismo glicidico, essas ATPases podem
participar de varios processos, como a libera¢do de insulina e no processo de reciclagem de
vesiculas do transportador de glicose GLUT, por exemplo (STRANSKY, 2016). No cancer de
mama, ja ha descrito na literatura a importancia das ATPases em varios processos
tumorigénicos importantes, como proliferacdo e capacidade de invasdo celular (COLLINS,

2018).

6.2.4 — Processos biologicos relacionados a alteragdes mitocondriais

Como percebemos uma grande alteragdo do metabolismo energético nas linhagens
estudadas, resolvemos verificar se algum tipo de alteracdo relacionado as mitocondrias estaria
presente, do ponto de vista protedmico. Varios processos bioldgicos estavam regulados de
formas distintas, quando avaliamos as quatro linhagens celulares estudadas.

Alguns padroes de regulacdo das proteinas associada a tais processos bioldgicos foram
encontrados nas linhagens celulares estudadas. Com relagdo ao processo de transcri¢dao
mitocondrial, as linhagens celulares MCF-10A e MACL-1 apresentaram regulacao positiva, a
linhagem celular MGSO-3 apresentou regulacdo negativa e a linhagem celular MDA-231-MD
apresentou proteinas com regulacdo positiva ou negativa. Ja as proteinas do termo GO potencial
de membrana estavam menos abundantes nas linhagens celulares MCF-10A e MACL-1, e
positivamente na linhagem MGSO-3 (Figura 34).

Vérios processos bioldgicos relacionados a organizacao estrutural da mitocondria e a
alteracdo de proteinas na sua constitui¢do também estavam alterados em uma ou mais linhagens
celulares. Porém, vale ressaltar que proteinas associadas a processos apoptoticos foram
encontradas reguladas, sendo encontradas menos abundantes na linhagem celular com fenétipo
normal (MCF-10A), positivamente nas linhagens celulares com fendtipo de tumor primario
(MGSO-3 e MACL-1) e com regulagdo negativa e positiva na linhagem celular com fenétipo
de tumor metastatico (MDA-231-MD). Para avaliarmos melhor o padrdo de regulagdo das

proteinas associadas a apoptose, elaboramos um mapa de calor (heatmap) (Figura 35).
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Processos biolégicos relacionados a alteragdes mitocondriais
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Figura 34 — Percentual de proteinas reguladas e associadas a processos mitocondriais para cada linhagem celular
analisada. A porcentagem das vias metabolicas de cada linhagem celular envolvidas nos processos biologicos,
descrita na representacdo grafica, é dada pela sua relacdo com todas as proteinas mais ou menos abundante
relacionadas ao processo.. R. Pos: Percentual de proteinas com regulagfo positiva; R. Neg: Percentual de proteinas
com regulacdo negativa.
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Figura 35 — Grafico de calor (heatmap) das proteinas relacionadas a processos apoptdticos mitocondriais nas quatro
linhagens celulares experimentais avaliadas. As variagdes de intensidade da cor vermelha representam proteinas
mais abundantes e as variagdes de intensidade da cor azul representa as proteinas menos abundantes.

Dentre as proteinas reguladas, duas familias de proteinas sdo muito importantes na via
de sinalizacdo apoptotica envolvendo a mitocondria: a familia de proteinas 14-3-3 e a familia
de proteinas Bcl-2 (Figura 36).

A Bax ¢ uma proteina pré-apoptotica codificada pelo gene Bax frente a processos
oxidativos celulares e pertencente a familia das proteinas Bcl-2, que participam de diversas vias
de sinalizacdo mitocondriais associadas a diversas patologias, incluindo o CM (MARTINEZ-
ARRIBAS, 2008). A regulacdo positiva de Bax tem a capacidade de inibir proteinas anti-
apoptoticas mitocondriais, como a Bcl-2, acelerando a morte celular (PLUTA, 2011). A
proteina Bax, quando produzida, tem a capacidade de induzir o surgimento de canais na
membrana externa da mitocondria, chamados de MOMP (da sigla em inglés Mitocondrial
Outer Membrane Permeabilization), alterando a permeabilidade e o potencial de acdo das
membranas mitocondriais e possibilitando a liberagdo, para o citosol, de citocromo C, que, por

sua vez, tem a capacidade de ativar caspases e induzir o processo apoptotico (SARDAR, 2013).

71



J& as proteinas 14-3-3 sdo altamente conservadas em eucariotos e funcionam como
adaptadores multifuncionais em diversos processos celulares, tendo a capacidade de ativar ou
inibir vias de sinalizagdo como a da insulina, mMTOR, AMPK, PKA, além de estar presente em
vias mais complexas, como a de proliferacdo e diferenciagdo celular, citoesqueleto,
metabolismo energético, na biossintese de catecolaminas, em processos de autofagia e da
apoptose (SUZUKI, 2000).

Especificamente nas quatro linhagens celulares estudadas, nosso dados indicam que a
Bax e a proteina 14-3-3 participam de um processo de auto-regulacdao, onde Bax e outras
proteinas da familia Bcl-2 tem papel apoptotico e a proteina 14-3-3 participa como molécula
anti-apoptotica. A Bax inativada pode ser translocada para dentro da mitocondria por varios
estimulos, onde ¢ ativada e induz a formagdo das MOMPs, que liberam para o citosol o
citocromo C, também conhecido com Apaf-1 (da sigla em inglés, Apoptotic protease activating
fator 1). A Apaf-1, por sua vez, ativa uma cascata de caspases que levam ao processo de
apoptose (SARDAR, 2013). A proteina Bax foi encontrada regulada negativamente nas
linhagens celulares MCF-10A ¢ MDA-231-MD, e regulada positivamente nas linhagens
celulares MGSO-3 e MACL-1, sugerindo que as células com fenotipo de tumor primario podem
ser mais susceptiveis ao processo apoptdtico, por uma via mitocondrial, talvez como um
processo normal de controle de proliferacdo, enquanto a linhagem com fenotipo tumoral
metastatico possui um perfil de proliferagdo mais agressivo, como consequéncia do aumento
da atividade anti-apoptotica.

Jaaproteina 14-3-3 tem duas vias de a¢do anti-apoptdticas. A primeira relaciona-se com
proteina 14-3-3c, que tem a capacidade de inibir a proteina Bax no citosol e, assim, evitar o
processo de indugdo apoptotica (FAN, 2019). Especificamente nas linhagens celulares
estudadas, essa proteina foi encontrada regulada negativamente nas linhagens celulares de
fenotipo tumoral primario e regulada positivamente na linhagem celular de fendtipo tumoral
metastatico. Ou seja, mais uma vez, os dados protedmicos das linhagens MGSO-3 e MACL-1
indicam uma regulagdo mais pro-apoptdtica enquanto a linhagem MDA-231-MD um efeito
basal mais anti-apoptotico.

A segunda via anti-apoptdtica € relacionada a proteina 14-3-3¢, que tem a capacidade
de se ligar e sequestrar a proteina BAD, evitando a apoptose (PLUTA, 2011). A proteina Bcl-
2/xL ¢ uma proteina anti-apoptotica que divide lugar com a proteina pro-apoptdtica BAD no
interior da mitocondria. A proteina Bcl-2/xL pode ser ativada para inibir a apoptose, porém,

quando ligada a proteina BAD, assumi papel pro-apoptoético. Por acdo de quinases
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mitocondriais, a proteina BAD, ja ligada a Bcl-2/xL, pode ser fosforilada, e ao chegarem ao
citosol, ¢ sequestrada do complexo Bcl-2/xL-Bad pela proteina 14-3-3¢, provocando a sua
separacao e, consequentemente, o bloqueio da via apoptética. O complexo formado 14-3-3e-
BAD fosforilada pode sofrer acdo de fosfatases no citosol, o que leva a quebra desse segundo
complexo e o turnover dessas proteinas, com a BAD voltando para o interior da mitocondria e
a 14-3-3¢ podendo realizar outro sequestro de BAD fosforilada no citosol (FAN, 2019). No
nosso estudo, identificamos a proteina 14-3-3¢ regulada positivamente nas linhagens MGSO-3
e MDA-231-MD, o que nos leva a crer que essa via apoptdtica ndo estd ativa, pelo menos para
a maioria das linhagens celulares tumorais estudadas, o que também pode indica o efeito anti-

apoptoético da proteina 14-3-3¢ (Figura 36).
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Figura 36 — Representacdo esquematica da via de ativag@o apoptotica mitocondrial através das proteinas Bax e 14-
3-3. As setas pretas indicam as proteinas descriminadas na base das setas. As setas vermelhas indicam a via de
inibicdo das proteinas na base das setas. A descri¢do das proteinas reguladas encontradas nessa via e sua
quantificacdo experimental estdo descriminado no quadro abaixo da representagdo esquematica. A cerquilha (#)
indica a proteina em especifico; O asterisco (*) indica as proteinas reguladas; Valor de p <0,05 e log2ratio <-0,38
para regulagdo negativa (azul) e > 0,38 (vermelho) para regulag@o positiva; Reg: Regulado; MC: MCF-10A; MG:
MGSO-3; MA: MACL-1; MD: MDA-231-MD.
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Todos esses processos apresentados até aqui indicam uma grande alteragdo na
funcionalidade mitocondrial. Para avaliarmos a densidade mitocondrial, as linhagens estudadas
passaram por uma avaliagdo de citometria de fluxo com marcagao por MITOTRACKER, um
marcador fluorescente que se liga a mitocondrias vivas, independente do seu potencial de
membrana. Com esse marcador, quanto maior a fluorescéncia, maior sera a sua ligagcdo a
membranas mitocondriais, sendo possivel estimar a densidade dessa organela (Figura 37).

A maior intensidade média de fluorescéncia do marcador foi encontrada na linhagem
celular MDA-231-MD, seguida pela linhagem celular MCF-10A e quase o dobro da
fluorescéncia apresentada pelas linhagens MGSO-3 e MACL-1, indicando que as linhagens
celulares com fenotipo de tumor primario teriam uma menor densidade de mitocondrias,
quando comparadas com as linhagens de fendtipo normal e de tumoral metastatico (Figura 37).
Além disso, essa diferenca de densidade de mitocondrias nas linhagens celulares estudadas,
além de contribuir funcionalmente com os processos biologicos apresentados até aqui, inclusive

com as vias apoptdticas das linhagens tumorais.
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Figura 37 — Analise em citometria de fluxo das quatro linhagens celulares estudadas ap6s marcagdo com
MITOTRACKER. A - Fluorescéncia (eixo x) e contagem minima de eventos por analise (eixo y). B —
Representacao grafica do indice médio de fluorescéncia (MFI, sigla em inglés). Os dados estdo expressos com a
média = EPM. *p<0,001 em relagdo a MCF10-A. Usado ANOVA seguido de teste de Tukey (vs MC). MC:
MCF-10A; MG: MGSO-3; MA: MACL-1; MD: MDA-231-MD.

6.3 — Alteracdes relacionadas ao Ciclo Celular

A avaliacdo do proteoma das quatro linhagens celulares também demostrou a potencial
participagdo de varios processos biologicos relacionados a regulacdo do ciclo celular.

Estudando as diferengas entre as linhagens com perfis fenotipicos tumorais distintos nao e
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tumorais, era de se esperar que algumas alterac¢des relacionadas a proliferagdo celular estariam
presentes.

Para uma primeira analise, de forma mais ampla, plotamos as proteinas reguladas e
relacionadas ao ciclo celular em um mapa de calor (heatmap) para visualizar o perfil de
regulagdo das mesmas nas diferentes linhagens estudadas. Verificamos que as linhagens com
perfil tumoral, sejam elas com fendtipo de tumor primério ou metastatico, apresentavam uma
maior quantidade de proteinas mais abundantes em comparacdo a linhagem celular com
fenotipo normal (Figura 38). Além disso, foi possivel verificar que o controle do ciclo celular,
entre as células tumorais, acontecer de forma distinta, ja que as proteinas das linhagens celulares
com fendtipo de tumor primario, MGSO-3 e MACL-1, possuiam um padrao semelhante de
regulacdo, o que ocorre nao ocorreu na linhagem com fendtipo de tumoral metastatico, MDA-

231-MD.
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Figura 38 — Mapa de calor (heatmap) das proteinas reguladas e associadas a regulagéo do Ciclo Celular nas quatro
linhagens celulares experimentais avaliadas. As variagdes de intensidade da cor vermelha representam proteinas
mais abundantes e as variagdes de intensidade da cor azul representam as proteinas menos abundantes.
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Posteriormente, avaliamos quais processos bioldgicos eram associados as proteinas
representadas na figura anterior. Apesar do mapa de calor demonstrar que existiam proteinas
reguladas positiva e negativamente, os processos bioldgicos apresentavam proteinas menos
abundantes, em grande parte das linhagens celulares estudadas, principalmente nas linhagens
MCF-10A, MGSO-3 e MACL-1.

Os processos bioldgicos estavam distribuidos de forma semelhante entre as quatro
linhagens celulares estudadas. No entanto, mais de 95% deles estavam regulados negativamente
nas linhagens celulares de fenotipo normal e de tumoral primario. De forma contréria, a
linhagem celular com fenotipo tumoral metastatico apresentou a maioria dos processos
biologicos relacionados a diferenciagdo e ciclo celular regulados positivamente. Em conjunto,
a analise desses resultados sugere que os processos relacionados ao ciclo celular estdo mais
ativos na linhagem celular metastatica (Figura 39).

Levando em consideragdo a biologia de uma célula tumoral, realmente espera-se que as
células metastaticas estejam mais ativas do ponto de vista mitotico, ja que varios fatores
estimuladores desse processo sao amplamente discutidos e descritos na literatura. Contudo, esse
comportamento também era esperado em células tumorais com fenotipo de tumor primario. Os
resultados encontrados até aqui, entdo, indicam algum mecanismo de controle desse processo
nas linhagens celulares com fendtipo de tumor primario.

Elaboramos um mapa de calor (heatmap), utilizando as proteinas reguladas e associadas
a regulacdo do ciclo celular para as quatro linhagens. Observamos proteinas relacionadas ao
proteassoma, principalmente o 26S, que esta envolvido no processo de regulacao e degradacao
proteinas no interior das células (Figura 40).

O proteassoma participa de varios processos intracelulares que culminam na degradacao
de proteinas ubiquitinadas, controlando nao sé processos de estresse oxidativo, mas também
vias de sinaliza¢do. Especificamente, o proteassoma 26s ja foi descrito como fundamental no
controle da regulacdo de sinais extracelulares que alteram a homeostase celular, na adaptagao
celular a mudangas do meio ambiente, no processo de fungdo celular normal e no ciclo celular.
Além disso, o proteassoma 26 s também participa no controle da quantidade de fatores de
crescimento, receptores nucleares e de fatores de transcricao presentes no interior celular. Por
isso ele pode agir diretamente nos processos bioldgicos relacionados ao ciclo celular
(OKUMURA, 2018; FARARJEH, 2019). Em nosso estudo, encontramos proteinas reguladas
do proteassoma relacionadas com a por¢ao reguladora (19s) e com a por¢do do centro do

proteassoma (20s)
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Observando o grafico de calor (Figura 40), notamos que as proteinas relacionadas ao
proteassoma 2 s estavam menos abundantes na linhagem de fen6tipo normal (MCF-10A) e ndo
possuiam regulacao na linhagem celular de fenotipo tumoral metastatico (MDA-231-MD). Ja
as linhagens celulares com fenotipo de tumor primario (MGSO-3 e MACL-1) apresentavam
essas proteinas mais abundantes, principalmente na linhagem celular MACL-1. Esses dados
indicam que o controle dos processos biologicos relacionados a diferenciagdo e ao ciclo celular
podem ser controlados pela atividade de proteassomas, principalmente o 26s, na linhagem com
fenotipo ndo tumoral e nas linhagens com fendtipo tumoral primario. Ja na linhagem com
fenotipo tumoral metastatico, os dados protedmicos indicam que tais processos nao dependem
da acdo de proteassomas. Esse dado ¢ de extrema importancia, ja que varios quimioterapicos

inibem a fun¢do de proteassomas, inclusive para o tratamento de CM (OKUMURA 2018).

Processos bioldgicos relacionaos ao ciclo celular

Proliferacdo de fibroblastos

Formacdo da placa metafasica na mitose
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Localizagdo de organelas ligadas a membrana
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Transi¢do da fase G2/M do ciclo celular

Transicdo das fases do ciclo celular

Regulacdo positiva do transporte nucleo-citoplasmético
Crescimento da via do receptor derivado de plaqueta
Construgdo de corpos multivesiculares

Transicdo da fase G2/M do ciclo celular mitético

MGSO-3

Montagem complexo pre replicativo da replicagdo do DNA

Transicdo da fase G2/M do ciclo celular
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Regulacdo positiva do transporte nucleo-citoplasmético
Crescimento da via do receptor derivado de plaqueta
Ancoragem da membrana plasmética do corpo ciliar basal
Ativador do adaptador de clatrina

Montagem complexo pre replicativo da replicacdo do DNA

MACL-1

Transicdo da fase G2/M do ciclo celular

Regulagdo positiva da proliferacdo de fibroblastos

Proliferacdo de fibroblastos

Condensagdo de cromossomos

Transicdo da fase G2/M do ciclo celular

Regulacdo do transporte nucleo-citoplasma
Organizagdo do fuso mitdtico

Organizacdo de fuso

Regulacdo de proteinas exportadas para o nticleo
Organizagdo de microtubulos involvidos na mitose

MDA-231-MD

Sinalizagdo do receptor de androgénos

Biogénese de pequenas subunidades ribossomais

Ativador do adaptador de clatrina
Montagem complexo pre replicativo da replicagdo do DNA
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Figura 39 — Percentual de proteinas reguladas e associadas ao ciclo celular para cada linhagem celular analisada.
A porcentagem das vias metabdlicas de cada linhagem celular envolvidas nos processos biologicos, descrita na
representacdo grafica, ¢ dada pela sua relacdo com todas as proteinas mais ou menos abundante relacionadas ao
processo. R. Pos: Percentual de proteinas com regulagdo positiva; R. Neg: Percentual de proteinas com regulacio
negativa.
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Figura 40 — Regulacdo de proteinas do proteassoma 26S. A) Mapa de calor (heatmap) do perfil de regulacdo das proteinas associadas ao proteassoma 26s nas quatro linhagens
celulares experimentais avaliadas. Variagdes de intensidade da cor vermelha representam proteinas mais abundantes e as variagdes de intensidade da cor azul representam
proteinas menos abundantes. B) Figura esquematica do proteassoma 26S modificada de HOPPER, J. L. et al, 2020. Em vermelho esta indicada a proteinas PSMD9, que foi
identificada neste estudo.
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6.4 — Alteragoes relacionadas ao Citoesqueleto

A primeira analise dos nossos dados mostrava uma regulacao negativa das proteinas
associadas ao citoesqueleto nas células de fenotipo tumoral primario e uma regulagao positiva
das proteinas nas células de fenotipo tumoral metastatico. Fundamentalmente, todas as células
utilizadas neste estudo t€m origem epitelial e, consequentemente, dependem da arquitetura do
citoesqueleto para realizar os seus processos fisiologicos e bioquimicos. Uma analise detalhada
dos processos bioldgicos realmente indica que MGSO-3 e MACL-1 possuem muito mais
processos biologicos associados a processos menos abundantes em comparagdo com as

linhagens celulares MCF-10A e MDA-231-MD (Figura 41).

Processos bioldgicos ligados ao citoesqueleto

Regulagdo positiva de proteinas de autofosforilagdo
Regulacdo positiva de glicoproteinas

Transporte de aminoacios pela membrana plasmética
Construgdo de filamentos de actina

Ativagdo de receptor viral

Organizagdo de jungdes célula-célula

Construgdo de hemodesmossomas

Ativacdo do mediador de adesdo celular

Tubulacdo da membrana plasmatica

Transporte transmembrana de dcido L-alfa-aminoécidos
Extravazamento celular

Organizagdo das jungdes célula-célula

Ativacdo de mediador de adesdo celular

Ativagdo de receptor viral
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Construgdo de jungBes célula-celula

Ativacdo do mediador de adesdo celular

Vias de apoptose relacionadas ao reticulo endoplasmatico
Localizagdo de proteina na membrana plasmética
Migracdo de célula muscular
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Comunicagdo celular envolvendo condugdo cardiaca
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Via de sinalizagdo mediada por integrinas

Organizagdo da juncdo célula-célula

Organizagdo do filamento de activna

Ativagdo do mediador de adesdo celular

Regulacdo positiva do ciclo de vida viral

Construgdo do fuso mitético

Tubulacdo da membrana plasmatica

Danificagdo do checkpoint de da fase G1

Ligacdo de caderinas involvidas na adesdo célula-célula
Regulacdo negativa da construgdo de complexos proteicos
Regulagdo da exportagdo de proteinas para o nicleo
Construgdo de chaperonas

Regeneracdo do NADH

Regulacdo da permeabilidade da membrana mitocondrial ligada a apoptose
Polimerizacdo de proteinas

Via de sinalizagdo mediada por integrinas
Extravasamento celular

Organizacdo das jungdes aderentes

Organizacdo das jungdes célula-célula

Ativacdo do mediador de adesdo celular
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Figura 41 - Percentual de proteinas reguladas e associadas ao citoesqueleto para cada linhagem celular analisada.
A porcentagem das vias metabolicas de cada linhagem celular envolvidas nos processos biologicos, descrita na
representacdo grafica, ¢ dada pela sua relacdo com todas as proteinas mais ou menos abundante relacionadas ao
processo. R. Pos: Percentual de proteinas com regulacdo positiva; R. Neg: Percentual de proteinas com regulacao
negativa.
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A linhagem celular de fenétipo normal, MCF-10A, apresentou regulagdo negativa
apenas de proteinas ligadas a estrutura de citoesqueleto interno da célula, como citoesqueleto
de actina. No entanto, todos os processos biologicos relacionados a caracteristicas de
citoesqueleto tipicas de células epiteliais, como adesdo célula-célula, adesao célula-matriz,
montagem de desmossomos ¢ hemidesmossomos, estabelecimento de barreira endotelial, etc,
estavam regulados positivamente.

Ja as linhagens celulares de fendtipo de tumor primario, MGSO-3 ¢ MACL-I,
apresentaram majoritariamente uma regulacao inversa a apresentada pela linhagem MCF-10A.
Praticamente todos os processos bioldgicos ligados as caracteristicas de citoesqueleto
relacionadas a adesdo e justaposicdo de células epiteliais estavam menos abundantes. Tais
resultados podem sugerir que essa caracteristica, tdo importante nas células epiteliais, ¢ perdida
quando elas se transformam em tumores malignos.

Com relagdo a linhagem celular com fen6tipo tumoral metastatico, a MDA-231-MD, a
regulacdo dos processos bioldgicos apresenta-se muito semelhante a linhagem celular MCF-
10A. Esse dado, em especifico, nos trouxe surpresa, ja que ¢ descrito na literatura que a
desorganizacao do citoesqueleto e das jungdes aderentes ¢ um ponto importante para o processo
de metastatizagdo e para o estabelecimento da metastase em seu sitio anatdmico alvo (JIANG,
2009; ZENG, 2019). Contudo, em nosso estudo, os dados indicam que isso ndo acontega, pelo
menos para o estabelecimento e proliferacdo da célula tumoral de fenotipo metastatico.

Para compreendermos melhor como as proteinas desses processos se comportam em
cada linhagem celular, selecionamos todos os processos bioldgicos relacionados a adesao

celular, célula-célula ou célula-matriz, e plotamos em um mapa de calor (Figura 42).
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Figura 42: Mapa de calor (heatmap) das proteinas relacionadas a adesdo celular nas quatro linhagens celulares
experimentais avaliadas. As varia¢des de intensidade da cor vermelha representam proteinas mais abundantes e as
variagdes de intensidade da cor azul representam as proteinas menos abundantes.

Ao analisarmos o mapa de calor, percebemos que as linhagens celulares com fenétipo
de tumor primdrio realmente apresentam um perfil de regulacdo negativa para a maioria das
proteinas envolvidas nesses processos de adesdo celular. No entanto, foi possivel evidenciar
que a regulacdo positiva entre a linhagem de fen6étipo normal e a linhagem de fen6tipo tumoral
metastatico ocorrem em proteinas distintas.

E possivel observar claramente no mapa de calor um grupo de proteinas mais
abundantes na linhagem celular MDA-231-MD, que apresentam uma regulagdo negativa para
praticamente todas as proteinas das demais linhagens estudadas. Para compreendermos melhor
a correlagdo entre essas proteinas, realizamos uma analise de redes de interagao (Figura 43).

Apesar dessas proteinas terem sido retiradas de processos biolodgicos relacionados a

adesdo celular, uma parte desse grupo de proteinas ndo tem uma correlacdo direta com proteinas
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de citoesqueleto. Por exemplo, foi possivel identificar proteinas relacionadas a ciclo celular,
proteinas de choque térmico e proteinas relacionadas ao metabolismo energético.

A presenca de proteinas relacionadas ao metabolismo energético nos intrigou, ja que
existem poucas citagdoes sobre a correlagdo entre o metabolismo energético e o citoesqueleto
em células do CM. Ja ¢ descrito na literatura que o tunover do citoesqueleto em CM ¢
importante para os processos tumorigénicos. Com relagdo aos nossos dados, as proteinas do
metabolismo energético participam, principalmente, da glicolise. Anteriormente, ja
evidenciamos o papel delas na obten¢ao de energia nas células de CM. Contudo, Hu e
colaboradores (2016) demostraram que proteinas da glicolise podem estar ligadas a proteinas
do citoesqueleto, como a actina. A ativagdo dessas proteinas do metabolismo energético, como
a aldolase, aconteceria quando esses filamentos de actina estivessem livres e desorganizados no
citoplasma. J& em uma situagdo de organizacao estrutural dos filamentos de actina, essas
proteinas estariam inativadas, impossibilitando a sua utilizagdo. Com isso, o turnover do

citoesqueleto celular possibilitaria também, fornecimento de energia para a células.
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Figura 43: Rede de interag@o de proteinas de uma regido especifica do grafico de calor da figura 42. As proteinas circuladas em vermelho estdo relacionadas enzimas da via da

glicélise. MC: MCF-10A, MG: MGSO-3, MA: MACL-1, MD: MDA-231-MD.
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7 — DISCUSSAO

Diversos estudos sobre o0 CM trouxeram avangos significativos para o seu diagndstico,
tratamento e propedéutica. A todo momento, sdo publicados artigos sobre novas técnicas
diagnosticas, novas drogas testadas com sucesso, novas respostas com agdes clinicas mais
direcionadas, etc. Contudo, ainda assim, temos um numero alto de mortes anuais,

principalmente de mulheres, que acabaram padecendo frente a essa doenga.

Quando analisamos a base experimental que fomenta esses estudos, concluimos que sio
feitos utilizando inumeras estratégias de investigagdo, sejam elas in vivo ou in vitro. Apesar de
possuirem grande valor, nem sempre a aplicabilidade do que foi elucidado no estudo
necessariamente tem impacto na sua utilizagdo no contexto da doenca CM, pois sao

desenvolvidos em um tipo especifico de tecido, tumor ou linhagem celular tumoral.

As estratégias clinicas e farmacoldgicas contra o CM nao sao direcionadas a condigdes
compartilhadas ou exclusivas de cada etapa do processo tumoral. Isso porque ainda ndo
compreendermos com solidez as caracteristicas especificas e as diferengas entre células
saudaveis e tumorais nas distintas fases tumorigénicas. Esse fato faz com que as estratégias de
tratamento criadas contra o CM nem sempre sejam tdo eficientes. E claro que existem diferentes
tipos de CM e que, ainda dentro de um mesmo grupo, possa ser observado diferentes graus de
eficiéncia de um determinado tratamento. Mas o estabelecimento de um tipo de CM , apesar de
gerar condi¢des fisiopatoldgicas Uinicas, também necessitam de uma base comum para o seu
surgimento. E a elucida¢ao dos mecanismos celulares dessa base em comum entre essas células
tumorais de CM, e também das bases distintas, podem nos dar espago para criacao de estratégias

mais assertivas independente das caracteristicas individuais de cada tumor.

A proposta desse trabalho foi, entdo, tentar compreender as bases moleculares
envolvidas no processo de tumorigénese do CM, utilizando linhagens celulares do epitélio
mamario saudavel e tumoral, em diferentes estdgios tumorigénicos. E, para tanto, escolhemos
utilizar a protedmica devido a sua eficiéncia para identificar proteinas que possam estar
envolvidas no processo de tumorigénese. Apds a identificagao das proteinas reguladas em cada
linhagem celular (P < 0,05 e FC = 1,3), foi possivel observar que o perfil de regulagdo do
proteoma das células com fendtipo normal (MCF-10A), de tumores primarios (MGSO-3 e
MACL-1) e metastaticos (MDA-231-MD) ocorria de forma distinta. Com a andlise do grafico
de PCA, conseguimos visualizar claramente que existia um perfil protedmico muito distinto
entre as células com perfis tumorigénicos diferentes. Nossos dados indicam que o perfil

84



tumorigénico das células tumorais pode ser um fator importante para o desenvolvimento de
novas estratégias diagnodsticas e terapéuticas. Nushtaeva e colaboradores (2018), utilizando
técnicas de cultura primaria de CM, demostraram que células oriundas do tumor primario de
pacientes que nao sofreram nenhum tratamento e células tumorais oriundas de pacientes que
sofreram varios ciclos de quimioterapia apresentaram morfologia e formas distintas de
sensibilidade a farmacos, em cultura. Neve e colaboradores (2006), em um estudo comparativo
com 51 linhagens de células em cultura, demonstraram que grande parte da desregulacao da
transcricdo em tumores primarios ¢ mantida nas células em cultura e que elas sdo essenciais
para descrever os primeiros passos de ensaios clinicos. Ja Jiang e colaboradores (2016)
compararam 68 linhagens celulares de CM, todas de origem metastatica, com 1375 tumores
solidos através de técnicas distintas como a comparagao do Numero de Variagdes de Copias
(CNV, em inglés), presenca de mutagdes, expressao de RNAm e expressao de proteinas. Foi
demostrado, nesse estudo, que as linhagens celulares e os tumores sélidos possuiam
semelhancas, mas também diferencas entre eles, e que nem todas as linhagens celulares
refletiam as propriedades moleculares de tumores solidos de CM, levando a um raciocinio

critico para a sele¢do de linhagens celulares de CM dependendo do estudo que sera conduzido.

Grande parte dos estudos publicados na literatura realizaram a comparacao entre células
de linhagens oriundas de tumores de CM, na sua grande maioria de tumores mestastaticos, ou
a comparacao entre tumores solidos. Ao contrario disso, o nosso trabalho utilizou linhagens de
células que representavam todo o perfil tumorigénico do CM triplo negativo, com o uso de uma
linhagem de células epiteliais de mama com de feno6tipo normal (MCF-10A), duas linhagens
celulares provenientes de tumores primarios de diferentes pacientes com CM (MGSO-3 e
MACL-1) e uma linhagem com o fendtipo de CM metastatico (MDA-231-MD). Essa
caracteristica do nosso estudo nos permitiu comparar, de forma mais objetiva, as semelhancas
e diferencas entre os perfis protedmicos das linhagens utilizadas, possibilitando o estudo do
processo tumorigénico, ja que nao fizemos uma comparagdo entre os extremos do processo
tumorigénico, como a comparagao entre linhagens celulares com fendtipo normal e metastatico,
e nem a comparagdo com tumores sélidos, que apresentam alta heterogeneidade no seu interior

(JUNTILA, 2013).

O grafico de PCA sustenta a reprodutibilidade entre amostras de diferentes replicatas e
ainda nos permite verificar que o proteoma de linhagens provenientes de CM primarios sao
semelhantes entre si, e diferentes das demais linhagens, o que também pdde ser verificado nos

mapas de calor (heatmap) com clusterizagao hierarquica das proteinas.
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O mapa de calor (heatmap) com todas as proteinas identificadas nos proteomas desse
estudo, mais uma vez, demonstrou claramente as diferengas na regulacao de proteinas dos
diferentes perfis tumorigé€nicos, assim como as semelhangas dentro de um mesmo fenotipo
tumoral, esse ultimo exemplificado pela semelhanca dos proteomas das células MGSO-3 e
MACL-1. Os diagramas de Venn também evidenciam essas caracteristicas, ja que as linhagens
celulares de tumores primarios compartilharam a maior quantidade de proteinas, tanto mais
abundantes quanto negativamente. Além disso, foi possivel observar que todas as linhagens
tumorais compartilhavam poucas proteinas quando era comparado com o total de proteinas

identificadas.

Os processos bioldgicos, tantos das proteinas compartilhadas entre as linhagens
celulares de fenotipo de tumor primario, quanto das exclusivas de cada célula, demonstraram
fungdes e vias bem distintas. Por essa razdo, resolvemos utilizar todas as proteinas reguladas
para identificar os principais processos biologicos representados nas linhagens e,

consequentemente, entender as semelhancgas e diferencgas funcionais das células.

Os processos biologicos foram distribuidos em oito grandes grupos. Os processos
biologicos mais alterados estavam ligados a expressdo génica, seguida pelo metabolismo
energético, citoesqueleto, metabolismo e sinalizagdo de proteinas e ciclo celular. Nesse
trabalho, optamos por analisar, principalmente, 3 grandes grupos de processos bioldgicos
alterados: o metabolismo energético, o ciclo celular e o citoesqueleto que tem ligacdo direta

com as caracteristicas funcionais da célula epitelial.

7.1 — Alteragdes relacionadas ao metabolismo energético

A reprogramagdo do metabolismo energético no CM ¢ um tema muito estudado nos
ultimos anos e algumas teorias postuladas sd3o comuns para células tumorais,
independentemente do tipo de cancer. E claro que a obtengio de energia esta correlacionada ao
potencial proliferativo, invasivo e de metastatizagdo de um tumor, ja que sao ag¢des celulares
que demandam um gasto energético. Porém, a normatiza¢do dessa reprogramacao metabdlica
pode nos impedir de olharmos mais profundamente as questdes tumorigénicas e as possiveis

estratégias terapéuticas contra o cancer a partir dessa visao.

Com relag@o ao metabolismo lipidico no CM, a lipogénese e o direcionamento de vias

para a produgdo de lipideos importantes para a célula, como o colesterol e lipoproteinas de
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membrana sdo bem descritos na literatura (MONACO, 2017; AMORIM, 2018). Trabalhos
experimentais demostraram que o metabolismo glicidico e o transporte do piruvato para a
mitocondria sdo fundamentais para producao de citrato, no ciclo do acido citrico, que € usado,
no citoplasma, para a producao de acidos graxos. Esses acidos graxos, juntamente com acidos
graxos de origem exdgena, subsidiariam as func¢des da célula tumoral, interferindo ainda na sua
capacidade de proliferacdo e malignidade (SZUTOWICZ, 1979; ZAID, 2012; LUCENAY,
2016; WANG, 2018). Porém, trabalhos como o de Garcia e colaboradores (2017) demonstram
que a inativacao da acetil-CoA carboxilase, uma importante enzima no processo de produgdo
de novas cadeias lipidicas, ¢ um critério fundamental para o desenvolvimento da capacidade de
invasdo de células metastaticas, como as linhagens MDA-231-MD e MCF-7, o que demonstra
um carater controverso, na literatura, com relacao ao processo de lipogénese tumoral. No nosso
trabalho, a analise dos processos biologicos € condizente com a supressao da sintese lipidica
em todas as linhagens tumorais, o que ndo foi observado na linhagem celular de fenotipo
normal. Apesar de descrito por Wang e colaboradores (2018) que a sintese lipidica ¢ crucial
para o desenvolvimento tumoral, nossos dados indicam que as células de CM triplo negativas
ndo apresentam o processo de biogénese de lipideos expressivamente aumentada, em relagao

as células ndo tumorais.

Ainda sobre o metabolismo de lipideos, sabe-se que a biossintese e armazenamento de
lipideos por células tumorais ocorre como forma de reserva de energia para situacdes de hipoxia
ou baixa de glicose, e que a beta oxidacdo ocorreria apenas em células com metabolismo mais
quiescente (DELGOFFE, 2015; MONACO, 2017; WANG, 2018). O nosso estudo, mais uma
vez, apresentou dados conflitantes com a literatura, ja4 que as linhagens celulares de tumor
primario apresentaram uma regulacao negativa e a linhagem de tumor metastatico apresentou
uma regulacdo positiva das proteinas associadas ao processo de beta oxidagao mitocondrial, ou
seja, uma dicotomia com relacdo a regulacdo desses processos em células supostamente com
alta atividade metabolica. Apesar de dependerem de grande quantidade de energia e com rapida
producdo para subsidiar a sua condi¢cdo tumoral, o nosso estudo sugere que apenas a linhagem
celular MDA-231-MD utilize a beta oxidagao para produgdo de energia. Luis e colaboradores
(2019) demostraram que células da linhagem celular MCF-7, de origem metastatica, em um
ambiente rico em glicose e lipideos, utilizavam a beta oxida¢do como fonte de energia e que,
nessas condigdes experimentais, apresentavam maior viabilidade celular, maior capacidade de
proliferagdo e maior agressividade. Além disso, os mesmos autores verificaram que essa

linhagem metastética, no ambiente experimental rico em glicose e lipideos, produzia glicose a

87



partir do lactato, quando comparadas com a mesma linhagem celular em um ambiente
experimental rico ou pobre em glicose, o que foi denominado de inversdo do efeito Warburg.
Logo, as linhagens celulares de tumor primario devem utilizar outras rotas metabdlicas para

producdo de energia, como veremos a seguir.

Os processos bioldgicos relacionados as vias glicoliticas apresentaram uma
predominancia de proteinas mais abundantes nas linhagens MGSO-3 ¢ MACL-1 quando
comparadas as linhagens MDA-231-MD, com destaque para as vias relacionadas a producao
de piruvato. O aumento da glicolise, como fonte de energia rapida para o estabelecimento e a
proliferacdo de células tumorais, ja é conhecido ha muito tempo, ndo s6 no CM, mas também
em outros tipos de canceres. Desde a descoberta do efeito Warburg (WARBURG, 1927), ha
quase 100 anos atras, onde se constatou uma alteracdo do metabolismo celular, privilegiando
vias glicoliticas anaerdbicas nas células tumorais, varios cendrios distintos sobre essa
reprogramagao metabdlica ja foram descritos, mas ainda ndo totalmente esclarecida. Apesar de
alguns estudos ja terem descrito que alguns tumores tem a capacidade de utilizar todas as vias
do metabolismo de carboidrato para produgdo de energia (MORENO-SANCHEZ, 2007), o
aumento da atividade da via glicolitica e da respiragdo anaerdbia pode ser explicada pela maior
velocidade de producdo de ATP para uma célula tdo dependente de energia para realizar seus

processos (HEIDEN, 2009).

Os nossos dados, no entanto, indicam que essa maior producdo de piruvato ndo estd
diretamente ligada a produgdo anaerobica de energia nas células tumorais, mas sim para o
direcionamento desse piruvato ao ciclo do acido citrico, principalmente para as linhagens de
tumor primario. Todas as proteinas mais abundantes nesse processo direcionam para a produgao
de Acetil-CoA, a partir do piruvato. Um bom exemplo desse possivel direcionamento das
linhagens com fendtipo de CM primario para o metabolismo aerdbico de carboidratos, contréario
ao efeito Warburg, ¢ a proteoforma da lactato desidrogenase (LDHC), que induz uma maior
conversao de lactato a piruvato, € ndo o inverso. Ja a linhagem de CM metastatica, possui
regulagdo positiva da LDHA, assim como outras enzimas envolvidas no metabolismo
anaerobico de carboidratos, sugerindo uma possivel tendéncia para o seu metabolismo

anaerobico, corroborando um efeito Warburg.

Com a produgdo do Acetil-CoA, era esperado que o ciclo do acido citrico e a
fosforilagdo oxidativa também estivessem ativas. Os dados protedmicos indicam uma regulacao

positiva parcial dessa via. A analise do mapa de calor da figura 29 indica que as linhagens
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MGSO-3 e MACL-1 apresentam um padrio de regulagio distinto da MDA-231-MD. E possivel
visualizar que enzimas funcionais do ciclo do 4cido citrico apresentam uma regulacio positiva
apenas nas linhagens celulares de fenotipo de tumor primario, o que nao ocorre nas outras
linhagens. Esses dados indicam que o ciclo do acido citrico estd mais ativo nas células primarias
de CM. Esse mesmo padrao de regulacdo também ¢ observado quando analisamos as
proteinas relacionadas a fosforilagdo oxidativa. Dentre as varias proteinas identificadas para
esse processo a regulacdo positiva ocorreu apenas nas linhagens MGSO-3 e MACL-1 em
detrimento das outras linhagens celulares estudadas. Nossos dados indicam que as
linhagens com fenotipo de tumor primério obtém energia através do catabolismo aerdbico da
glicose, sendo que as células de CM com fenotipo metastatico obtem energia por outras vias,

incluindo o catabolismo anaerobico da glicose (efeito Warburg).

Para compreendermos melhor essas rotas metabolicas tumorais, € preciso pensarmos
que o objetivo principal das células é a obtencdao de energia para a realizagdo dos processos
celulares, e nao da rota que seja mais importante ou mais facil. Diers e colaboradores (2012)
demostraram usando experimentos in vitro com células MDA-231-MD que, apesar da rota
candnica anaerobia de obtencdo de energia, apresentava uma capacidade de proliferagdo muito
maior quando recebiam uma suplementagdo de piruvato, quando comparada a suplementacao
por lactato. Esse aumento na proliferagao era seguido de um maior consumo mitocondrial de
oxigénio, que também se correlacionava com essa capacidade proliferativa da célula. O simples
bloqueio do transporte de piruvato para a mitocondria provocou uma drastica diminui¢ao
proliferativa. Tais dados nos levam a supor que a obtencdo de piruvato ¢ essencial para a

fisiopatologia das células tumorais e para no processo tumorigénico.

Tang e colaboradores (2019) demonstraram em linhagens celulares MCF-7 que a
hipoxia era capaz de promover a prolifera¢do celular com consequente atenuagao do ciclo do
acido citrico. Sendo assim, alteragdes do meio ambiente metabolico das células tumorais tém a
capacidade de modular as vias metabolicas, o que pode estar intimamente ao processo
tumorigénico. Outros elementos da via do acido citrico também modulam as caracteristicas
tumorais das linhagens celulares. Ren e colaboradores (2017) demostraram que o excesso de
citrato, via tratamento exogeno, inibia a via glicolitica e o ciclo do acido citrico, in vitro ¢ in
vivo, diminuindo o crescimento do tumor via inibi¢ao da fosforilagdo do receptor 1 para IGF

(IGF-1R) em células MCF-7 e outras linhagens tumorais.
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A utilizagdo de farmacos que sequestram metabolitos da glicolise e do ciclo do acido
citrico também tem efeito sobre essas vias metabolicas. Janzer e colaboradores (2014)
demonstraram que a metformina, um hipoglicemiante de uso comum na clinica, tem a
capacidade de inibir a glicélise e o ciclo do acido citrico em células MCF-10A, que estdo em
um processo forcado de transformacao tumoral. Porém, em linhagens ja estabelecidas de CM,
o efeito da metformina j& ndo era tdo intenso, sugerindo que a modulagdo dessas vias iniciais
do metabolismo de glicose também tem acdo no processo tumorigénico. Em complementagao
a esse dado, Lord e colaboradores (2018) demostraram que apesar da metformina ter agao no
metabolismo de mitocdndrias e contribuir para a diminuicao do crescimento e agressividade de
tumores primarios, em estudos clinicos com pacientes, alguns tipos de tumor tem a capacidade
de controlar a expressdo de proteinas da fosforilacdo oxidativa, o que inibiria a a¢ao do
medicamento, tornando-o ineficaz. Apesar de tais achados nao terem sido observados com os
mesmos tipos celulares empregados neste estudo, os nossos dados corroboram com a literatura
mencionada, ou seja, células tumorais em diferentes estagios tumorigéncios utilizam vias

metabolicas distintas para a obten¢ao de energia.

Com relacdo a mitocondria, os nossos dados podem complementar as conclusdes dos
trabalhos de Zou e colaboradores (2016) e Jia e colaboradores (2018) que sugere que a
plasticidade metabodlica das células de CM direciona os cursos da patologia, ¢ que a
reprogramagao mitocondrial sustenta os processos de proliferagao e agressividade do cancer.
Esse reprogramacao poderia ocorrer seja por condi¢des de controle do metabolismo energético
ou pelo controle de vias apoptéticas dependentes de mitocondrias, como evidenciado pelos
processos distintamente regulados em estagios tumorigénicos celulares diferentes. Conhecendo
melhor essa plasticidade metabodlica seria possivel o desenvolvimento de estratégias de
tratamento mais eficientes contra o CM. Shrivastava e colaboradores (2001) avaliaram a a¢ao
promissora do canabinol com fator desestabilizante das fun¢des mitocondriais em células de
CM, com consequente regulacao de processos autofagicos e apoptoticos. Ja San e colaboradores
(2018) demonstraram o potencial de ag¢do do astibilin, um farmaco com propriedades
antinflamatorias, hipoglicemiantes e anti-oxidantes, na ativacdo de caspases via Bcl-2. A
manipulacdo dessa plasticidade também poderia ocorrer por controle de vias de sinalizagdo em
tumores de CM, como demonstrado por Bras6-Maristany que identificou a acdo do proto-

oncogene PIM1 como regulador dos niveis do fator anti-apoptdtico Bel2.

Outro fato que corrobora com a nossa hipdtese de que as células com fenétipo de tumor

primario metabolizam a glicose preferencialmente por vias aerdbicas se deve ao fato de termos
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encontrado véarias proteinas associadas a cadeia transportadora de elétrons e a fosforilagao
oxidativa mitocondriais mais abundantes nas linhagens MGSO-3 e MACL-1, o que ndo ocorreu
com a linhagem de tumor metastatico (MDA-231-MD). Santidrian e colaboradores (2013)
demostraram que o aumento da expressao do complexo I da cadeia transportadora de elétrons
correlacionava com a estagnacdo da célula tumoral, impedindo eventos metastaticos. Ja a
desestabiliza¢do desse complexo ou a producdo de suas proteinas aumentava a capacidade
proliferativa e agressividade das células in vitro. Outros autores, como LeBleu e colaboradores
(2014) e Zacksenhaus e colaboradores (2017), descreveram que o aumento do processo de
fosforilagdo oxidativa correlacionava diretamente com agressividade e capacidade proliferativa

do tumor de CM.

Em uma analise génica do CM, Sotgia e colaboradores (2012) demostraram que boa
parte dos transcritos mitocondriais estavam relacionados a proteinas da cadeia transportadora
de elétrons e fosforilacdo oxidativa. Nesse mesmo trabalho, os autores demonstraram que nas
células epiteliais que circundam o tumor de CM, os marcadores de biogénese e tradugdo
mitocondrial estavam regulados negativamente, quando comparados ao préprio tumor. Os
autores concluiram que as células de CM exercem um efeito predatorio nas células epiteliais do
estroma, que circundam o tumor, que possuem uma baixa fungdo mitocondrial, mas fornecem
substancias altamente energéticas para serem processadas nas mitocOndrias tumorais,
subsidiando sua alta demanda energética das células de CM. Esses dados também podem estar
relacionados com a baixa densidade mitocondrial nas linhagens de tumores primdrios em
compara¢do com as células de CM metastaticas. J4 no tumor primdrio, as células tumorais
possivelmente teriam o aporte energético produzido por elas proprias, via a regulacao positiva
de enzimas importantes para a produgdo de piruvato e Acetil-CoA, como indicam os dados

protedmicos, ndo necessitando aumentar a densidade de mitocondrias.

Lee e colaboradores (2017) reportaram que a fosforilagdo oxidativa estava ligada
intimamente com o processo apoptdtico e a resisténcia tumoral a quimioterapicos. Os autores
demostraram que os proto-oncogénes MYC e MCLI aumentavam a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial e mantinham a resisténcia a quimioterapicos via ativagao do fator 1-alfa induzivel
por hipoxia (HIF-1-a, da sigla em inglés). O bloqueio da produgdo de MCLI1 afetaria
diretamente essa via, diminuindo a quimio-resisténcia sem diminuir o efeito anti-apoptotico do
proto-oncogene. Com relagdo a apoptose, os nossos dados demostraram uma intima relagao
entre a fungdo mitocondrial e a apoptose via proteina BAX e as proteinas da familia Bel-2/xL,

nas linhagens celulares de tumor primario. Alguns autores, como Sarkar e colaboradores (2003)
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e Cui e colaboradores (2016), j4 demonstraram a manipula¢do dessa via de sinalizacdo e do
balango entre BAX/ Bcl-2/xL, utilizando produtos naturais como indutores de apoptose em

células de CM.

Um importante achado do nosso estudo esta relacionado a proteina 14-3-3 . Suzuki e
colaboradores (2000) ja descreveram que a perda dessa proteina esta correlacionada com o CM.
Os nossos dados indicaram que a regulacao negativa de 14-3-3 ¢ ocorreu apenas nas linhagens
de tumor primario, sugerindo a ativagao da via apoptotica BAX. Por outro lado, na linhagem
tumoral metastatica essa proteina foi encontrada regulada positivamente, o que seria consistente

com o bloqueio dessa via apoptotica.

7.2 — Alteragdes relacionadas ao ciclo celular

O controle do ciclo celular ¢ um importante processo associado a tumorigénese, que esta
diretamente ligado a capacidade de proliferacdo e desenvolvimento de células tumorais. Por ser
um mecanismo celular altamente complexo, varias alteragdes podem estar presentes,
principalmente dependendo do tipo de tumor, o que dificulta o estudo desse processo. Os nossos
dados indicam um perfil de regulagao distinto de proteinas associadas ao ciclo celular nas
diferentes linhagens de CM. As proteinas reguladas nas linhagens de fendtipo de tumor
primario, MGSO-3 e MACL-1, apresentaram um perfil de regulagdo distinto da linhagem de
tumor metastatico, MDA-231-MD. Identificamos varias proteinas associadas ao proteassoma
26S mais abundantes nas linhagens de tumor primario, o que ndo foi observado nas demais

(Figura 40).

Dados da literatura demonstram que a atividade do proteassoma 26S é importante para
a biologia das células tumorais. Okur e colaboradores (2018) demonstraram a efetividade dos
inibidores do proteassoma 26S, bortezomibe e OTSSP167, na regressao de tumores de CM
humanos em modelos animais. Chang e colaboradores (2014) também demostraram que o
bortezomibe, associado a um inibidor de ATP sintase, regularam o ciclo celular de células
tumorais in vitro. Guo e colaboradores (2016) demostraram, também in vitro, que a fosforilagao
da porg¢ao reguladora do proteassoma 26S controlava o processo de proliferacao e tumorigénese
de linhagens celulares de CM. Utilizando a linhagem celular MCF-7, que ¢ positiva para os
receptores de estrogeno e progesterona, Xia e colaboradores (2018) demostraram que agdo do

proteassoma 26s correlaciona a redugdo da proliferacdo celular dessa linhagem.
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Como observamos proteinas do proteassoma mais abundantes em células de tumor
primario (MGSO-3 e MACL-1), frente a regulagdo negativa das mesmas proteinas em células
normais do epitélio mamario (MCF-10A), e auséncia de regulacdao nas células metastaticas
(MDA-231-MD), acreditamos que a regulacdo positiva de proteinas do proteassoma ¢ uma
etapa importante da tumorigénese, especificamente a transformacdo tumoral. Essa hipotese
parece ser bem plausivel, ja que Tsvetkov e colaboradores (2018) demonstraram que a delecao
de proteinas do proteassoma 26S impediram a transformagao tumoral de células normais MCF-
10A. Fararjeh e colaboradores (2019), também demonstraram que expressao da subunidade 3
ndo ATPase do proteassoma 26s ¢ fundamental para a estabilidade do receptor HER2 em
linhagens de CM. O tratamento com bloqueadores da atividade do proteassoma 26 também sao
descritos na literatura. Baneerjee e colaboradores (2019) demonstraram a acao de compostos
sintéticos sobre a quinase reguladora de proteassoma DYRK?2 com consequente diminui¢ao da
funcao do proteassoma 26s e bloqueio da progressao do tumor. Ja Ismail e colaboradores (2016)
demonstraram a acdo de alcaloides de Murraya keoniggi pode provocar a morte de células da
linhagem MDA-231-MD através da inibi¢ao do proteassoma 26s. Desta forma, a utilizagao de
quimioterapicos que inibem a atividade do proteassoma podem ser de grande impacto na
propedéutica do paciente, mas essa regulacdo distinta entre linhagens de tumor primario e
metastatico podem ser um fator de graus de sucesso diferente nesse tipo de tratamento e devem

ser estudados com maior profundidade.

7.3 — Alteragdes relacionadas ao citoesqueleto

O remodelamento da arquitetura celular também ¢ um aspecto muito importante na
tumorigénese. Os nossos dados demostraram que houveram remodelamentos dos proteomas
das linhagens estudadas, principalmente de proteinas envolvidas na conexao célula - célula e
célula - matriz extracelular, que sdo caracteristicas importantes do tecido epitelial, mas perdidas

na tumorigénese.

Os processos bioldgicos relacionados ao citoesqueleto mostraram uma regulacio
negativa de proteinas nas linhagens de tumor primario em comparacao a de fenotipo normal. Ja
a linhagem de tumor metastatico apresentou a maioria dos processos compostos por proteinas
mais abundantes, o que pode indicar uma reestruturacdo do citoesqueleto nessa fase
tumorigénica, visando estabelecer em sitios anatdmicos distintos, no processo de migracao
tumoral. Além disso, a remodelacdo do citoesqueleto celular também pode ser direcionada em

outras acoes de sobrevivéncia da célula tumoral. Absi e colaboradores (2018) demostram que
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o citoesqueleto de actina pode se acumular de forma répida e macica préximo a sinapse
imunoldgica realizada com células Natural Killer (NKc), na tentativa de minimizar os efeitos
citotoxicos causado na célula tumoral. Coincidentemente, a linhagem celular MDA-231-MD
foi utilizada nesse estudo e apresentou essa resposta anti-tumoral. Tal constatacdo pode nos
provoca no raciocinio de que as linhagens de tumor primario, por ndo terem essa remodelacao

do citoesqueleto ativa, podem ser mais susceptiveis a resposta citotoxicas imuno-mediadas.

Nossos dados também demonstraram um importante padrao de regulagdo positiva de
proteinas envolvidas com citoesqueleto de células de CM metastiticas com processos
glicoliticos. Hu e colaboradores (2016) demostraram que o turnover das proteinas do
citoesqueleto expunham proteinas aldolase, uma importante proteina do metabolismo
energético. Esse turnover também era modulado pela necessidade energética da célula tumoral,
0 que condicionava o citoesqueleto da célula tumoral as suas necessidades metabdlicas. Ja
Humphries e colaboradores (2019) evidenciaram a ligagdo entre o aumento de inibidor do
ativador de plasminogénio 1 (PAI 1, da sigla em inglés), um marcador comum de células
migratérias e um mal prognostico em células de CM, com a regulagao do citoesqueleto tumoral,

processos de fissdo mitocondrial e aumento da glicdlise.

Com 1isso, supomos que mesmo com poucas rotas metabolicas disponiveis para
producdo de ATP, a linhagem tumoral metastatica pode alicercar seu crescimento em outros

processos metabdlicos indiretos, produzindo também energia através dele.
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8 — CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho produziram novas informagdes a respeito de
caracteristicas relacionadas ao CM. Porém, o dado mais importante foi a determinacdo da

importancia do estdgio tumorigénico nas respostas celulares apresentadas pelas células de CM.

Ao final, com os dados protedmicos obtidos, podemos concluir que:

e Linhagens celulares de CM, em diferentes estdgios tumorigénicos, apresentam vias e
processos distintos que se correlacionam com o feno6tipo celular;

e Linhagens celulares oriundas de pacientes distintos, porém no mesmo estagio
tumorigénico, podem apresentar uma regulagao semelhante de vias celulares, o que
pode possibilitar a criagdo de estratégias terapéuticas conjuntas;

e Linhagens celulares com fenotipo de tumor primario, MGSO-3 e MACL-1,
apresentaram uma regulagdo positiva de proteinas para as vias de catabolismo aerdbico
da glicose, sugerindo um efeito Warburg inverso;

e A linhagem celular com fenotipo tumoral metastatico, MDA-231-MD, apresentou uma
regulacdo positiva de proteinas associadas a vias alternativas para obtencao de energia,
como a producdo de ATP por via anaerdbia (efeito Warburg), ou por vias nao canonicas,
como a obtencdo de energia dependente do furnover do citoesqueleto;

e As linhagens celulares com fendtipo de tumor primario possuir uma menor densidade
de mitocondrias e apresentam vias apoptoticas ativas dependentes dessa organela;

e A linhagem celular com fenotipo de tumor metastatico ndo apresentou uma maior
densidade de mitocondrias, em comparagdo com as linhagens com fendtipos normal e
de tumor primadrio;

e A modulagdo do ciclo celular nas linhagens celulares de tumor primario esta regulada
pela agdo do proteassoma 26S, o que ndo aconteceu com as células da linhagem tumoral
metastatica;

e Sugerimos uma grande desregulacdo da arquitetura do citoesqueleto nas linhagens
celulares de tumor primario ¢ uma remodelacao desse citoesqueleto nas linhagens

celulares de tumor metastatico;
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e Especulamos existir uma interrelagdo entre a modulacdo do citoesqueleto e outros
processos bioldgicos nas linhagens tumorais, como a regulagdo do metabolismo, ciclo

celular e a proteinas de choque térmico.

Por fim, o nosso trabalho possibilitou uma melhor compreensao dos fatores relacionados a
cada estagio tumorigénico do CM que podem, futuramente, subsidiar o desenvolvimento de
novos estudos que possibilitem a criagdo de estratégias diagndsticas e terap€uticas mais

assertivas contra o CM.
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Abstract

Breast cancer is the leading type of cancer. The triple negative is the most aggressive
type of breast cancer, as it is resistant to several treatments as hormone based, for
example. Cell metabolism is altered in cancer cells as they favor anaerobic pathways
to produce energy in a faster pace and in accordance with the hypoxic environments
found inside tumor mass, which is known as the Warburg effect. In this study, we
sought to investigate the molecular mechanisms behind the different cell phenotypes
during tumorigenesis. To pursue this goal, we employed proteomics in four types of
cells; the non-tumorigenic epithelial cell MCF-10A, two triple negative breast cancer
originated from primary tumor sites (MGSO-3 and MACL-1), and the metastatic tumor
cell line MDA-231-MD. Our proteomic data shown that most proteins associated with
the TCA cycle and oxidative phosphorylation (aerobic metabolic phase) were
upregulated in primary cells while downregulated in metastatic cell, in line with a
negative regulation of the Warburg effect for the primarily cells. We also shown that
these cells have lower mitochondria density and upregulation of pro-apoptotic proteins
when compared with metastatic cells. Molecular differences highlighted in this study
may assist the scientific community in developing new protocols to treat the triple

negative breast cancer.
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INTRODUCTION

Unconsolidated data from the Global Cancer Statistics 2020 estimates that the
breast cancer was the leading type of cancer diagnosed in 2020, accounting for
2,261,419 new cases worldwide and 684,996 deaths [1]. A paradox in mortality
associated with breast cancer is currently seen as deaths are decreasing in the higher
income countries while mortality associated with this disease is increasing in the low-
and mid-income countries [2]. This phenomenon is attributed to early detection and
state-of-the-art treatment for patients in the European Union and North America, for
example, which seem to be lacking in South America, Africa and Asia, for example,
together with populational aging and changes in lifestyle [2, 3].

Breast cancer is a heterogeneous disease that can be divided based on cell
molecular profile as triple negative [4] and others [5]. Triple-negative breast cancers
are represented by tumor cells lacking the expression of the estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR) and human epidermal growth factor receptor type 2
(HER2). Triple-negative cancers are aggressive, highly invasive, and difficult to treat
as they are tolerant to known breast cancer treatments as endocrine therapy or
trastuzumab. Chemotherapy is the only available treatment, though prognosis is
usually worse than other types of breast cancer [6].

Tumor cell undergoes a metabolic remodeling favoring anaerobic rather than
aerobic oxidation (Warburg effect), which is ideal for energy production in the hypoxic
microenvironment in tumor mass [7]. This metabolic shift is considered an interesting
target for treatment and, thus, this process deemed to be understood better, mainly at
the molecular level. In this study, we sought to evaluate the molecular grounds of the
metabolic remodeling during tumorigenesis of triple negative breast cancer cells. We
performed a comparative proteome analysis of a non-tumorigenic epithelial cells
(MCF-10A), two cell lines isolated from breast cancer primary sites [8] (MGSO-3 and
MACL-1) and expressing a triple negative phenotype [9], and metastatic cells (MDA-
231-MD). We were able to map most enzymes involved in the beta oxidation, citric acid
cycle and oxidative phosphorylation. Our proteomic data shown a molecular signature
consistent with a positive Warburg effect for the metastatic cells and a negative

Warburg effect for the primary cancer cells.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Non-tumor cell line (MCF-10A), primary tumor cell line (MGSO-3 and MACL-1) and
metastatic tumor cell line (MDA-231-MD) were grown in DMEM (Sigma Chemical Co.)
supplemented with sodium bicarbonate 1.2 g/L, 10% bovine fetal serum (Cultilab) and
1% solution 5 mg/dL penicillin/streptomycin in saline 0.9%, at 37°C with 5% CO2. After
reaching a cell monolayer with >90% confluence, cells were washed 3 times with
phosphate buffer (PBS), pH 7.4, subsequently washed with sterile saline solution 3
times. Each cell type was harvested and collected in low-binding tubes (Eppendorf) in
the presence of 1 mL of a solution containing protease inhibitor (mini EDTA-free
complement, Roche). The cells were centrifuged at 3000xg for 5 minutes, the

supernatant was removed, and the cells were kept at -70°C until further use.

Cell lysis and protein digestion

Cell lysis, protein extraction, reduction and alkylation of thiol groups were achieved in
a single step essentially as previously described [10]. Briefly, 50 pL of lysis buffer (urea
6M, thiourea 2M, tris hydrochloride (2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) 10mM,
chloroacetamide 40 mM, and triethylammonium bicarbonate (TEAB) 20 mM) was
added to each sample. Tip sonication - on ice to avoid sample heating - was used to
shear DNA filaments and enhance cell lysis. Then, the samples were incubated for 2h
at room temperature. Protein quantification was performed by fluorescent method
(Qubit, Thermo). Samples were diluted 10 times with TEAB 20 mM and incubated (1:50
enzyme/protein ratio) with Lys-C (Wako) for 2 hours in room temperature. Trypsin
(Promega) was added (1:50 enzyme/protein ratio) and the samples were incubated for
16h at room temperature. Reaction was quenched with TFA (final concentration of
1%), and the samples were desalted using C18 ZipTip Pipette Tips (Millipore) using
the manufacturer’s protocol. A sample reference pool was prepared by combining the
same amount of peptides from each cell line used in this study. Samples were kept at
20°C until further use.

Peptide labeling and sample pre-fractionation
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The TMT 10plex (Thermo) was used to label 25 ug from each experimental condition
(MCF-10A, MGSO-3, MACL-1, MDA-231-MD, and Samples Pool) as the
manufacturer’s protocol. Samples were combined in equal amount and subjected to
offline high-pH reverse-phase pre-fractionation. Samples were resuspended in
ammonium formate 20 mM (pH 10) and loaded in the Sep-Pak SPE (Waters)
equilibrated previously with ammonium formate 20 mM (pH 10). On-column samples
were washed 3 times with ammonium formate 20 mM (pH 10). Samples were eluted
with acetonitrile at 5%, 7,5%, 10%, 12.5%, 15%, 17.5%, 20%, 22.5%, 25%, 27%, 30%,
50% or 95% and collected in 8 concatenated fractions. Samples were dried down using

a vacuum centrifuge and stored at -20°C until further use.

Mass spectrometry analysis

Samples were resuspended in 0.1% acid formic (solvent A) and loaded in a pre-column
(3 cm long x 100 um inner diameter) packed with the resin Reprosil-Pur C18-AQ (5um
particle size) using the EasyLC HPLC system (Thermo) at 20 pl/min. Peptide
separation was achieved in the analytical (20 cm long x 75 uym inner diameter) reverse-
phase column packed with the resin Reprosil-Pur C18-AQ (3um particle size) using
the following gradient, expressed as the percentage (%) of solvent B (0.1% formic acid
in 95% acetonitrile): (i) 1-3% solvent B in 3 min, (ii) 3—-28% solvent B in 45 min, (iii)
28-45% solvent B in 10 min, and (iv) 45-100% solvent B in 3 min. The flow was kept
constant at 0.25 pL/min. Eluted peptides were analyzed online in the mass
spectrometer Q Exactive HF (Thermo). The instrument was operated in the positive
polarity and in the data-dependent acquisition (DDA) mode. The peptide ions were
accumulated until 3x10° ions or 120ms, and scanned out in the orbitrap using 120,000
resolution at m/z 200 Th. The 20 most intense ions (Top20) were selected in the
quadrupole (m/z 1.2 Th isolation width) for HCD fragmentation (32% normalized
collision energy). Fragment ions were accumulated for up to 1x10° ions or 120 ms, and
analyzed in the orbitrap using 60,000 resolution at m/z 200 Th. Selected ions were
included in the dynamic exclusion list for 15 s.

Statistical and bioinformatic analyses
Mass spectra were researched using the MaxQuant software (version 1.6.1.0). The
search parameters were as follows. Search tolerance for first peptide set at 20 ppm
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and for main peptide set at 4.5 ppm. Lys-C and trypsin were selected allowing up to
two missed cleavages. Carbamidomethyl (Cys) was defined as fixed modification.
Oxidation (Met) and acetyl (N-terminal protein) were defined as variable modifications.
Peptide FDR was defined as < 1%. We only analyzed proteins quantified in the four
replicates. Protein intensity has been transformed into log2 and normalized using
median values. We used one-way ANOVA and regulated proteins were considered
when P < 0.05) and 1.3-fold change. The Volcano plots and the heat maps were done
using the DanteR (https://omics.pnl.gov/software/danter). Venn diagrams were done
using the Biovenn (http://www.biovenn.nl). Gene ontology was determined using
DAVID (https://david.ncifcrf.gov) and the Cytoscape (https://cytoscape.org/). Protein
interaction maps were done using the String (http://www.string-db.org).

Data availability

"The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE [11] partner repository with the dataset
identifier PXDXXXXXX".

Western blot analysis

Cell samples were homogenized in RIPA Lysis Buffer (Millipore, Darmstadt, Germany)
with protease inhibitors and centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4 -C. Lowry assay
was performed for total protein quantification. Then, protein samples were fractionated
in a 10% SDS-PAGE gel and transferred to PVDF membrane. Membranes were
blocked in 5% non-fat milk in PBS buffer (50 mmol/l, pH 7.4) with 0.1% Tween-20 and
probed with primary antibody overnight: anti-B actin, and anti-GAPDH (1:1000;
respectively; Abcam, SF USA). The signal was detected using the Luminata reagent
(Amersham Biosciences, Bucks, UK) and immunoreactive proteins detected by

chemiluminescence (ImageQuant LAS 4000, General Electric, MA, USA).

Mitochondria density assessments

Cells were grown in T25 bottles until the 15" passage with >90% confluence. Cells
were washed 3 times with PBS buffer and cultured in DMEM medium without
supplementation of fetal bovine serum for 24 hours to synchronize the cell cycle at GO
/ G1 stage. Cells were washed 3 times with PBS and incubated with the MitoTracker
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green fluorophore (Thermo) at 150 mM for 30 minutes, followed by trypsinization and
fixation with 4% paraformaldehyde, following the manufacturer’s protocol. Cells were
also fixed without adding the fluorophore to determine their size and granularity profile.
The samples were analyzed in triplicate. Each time, 10,000 events were acquired,
using the BD FACSCanto Il with argon laser with excitation of 488 nm (15mW). The

BD FACSCeliquest software was used to acquire the images.

RESULTS

Experimental design used to identify the proteins associated with the cellular

metabolism from cell lines at different tumorigenic steps of triple negative breast cancer

The aim of this study was to investigate key proteins involved with the metabolism of
breast cancer cell lines at different tumorigenic stages. To pursue our goal, we
compared the proteome of MCF-10A (normal epithelial cells), MGSO-3 and MACL-1
(both primary breast cancer cells lines) [8], and MDA-231-MD (metastatic cells) (Figure
1A). In total, our proteomic strategy allowed the identification of 3,008 proteins. As
shown in the principal component analysis (PCA) plot, the pool datasets grouped nicely
in the center of the plot, indicating that indeed they represent an equimolar protein
composition from all four cell lines used in this study (Figure 1B). It is also possible to
observe in this figure that all 4 replicates from each cell line grouped together in the
PCA, indicating a good experimental reproducibility. The proteome of the primary
cancer cells (MGSO-3 and MACL-1) are more similar than the proteome of the
metastatic cell (MDA-231-MD) and normal cell (MCF-10A). The heat map also
indicates that the regulation profile of the MGSO-3 and MACL-1 proteomes are more
similar compared with the MDA-231-MD dataset, which reflects on these two datasets

grouped closer in the column dendrogram (Figure 1C).
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Figure 1. Proteomics workflow. (A) Schematic representation of the sample
preparation (cell lysis, protein digestion and peptide labeling) for quantitative
proteomics employed in this study. The pool represents an equimolar mixture of
proteins from each cell line used. (B) Principal component analysis (PCA) of the
datasets. Note the pool datasets in the center of the plot, which reflects their nature
(equimolar mixture of all proteomes), and how MG and MA datasets grouped closer in
the plot. (C) Heat map representing the log2-transformed ratio of the proteins (rows)
identified in this study. Proteins from the pool datasets were used as reference. Each
column represents an experimental condition (cell line). Numbers associated with cell
line abbreviations indicate the replicate number. MC: MCF-10A (non-tumorigenic
epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer cell line); MA: MACL-1 (primary
breast cancer cell line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer cell line).
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Pathway analysis highlights important proteins for the breast cancer cell
metabolism

We performed a pathway enrichment analysis using the regulated proteins
(ANOVA p-value < 0.05 and -0.38 < log2 fold-change > 0.38) from all datasets. Table
| represents the most confident KEGG terms associated with the regulated proteins
found in this study. The terms were sorted based on the p-values. As mentioned
before, we were particularly interest in studying the abundance behavior of proteins
associated with energy metabolism across the cell lines used in this study, which
roughly reflects the triple negative breast cancer tumorigenic process. Canonical
energy metabolic process associated the most with our datasets, which we shall
discuss in more details in this manuscript, were “citrate cycle (TCA cycle)” (P-value =
1.60E-11), “oxidative phosphorylation” (P-value = 2.70E-11), “glycolysis /
gluconeogenesis” (P-value = 4.10E-07), “fatty acid degradation” (P-value = 2.10E-04),
and “fatty acid metabolism” (P-value = 3.70E-04). A list of all proteins associated with
these KEGG terms, including their abundances across MCF-10A, MGSO-3, MACL-1,
MDA-231-MD can be found in the Supporting Information. In the next sections we will

present the proteomic data regarding each KEGG term in more details.
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Table | — Top-scoring KEGG pathways related to the regulated datasets.

KEGG Term Count % P-value Benjamini
Ribosome 87 4.7 2.00E-38 5.40E-36
Spliceosome 65 3.5 6.30E-20 8.70E-18
Carbon metabolism 56 3.0 1.40E-17 1.30E-15
Biosynthesis of antibiotics 82 4.4 2.80E-17 1.90E-15
Protein processing in endoplasmic reticulum 69 3.7 6.10E-16 3.40E-14
Proteasome 31 1.7 1.90E-15 8.70E-14
Huntington's disease 72 3.9 2.60E-14 1.00E-12
Citrate cycle (TCA cycle) 22 1.2 1.60E-11 5.50E-10
Ribosome biogenesis in eukaryotes 40 21 2.30E-11 7.10E-10
Oxidative phosphorylation 52 2.8 2.70E-11 7.40E-10
Parkinson's disease 54 2.9 3.70E-11 9.20E-10
RNA transport 60 3.2 1.50E-10 3.50E-09
Biosynthesis of amino acids 33 1.8 1.90E-09 4.10E-08
Alzheimer's disease 53 2.8 9.80E-08 1.90E-06
Glycolysis / Gluconeogenesis 28 1.5 4.10E-07 7.60E-06
Protein export 14 0.7 4.90E-06 8.40E-05
Valine, leucine and isoleucine degradation 20 1.1 210E-05 3.30E-04
Pathogenic Escherichia coli infection 21 1.1 2.10E-05 3.30E-04
Pyruvate metabolism 18 1.0 2.60E-05 3.70E-04
Endocytosis 61 3.3 3.10E-05 4.30E-04
Metabolic pathways 230 12.3 4.60E-05 6.00E-04
Phagosome 41 2.2 1.40E-04 1.70E-03
Fatty acid degradation 17 0.9 2.10E-04 2.50E-03
Propanoate metabolism 13 0.7 3.70E-04 4.10E-03
Fatty acid metabolism 18 1.0 3.70E-04 4.10E-03
Vasopressin-regulated water reabsorption 17 0.9 3.90E-04 4.20E-03
DNA replication 15 0.8 4.10E-04 4.20E-03
mRNA surweillance pathway 27 1.4 6.40E-04 6.30E-03
Bacterial invasion of epithelial cells 24 1.3 8.00E-04 7.60E-03
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 38 2.0 1.40E-03 1.30E-02
2-Oxocarboxylic acid metabolism 9 0.5 1.70E-03 1.50E-02
Fatty acid elongation 11 0.6 2.10E-03 1.80E-02
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 20 1.1 3.00E-03 2.50E-02
RNA degradation 22 1.2 3.80E-03 3.10E-02
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Regulation profile of proteins associated with the fatty acid metabolism in MCF-
10A, MGSO-3, MACL-1, MDA-231-MD cell lines

Proteins involved in the hydrolysis of fatty acids were found differentially
regulated in all cell lines used in this study but we observed a distinct regulation profile,
which correlates with the breast cancer cell phenotype (i.e., primary or metastatic).
Figure 2 represents the B-oxidation canonical pathways. We were able to quantify most
key enzymes associated with this important ATP production process. Interestingly, we
observed that most proteins involved in this process were downregulated in primary
cancer cells (MGSO-3 and MACL-1) while opposite regulation profile was observed for
the proteins of the metastatic cell (MDA-231-MD). Data suggest that the B-oxidation in
mitochondria is more active in MDA-231-MD than in MGSO-3 and MACL-1 cells.
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Acetyl-CoA CPASH AL+ NADH + H*
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" Enzyme ID MC MG MA MD
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Figure 2. Regulation profile of the proteins associated with the B-oxidation across the cell lines.
Schematic representations of the -oxidation pathways in mitochondria and peroxisomes (upper panel).
Each number indicates a key enzyme involved with the represented reaction. Experimental quantitative
information of each enzyme represented in the pathways are provided in the table (lower panel).
Asterisks (*) denote regulated proteins. Regulation cutoff is P < 0.05 and log2-ratio < -0.38
(downregulated) or log2 ratio > 0.38 (upregulated). Reg.: Regulated; ND: not detected; MC: MCF-10A
(non-tumorigenic epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer cell line); MA: MACL-1 (primary
breast cancer cell line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer cell line).

121



Regulation profile of proteins associated with the glucose metabolism in MCF-
10A, MGSO-3, MACL-1, MDA-231-MD cell lines

We mapped most key enzymes involved with the glycolysis and
gluconeogenesis (Figure 3), citric acid cycle (Figure 5), and oxidative phosphorylation
(Figure 6) using our proteomic approach.

Regarding the glycolysis and gluconeogenesis, most enzymes were found
upregulated in the cancer cell lines, mainly in the MGSO-3 (primary cells) and the
MDA-231-MD (metastatic cells), compared with the non-tumoral cells (MCF-10A).
Pyruvate is the final metabolite of the glycolysis and its fate relies on oxygen
availability. In anaerobic condition, the pyruvate is converted in lactate. The L-lactate
dehydrogenase C chain (LDHC) was found regulated in our study. LDHC is involved
in the interconversion of pyruvate and lactate. This enzyme was found upregulated in
the primary breast cancer cells (MGSO-3 and MACL-1) and downregulated in non-
tumoral (MCF-10A) and metastatic cells (MDA-231-MD) (Figure 5).

GAPDH is an important enzyme of the glycolysis and gluconeogenesis (Figure
3, reaction # 7). This enzyme was found upregulated in MACL-1 and MDA-231-MD,
but due to stringent regulation criteria used in our study, GAPDH was not found
significant regulated in MGSO-3 as log2-ratio = 0.2453 (below the 0.38 cutoff), even
though P-value = 0.044. Thus, we decided to validate our data using western blot. As

shown in Figure 4
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Figure 3. Regulation profile of the proteins associated with the glycolysis and gluconeogenesis
across the cell lines. Schematic representations of the glycolysis and gluconeogenesis pathways in
the cytosol (upper panel). Each number indicates key enzyme(s) involved with the represented reaction.
2,3-BPG:  2,3-bisphosphoglycerate; 3-PG: 3-phosphoglycerate; PEP: phosphoenolpyruvate.
Experimental quantitative information of each enzyme represented in the pathways are provided in the
table (lower panel). Asterisks (*) denote regulated proteins. Regulation cutoff is P < 0.05 and log2-ratio
< -0.38 (downregulated) or log2 ratio > 0.38 (upregulated). Reg.: Regulated; MC: MCF-10A (non-
tumorigenic epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer cell line); MA: MACL-1 (primary breast
cancer cell line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer cell line).
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Figure 4. Validation of GAPDH abundance by western blot. Data are expressed as mean * standard
deviation (n= 3). ANOVA corrected with Tukey, # vs. MC and $ vs. MA. MC: MCF-10A (non-tumorigenic
epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer cell line); MA: MACL-1 (primary breast cancer cell
line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer cell line).
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In aerobic condition, the pyruvate is translocated to the mitochondria where the
citric acid cycle and the oxidative phosphorylation take place. As shown in Table |, the
KEGG terms “citrate cycle (TCA cycle)” and “oxidative phosphorylation” were
significantly associated with our datasets (P-values = 1.60E-11 and 2.70E-11,
respectively). Indeed, as shown in Figure 5 and 6, a number of key enzymes from
these processes were found regulated in this study. Regarding the TCA cycle, we
found only upregulated enzymes from the MGSO-3 and MACL-1. On the other hand,
we found only downregulated enzymes from the MDA-231-MD (Figure 5).

The oxidative phosphorylation is the final stage of the glucose oxidation and it
occurs in the mitochondrial inner membrane. Most proteins from the primary cells
(MGSO-3 and MACL-1) associated with the oxidative phosphorylation were found
upregulated, while for the metastatic cell (MDA-231-MD) these proteins were found
downregulated (Figure 6). Bearing in mind that we quantified the protein abundances
and not their activity, our proteomic data may indicate that the aerobic phase of the
glucose metabolism (TCA cycle and oxidative phosphorylation) is more active in the
primary cancer cells (MGSO-3 and MACL-1) compared with the metastatic ones
(MDA-231-MD).
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Figure 5. Regulation profile of the proteins associated with the TCA cycle across the cell lines.
Schematic representations of the pyruvate pathways and the citric acid cycle (upper panel). Each
number indicates key enzyme(s) involved with the represented reaction. Experimental quantitative
information of each enzyme represented in the pathways are provided in the table (lower panel).
Asterisks (*) denote regulated proteins. Regulation cutoff is P < 0.05 and log2-ratio < -0.38
(downregulated) or log2 ratio > 0.38 (upregulated). Reg.: Regulated; ND: not detected; MC: MCF-10A
(non-tumorigenic epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer cell line); MA: MACL-1 (primary
breast cancer cell line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer cell line).
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Figure 6. Regulation profile of the proteins associated with oxidative phosphorylation across the
cell lines. Schematic representations of the oxidative phosphorylation in mitochondria (upper panel).
Experimental quantitative information of each enzyme represented in the pathways are provided in the
table (lower panel). Asterisks (*) denote regulated proteins. Regulation cutoff is P < 0.05 and log2-ratio
< -0.38 (downregulated) or log2 ratio > 0.38 (upregulated). Reg.: Regulated; MC: MCF-10A (non-
tumorigenic epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer cell line); MA: MACL-1 (primary breast
cancer cell line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer cell line).
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Regulation profile of proteins associated with cell apoptosis in MCF-10A,
MGSO-3, MACL-1, MDA-231-MD cell lines

The proteomic data clearly indicate that several proteins associated with
mitochondria were regulated across the four cell lines used in our study. Particularly,
impairments in the electron transport chain may lead to cell apoptosis [12]. In fact, we
identified two proteins related to the apoptotic process, as shown in Figure 7. BAX is a
pro-apoptotic protein encoded by the Bax gene. It belongs to the Bcl-2 protein family
and participate in several signaling pathways already associated with breast cancer.
BAX inhibits the mitochondrial anti-apoptotic Bcl-2, leading to cell death. BAX can
translocate into mitochondria to induce the formation of the mitochondrial outer
membrane permeabilization (MOMPs). MOMPs alter the permeability and the action
mitochondrial potential of mitochondrial membranes, leading to the release of
cytochrome C into the cytosol, leading to apoptosis via caspases activation. The 14-3-
3 are adaptors that have the ability to activate or inhibit signaling pathways such as
cell proliferation and differentiation. The 14-3-30 is a pro-apoptotic component as it
inhibits BAX in the cytosol, therefore inducing an anti-apoptotic effect. The 14-3-3¢
binds to phosphorylated BAD, preventing the anti-apoptotic action of the Bcl-2/xL. In
our study, the pro-apoptotic BAX was found upregulated in MGSO-3 and MACL-1, and
downregulated in MDA-231-MD and MACL-1. The anti-apoptotic protein 14-3-30 was
found downregulated in MGSO-3 and MACL-1, and upregulated in MDA-231-MD. The
14-3-3¢ was upregulated in MDA-231-MD and downregulated in MACL-1 (Figure 7).
Altogether, data suggest that apoptosis is more active in the primary cancer cells

compared with metastatic cells.

128



T TR R AT R R T s R TR AR AT AR ANAA LR AR ARAEANOARARR AR
S S lo S o S S PSSP et P eE et e ss et tosesserssestsessis

cytosol

> BAX

Bcl-2/xl
_’/_‘ BAX\/ L
10 %y,

Kinases

BAD

Stlmull 14 330 <
cyto. C > .' : Bel- 0
Caspé

\‘[ Bcl-2/xl 3./

— 14-3-3 ¢
14-33 ¢ A‘p,OPtQS'S\/ \/ 14 a

Enzyme D MC MG MA MD
# (Gene) (Protein) (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratic) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg.
14-3-30 SFN P31947 D.1§161 4.66E-01 -@012 1.27E-02 * 3892 8.47E-04 * 0.9465  743E-06 *
14-3-3e  YWHAE P62258 -m423 TO7E-05 * 0.;3@94 1.94E-03 0.1'@51 1.22E-01 0. 4.20E-05 *
BAX BAX Q07812 m230 7.00E-07 * O.@Q 5.69E-05 * O.@ 9.35E-06 * 562 8.14E-08 *

Figure 7. Regulation profile of the proteins associated with apoptosis across the cell lines.
Schematic representations of BAX/Bcl-2-dependent apoptotic pathways (upper panel). Experimental
quantitative information is provided in the table (lower panel). Asterisks (*) denote regulated proteins.
Regulation cutoff is P < 0.05 and log2-ratio < -0.38 (downregulated) or log2 ratio > 0.38 (upregulated).
Reg.: Regulated; MC: MCF-10A (non-tumorigenic epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer
cell line); MA: MACL-1 (primary breast cancer cell line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer
cell line).
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Assessing the mitochondrial density in MCF-10A, MGSO-3, MACL-1, MDA-231-
MD cell lines

Our proteomic data highlighted several mitochondrial proteins regulated across
the breast cancer tumorigenesis. Thus, we decided to evaluate the mitochondria
density by means of flow cytometry after labeling with the fluorophore MITOTRACKER.
The mean fluorescence intensity (MFI) of MDA-231-MD cells were 2-times more
intense than the primary cell lines (MGSO-3, MACL-1), indicating higher mitochondrial
density in the metastatic cells (Figure 8).
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Figure 8. Mitochondrial density. (A) Cells were labeled with the MITOTRACKER and analyzed by flow
cytometry. (B) Fluorescence quantification. Data are expressed as mean + standard deviation (n = 3).
ANOVA corrected with Tukey (vs. MC). MFI: mean fluorescence index. MC: MCF-10A (non-tumorigenic
epithelial cells); MG: MGSO-3 (primary breast cancer cell line); MA: MACL-1 (primary breast cancer cell
line); MD: MDA-231-MD (metastatic breast cancer cell line).
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DISCUSSION

Breast cancer cell metabolism

The energy metabolism reprogramming in breast cancer has been subjected to
several studies in the last years, as energy production correlates proliferation, invasion
and metastatic potential [13].

Lipid metabolism is important for breast cancer cells to produce the building
blocks for the synthesis of cholesterol and membrane lipoproteins [14]. Others have
shown that production of pyruvate and its translocation into mitochondria are
fundamental for citrate production in the TCA cycle. Also, pyruvate in the cytosol can
be used for fatty acids production. Endogenous and exogenous fatty acids are
important for breast cancer cell homeostasis, affecting their proliferation and
malignancy capacities [15-17]. Our data suggest that mitochondrial B-oxidation is
reduced in primary breast cancer cells (MGSO-3 and MACL-1) compared with the
metastatic cells (MDA-231-MD).

An increase in glycolysis rate, as a rapid energy source for the establishment
and proliferation of tumor cells, is already known. The Warburg effect was postulated
almost 100 years ago. It is defined as a metabolic shift that favors anaerobic pathways
(fermentation) to produce energy (ATP) rather than aerobic pathways (TCA and
oxidative phosphorylation). This strategy is beneficial for highly proliferative cells, like
tumors, as energy is produced in a rapid pace [18, 19].

Our proteomic data suggest that the metastatic cells (MDA-231-MD) may favor
the anaerobic glucose metabolism (positive Warburg effect) but the primary cells may
rather favor aerobic ways to produce energy, as seen by a number of upregulated
enzymes and protein complexes involved in the TCA cycle and oxidative
phosphorylation (negative Warburg effect). LeBleu et al. [20] and Zacksenhaus et al.
[21] reported that increased oxidative phosphorylation correlate with higher

aggressiveness and proliferative capacity of breast cancer.
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Mitochondrial density and apoptosis in breast cancer cells

In a genetic analysis of breast cancer tissue, Sotgia et al. [22] demonstrated that
most mitochondrial transcripts were related to oxidative phosphorylation proteins. The
authors identified in epithelial cells surrounding the breast cancer tumor that
biogenesis and mitochondrial translation were downregulated compared with the tumor
itself. The authors reported a cell parasitic effect in the tumoral environment. These
data may be related to the low mitochondrial density observed in the primary breast
cancer cell lines compared with the metastatic ones, as the primary cells may find
energy supply in their stroma.

Lee et al. [23] also demonstrated that oxidative phosphorylation was closely
associated with apoptotic process and tumor resistance to chemotherapy. The authors
demonstrated that MYC and MCL1 proto-oncogenes increased mitochondrial oxidative
phosphorylation and maintained resistance to chemotherapy via hypoxia-inducible
factor 1-alpha activation (HIF-1-a). Blocking the production of MCL1 directly affected
this pathway, decreasing chemo-resistance without decreasing the antiapoptotic effect
of proto-oncogene. Our data demonstrated a relationship between potential
mitochondrial function, as represented by the regulation of mitochondrial proteins, and
apoptosis via BAX and Bcl-2/xL in primary cancer cell lines. Sarkar et al. [24] and Cui
et al. [25] have already demonstrated that the manipulation of this signaling pathway
and imbalance between BAX/ Bcl-2/xL leads to apoptosis in breast cancer cells. An
important finding of our study is related to the 14-3-3 0. Suzuki et al. [26] have already
described that the loss of this protein is correlated with breast cancer. Our data show
that the downregulation of 14-3-30 correlates with the primary cancer cell lines,
suggesting a pro-apoptotic effect. In the metastatic tumor line, though, 14-3-3 o is
upregulated, which is consistent with an anti-apoptotic effect.
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Conclusion

Our study is the first proteomic characterization of the primary breast cancer cells
MGSO-3 and MACL-1 expressing a triple negative phenotype. Regulation profile of
proteins associated with cell metabolism suggest that a negative regulation of the
Warburg effect occurs in the beginning of the triple negative breast cancer. At the later
stages of tumorigenesis, cells seem to express a positive Warburg effect. Bearing in
mind all the limitations that a study based on cell culture offers, our data improve the
current knowledge on the biology of this type of cancer and may assist in developing

future treatments.
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SUPPORTING INFORMATION

Figure S1
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Volcano plots representing the distribution of p-values (y axis) vs. log2 fold-change across the four cell
lines. Ratios were obtained using the pool dataset, which was generated as the combination of equal
proteins amounts from the four cell lines used in this study. Regulation threshold was set as ANOVA p-
value < 0.05 and -0.38 < log2-fold change > 0.38.
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Table S1 — Regulated proteins related with the KEGG term “fatty acid metabolism”

q a1 MC MG MA MD
ID Gene Protein description = = - -
log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval
P09110  ACAA1 acetyl-CoA acyltransferase 1 2.75E-03 32 5.27E-05 64 2.04E-06 -0.5117 4.08E-03
P42765 ACAA2 acetyl-CoA acyltransferase 2 1.03E-01 5.42E-03 -0.1863 4.61E-01 0.6 4.05E-03
P11310  ACADM 2CY-CoA dehydiogenase, C-4 to C-12 9.71E-04 5.19E-04 0.1150 5.30E-02 0.0337 6.75E-01
straight chain
P49748 ACADVL acyl-CoA dehydrogenase, very long chain 6.63E-01 1.78E-01 -0.8B71 9.04E-03 -0. 1.99E-01
P24752  ACAT1 acetyl-CoA acetyltransferase 1 3.73E-01 4.14E-02 —0.%21 1.10E-02 0.6 1.18E-04
Q15067 ACOX1 acyl-CoA oxidase 1 5.19E-01 6.22E-02 -0.2J09 1.97E-01 -0/6J05 1.39E-03
095573 ACsL3 2CYMEOA synthetase long-chain family 1.24E-01 9.06E-01 0.1485 2.83E-01 -0.3907 1.03E-02
O604g8  ACSL4  2CYMEOA synthetase long-chain family 2. 41E-01 157603 -0/6148 8.32E-06 -0.3675 6.67E-04
P23786 CPT2  camitine palmitoyltransferase 2 1.11E-02 1.08E-02 0.3106 2.63E-03 -0. 6.20E-04
P30084 ECHS1 enoyl-CoA hydratase, short chain 1 8.95E-05 6.31E-05 -0.B056 2.01E-05 0.2818 3.93E-03
Q6Y1H2 HACD2 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 2 | 2.42E-02 5.13E-03 52 4.25E-02 -0.4816 3.64E-01
Q9P035 HACD3 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 3 2.23E-03 5.25E-01 -0.0262 8.60E-01 —0.323 1.66E-02
Q16836 HADH  hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 1.92E-02 7.97E-04 -0[6004 2.52E-05 0.6186 7.97E-05
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-
P40939 HADHA CoA thiolase/enoyl-CoA hydratase 0.5 9.21E-07 -0.4075 1.47E-05 -0.4870 6.66E-06 -0.0878 5.69E-01
(trifunctional protein), alpha subunit
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-
P55084 HADHB CoA thiolase/enoyl-CoA hydratase 0.147 3.29E-02 -0.2§20 5.72E-03 -0.2889 5.28E-04 -0.2§28 5.57E-03
(trifunctional protein), beta subunit
Q53GQ0 HSD17B12 hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 12 0.2064 1.79E-01 -0.4839 1.28E-02 -0.3669 2.43E-02 -0[6885 5.63E-04
P50897 PPT1  palmitoyl-protein thioesterase 1 0.3411 1.30E-02 -0.3894 1.34E-02 -0.3222 1.78E-02 0.3537 1.05E-02
QINZ01 TECR trans-2,3-enoyl-CoA reductase 0.3951 6.92E-05 -0.4§66 3.99E-05 —0.%23 5.37E-02 -0.3886 2.37E-04
MC, MCF-10A; MG, MGSO-3; MA, MACL-1; MD, MDA-231-MD.
Table S2 — Regulated proteins related with the KEGG term “fatty acid degradation”
i N MC MG MA MD
ID Gene Protein description - — -
pval log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval
P24752 ACAT1 acetyl-CoA acetyltransferase 1 3.73E-01 4.14E-02 1.10E-02 0.6789 | 1.18E-04
P09110 ACAA1 acetyl-CoA acyltransferase 1 2.75E-03 5.27E-05 2.04E-06 (EE 4.08E-03
P42765 ACAA2 acetyl-CoA acyltransferase 2 1.03E-01 5.42E-03 4.61E-01 0.6 4.05E-03
P11310 ACADM acyl-CoA dehydrogenase, C-4 to C-12 straight chain 9.71E-04 5.19E-04 5.30E-02 0.0237 6.75E-01
P49748 ACADVL acyl-CoA dehydrogenase, very long chain 6.63E-01 1.78E-01 9.04E-03 -0.2406 1.99E-01
Q15067 ACOX1 acyl-CoA oxidase 1 5.19E-01 6.22E-02 1.97E-01  -0.6405 1.39E-03
095573 ACSL3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 1.24E-01 9.06E-01 2.83E-01 -0{3907 1.03E-02
060488 ACSL4 acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 2.41E-01 1.57E-03 8.32E-06 -0/3975 6.67E-04
P11766 ADH5 alcohol dehydrogenase 5 (class lIl), chi polypeptide 4.66E-05 3.80E-03 6.55E-02 -0.0f54 5.75E-01
P30837 ALDH1B1 aldehyde dehydrogenase 1 family member B1 6.49E-01 1.55E-01 6.12E-03 54 8.12E-02
P05091 ALDH2 aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial) 1.68E-08 3.03E-06 1.65E-07 -0.4856 1.12E-04
P51648 ALDH3A2 aldehyde dehydrogenase 3 family member A2 7.37E-07 7.25E-05 5.55E-05 -0/3844 2.24E-04
P23786 CPT2 caritine palmitoyltransferase 2 1.11E-02 1.08E-02 2.63E-03 -0/3f19 6.20E-04
P30084 ECHS1 enoyl-CoA hydratase, short chain 1 8.95E-05 6.31E-05 2.01E-05 0.2818 3.93E-03
Q16836 HADH hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 1.92E-02 7.97E-04 2.52E-05 0.6186| 7.97E-05
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA H l
P40939 HADHA thiolase/enoyl-CoA hydratase (trifunctional protein), 9.21E-07 -0/4075 1.47E-05 6.66E-06 -0.0378 5.69E-01
alpha subunit
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA {I {l
P55084 HADHB thiolase/enoyl-CoA hydratase (trifunctional protein), 3.29E-02 -0.2120 5.72E-03 5.28E-04 -0.29128 5.57E-03
beta subunit
MC, MCF-10A; MG, MGSO-3; MA, MACL-1; MD, MDA-231-MD.
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Table S3 — Regulated proteins related with the KEGG term “glycolysis / gluconeogenesis”

q . MC MG MA MD
ID Gene Protein description = " n 5
log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval
P11766 ~ ADH5 alcohol dehydrogenase 5 (class lll), chi polypeptide - 2 4.66E-05 0.45 3.80E-03 6.55E-02 -0.0454 5.75E-01
P47895 ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family member A3 0.85p6 | 1.49E-02 9 5.06E-03 1.75E-02 4 2.32E-03
P30837 ALDH1B1 aldehyde dehydrogenase 1 family member B1 —01103 6.49E-01 -0 7 1.55E-01

6.12E-03 05254 8.12E-02
1.65E-07 -0.MB56 1.12E-04
5.55E-05 -0. 2.24E-04
7.02E-04 0.4888 8.13E-03
221E-02 04251 5.32E-03
9.63E-03 0.1193  9.22E-02
5.08E-02 0.18f5 9.56E-02
2.03E-02 0.9868 ] 3.04E-06
1.14E-01  0.97p4"] 2.87E-03
3.04E-04 -0.0470 8.07E-01
3.79E-02 0.2682 2.64E-01
2.42E-03 0.94847] 4.36E-07
9.87E-03 -0.5816 2.05E-05
246E-03 04441 3.14E-03
1.39E-04 0.9080 | 3.25E-05
2.96E-01 0.26f4 1.28E-01

3.48E-04 1 1.23E-07
6.16E-04 - 1 6.61E-06
8.12E-03  0.60ff5] 1.03E-02

1.84E-01 0.2188 8.84E-02

1.68E-08 0.6341] 3.03E-06
7.37E-07 -0.4812 7.25E-05
5.42E-01 0.02/9 8.64E-01
3.24E-01 0.06[12 6.46E-01
1.24E-01 0.1394 5.27E-02

P05091  ALDH2 aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)
P51648 ALDH3A2 aldehyde dehydrogenase 3 family member A2
P04075 ALDOA aldolase, fructose-bisphosphate A

P09972 ALDOC aldolase, fructose-bisphosphate C

P10515 DLAT dihydrolipoamide S-acetyltransferase

P09622 DLD  dihydrolipoamide dehydrogenase 2.66E-02 -0.1649 1.39E-01
P06733 ENO1 enolase 1 1.10E-03  0.27| 6.05E-02
P09104 ENO2 enolase 2 -0/5839 4.92E-02 0.1183 6.71E-01
P13929 ENO3 enolase 3 1.73E-02 0.6288| 3.53E-05
P06744 GPl  glucose-6-phosphate isomerase 8.26E-01 OA0476 8.37E-01
P04406 GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1.91E-01 0.24% 4.42E-02

N

P19367 HK1  hexokinase 1 5.27E-02 0.26 6.80E-03
P52789 HK2  hexokinase 2 1.97E-02 0.33] 1.17E-02
P00338 LDHA lactate dehydrogenase A 5.71E-01 —0&]95 4.43E-02
P07195 LDHB lactate dehydrogenase B 2.29E-02 OA3QB 2.78E-02
P07864 LDHC lactate dehydrogenase C 3.27E-08 0.9326 | 1.60E-05
Q16822 PCK2 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2, mitochondrial 1.59E-01 0.25] 5.03E-02
Q01813  PFKP  phosphofructokinase, platelet 5.70E-01 -0.5425 2.47E-02
P36871 PGM1  phosphoglucomutase 1 9.50E-07 OA41E 3.87E-03

P00558 PGK1 phosphoglycerate kinase 1 3.07E-02 0.45 8.90E-03 8.33E-01  0.47 6.31E-03
P18669 PGAM1 phosphoglycerate mutase 1 3.72E-06 0.5303 1.42E-06 2.50E-04 0.32f 2.87E-04
P08559 PDHA1 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 2.10E-03 0.26 3.21E-04 0.48| 4.44E-07 -0.0266 6.50E-01
P11177  PDHB pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta 1.35E-03 0.1716 7.79E-03 0.29 9.97E-05 0.1383 2.58E-02
P14618  PKM  pyruvate kinase, muscle -0.2890 8.20E-03 0.38 1.31E-03 -0.0433 6.66E-01 0.3854 1.35E-03
P60174 TPI1 _ triosephosphate isomerase 1 —O.EQS 2.12E-03 0.26f2  1.27E-01  -0.1§15 4.29E-01 0.85[4 ] 8.93E-05

MC, MCF-10A; MG, MGSO-3; MA, MACL-1; MD, MDA-231-MD.

Table S4 — Regulated proteins related with the KEGG term “citrate cycle (TCA cycle)”

. L MC MG MA MD
ID Gene Protein description — - — -
log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval
P21399 ACO1 aconitase 1 -0.3830 1.16E-03 0.25: 1.81E-02 0.3144] 5.15E-03 -0.08¢5 4.15E-01
Q99798 ACO2 aconitase 2 -0.07{4 1.04E-01 0.1 1.29E-02 -0.0094 8.22E-01 2.09E-03
075390 CS citrate synthase 0.46@ 2.02E-04 -0.03@8 6.80E-01 —0.1032 2.97E-01 1.88E-04
P10515  DLAT dihydrolipoamide S-acetyltransferase -0.10B0 1.24E-01 0.13 5.27E-02 0.19 9.63E-03 9.22E-02
P36957 DLST dihydrolipoamide S-succinyltransferase 0.05! 5.85E-01 -0.1600 1.57E-01 -0.3883 2.64E-03 3.48E-04
P09622 DLD  dihydrolipoamide dehydrogenase 0.25 2.66E-02 -0.1639 1.39E-01 -0.2489 5.08E-02 9.56E-02
P48735 IDH2 isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 2, mitochondrial -0.5083 7.66E-05 0.3418| 2.46E-03 0.286@ 8.12E-03 1.14E-10
P50213 IDH3A isocitrate dehydrogenase 3 (NAD(+)) alpha 0.04 6.81E-01 0.20 6.26E-02 0.27 1.66E-02 2.33E-03
043837 IDH3B isocitrate dehydrogenase 3 (NAD(+)) beta 0.02 5.31E-01 -0.1080 2.87E-02 0.10: 3.83E-02 1.30E-06
P51553 IDH3G isocitrate dehydrogenase 3 (NAD(+)) gamma -0.3983 9.40E-05 0.46 1.75E-05 0.42 4.47E-05 4.81E-08
P40925 MDH1 malate dehydrogenase 1 -0.12(2 3.87E-01 -0.0681 6.21E-01 -0.5788 6.89E-04 1.01E-03
Q02218 OGDH oxoglutarate dehydrogenase -0.1816 1.84E-02 0.19: 1.55E-02 0.3698] 1.06E-04 3.45E-04
Q16822 PCK2 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2, mitochondrial -0.17%5 1.59E-01 0.25 5.03E-02 0.5112 | 6.16E-04 6.61E-06
P11498 PC  pyruvate carboxylase 0.03 6.81E-01 0.27 3.92E-03 0.09: 2.67E-01 5.20E-04
P08559 PDHA1 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 -0.2186 2.10E-03 0.26 3.21E-04 0.48 4.44E-07 6.50E-01
P11177 PDHB pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta -0.2194 1.35E-03 0.1716 7.79E-03 0.2930 9.97E-05 2.58E-02
P31040 SDHA succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A -0.2584 4.14E-03 0.2171 1.25E-02 0.14 8.60E-02 1.43E-04
P21912 SDHB succinate dehydrogenase complex iron sulfur subunit B -0.2483 4.65E-04 0.29 8.76E-05 0.24 5.17E-04 2.33E-03
014521 SDHD succinate dehydrogenase complex subunit D -0.5680 3.29E-04 0.56 3.25E-04 0.27 3.70E-02 1.08E-05
Q9P2R7 SUCLA2 succinate-CoA ligase ADP-forming beta subunit 0.0170 5.34E-01 0.2726] 3.78E-08 0.3168 4.98E-09 3.61E-12
Q96199 SUCLG2 succinate-CoA ligase GDP-forming beta subunit -0.570 5.49E-07 0.48 9.42E-07 0.59 7.66E-08 4.12E-07
P53597 SUCLGH1 succinate-CoA ligase alpha subunit -0.2920 4.54E-03 0.3402] 1.47E-03 0.2989 3.87E-03 7.42E-04

MC, MCF-10A; MG, MGSO-3; MA, MACL-1; MD, MDA-231-MD.
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Table S5 — Regulated proteins related with the KEGG term “oxidative phosphorylation”

. L MC MG MA MD
ID Gene Protein description = o = =
log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval log-ratio pval
P00846 ATP6  ATP synthase FO subunit 6 1.16% 8.61E-07 - 96 1.74E-06 - 72 7.86E-06 2.61E-01
P48047 ATP50 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O subunit  0.38] 1.55E-03 -0.4235 7.41E-04 -0.4887 1.00E-03 1.56E-02
P25705 ATP5A1 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha subu dﬁ 9.48E-02 0.17[5 2.70E-04 0.31@8 5.64E-07 2.73E-02
P06576 ATP5B  ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, beta polypt 1.75E-02 0.2120 4.08E-03 0.2063 4.91E-03 2.23E-01
P24539 ATP5F1 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex subunit B1 8.12E-08 -0.4200 4.83E-06 -0.2082 3.69E-03 2.25E-01
P05496 ATP5G1 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex subunit C1 9.89E-01 0.0050 9.74E-01 1.0046 | 6.30E-06 6.02E-08
075947 ATP5H  ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex subunit D 2.26E-01 -0.2865 3.50E-02 -0.3485 6.63E-03 8.49E-01
P56385  ATPS5l  ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex subunit E 1.94E-05 1.81E-05 -0.5@63 1.91E-04 4.80E-03
P56134 ATP5J2 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex subunit F2 3.27E-03 4.59E-01 0.0487 7.28E-01 4.32E-03
P18859 ATP5J ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex subunit F6 3.79E-03 3.83E-04 -0[86871 2.02E-04 5.89E-04
075964 ATP5L  ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex subunit G 1.29E-05 1.95E-05 -0[7455 2.38E-04 7.04E-01
Q93050 ATP6VOA1 ATPase H+ transporting VO subunit a1 2.95E-01 4.27E-02 0.2667 3.07E-02 7.16E-04
P61421 ATP6VOD1 ATPase H+ transporting VO subunit d1 9.84E-01 3.10E-02 0.2820 7.25E-03 5.43E-05
P38606 ATP6V1A ATPase H+ transporting V1 subunit A 1.34E-05 3.29E-06 0.35 8.03E-05
P21281 ATP6V1B2 ATPase H+ transporting V1 subunit B2 6.01E-04 1.38E-06 0.42 3.66E-06
P21283 ATP6V1C1 ATPase H+ transporting V1 subunit C1 9.59E-03 6.94E-04 0.2003 4.52E-02
P36543 ATP6V1E1 ATPase H+ transporting V1 subunit E1 3.01E-04 4.00E-03 0.1294 1.19E-01
075348 ATP6V1G1 ATPase H+ transporting V1 subunit G1 2.33E-04 4.08E-02 0.1418 2.87E-01
Q9UNM2 ATP6V1H ATPase H+ transporting V1 subunit H 2.91E-04 1.67E-04 0.2909 9.23E-03
P28331 NDUFS1 NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit S1 5.59E-03 5.23E-05 0.34 3.23E-06
075306 NDUFS2 NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit S2 1.80E-01 4.92E-03 0.2952 5.77E-03
075489 NDUFS3 NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit S3 8.79E-02 6.55E-04 0.2087 3.79E-03
P49821 NDUFV1 NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit V1 4.71E-01 4.13E-02 0.43@ 1.08E-03
095299 NDUFA10 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A10 1.58E-01 5.94E-01 -0.3860 2.92E-01
Q9P0JO NDUFA13 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A13 5.87E-01 7.43E-02 0.2970 6.45E-02
043678 NDUFA2 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A2 5.15E-01 5.44E-01 0.06p7 6.50E-01
095167 NDUFA3 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A3 4.79E-03 2.75E-02 0.3980 2.88E-02
Q16718 NDUFA5 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A5 4.58E-02 7.86E-02 -0.2475 1.35E-01
Q16795 NDUFA9 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A9 2.44E-01 3.97E-03 0.4182 6.12E-04
096000 NDUFB10 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B10 5.03E-01 1.29E-01 -0.5818 4.04E-03
QINX14 NDUFB11 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B11 3.76E-05 1.56E-04 -0.6846 1.72E-03
043674 NDUFB5 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B5S 2.80E-04 2.32E-04 12 3.55E-06
043181 NDUFS4 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit S4 6.86E-02 4.18E-02 -0.3611 9.15E-02
000483 NDUFA4 NDUFA4, mitochondrial complex associated 2.15E-09 4.39E-08 0.7587] 3.35E-09
P13073 COX4l1  cytochrome c oxidase subunit 411 3.30E-03 5.13E-09 -{0273 8.54E-10
P20674 COX5A  cytochrome c oxidase subunit 5A 5.01E-02 2.69E-02 -0.3805 1.19E-02
P10606 COX5B cytochrome c oxidase subunit 5B 1.12E-01 1.36E-01 -0.4465 1.08E-02
P12074 COX6A1 cytochrome c oxidase subunit 6A1 1.38E-02 1.15E-02 -0.0324 6.64E-01
P09669 COX6C cytochrome c oxidase subunit 6C 1.23E-02 1.12E-04 -0.1495 8.72E-02
P14406 COXrA2 cytochrome c oxidase subunit 7A2 1.24E-02 8.56E-04 58 4.10E-05
P15954 COX7C cytochrome c oxidase subunit 7C 1.51E-01 4.90E-02 0.2358 3.78E-02
P00403 COX2  cytochrome c oxidase subunit Il 1.74E-04 2.17E-02 -0.2f114 1.56E-01
P08574  CYC1  cytochrome c1 4.52E-02 4.39E-01 0.0969 3.75E-01
Q15181 PPA1  pyrophosphatase (inorganic) 1 6.05E-03 1.47E-01 -0.0d83 9.43E-01
P31040 SDHA  succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A 4.14E-03 1.25E-02 0.1406 8.60E-02
P21912 SDHB  succinate dehydrogenase complex iron sulfur subunit B 4.65E-04 8.76E-05 0.24 5.17E-04
014521 SDHD  succinate dehydrogenase complex subunit D 3.29E-04 3.25E-04 0.2785 3.70E-02
P14927 UQCRB ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein 3.02E-02 1.24E-02 -0,4]10 1.95E-02
014949 UQCRQ ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex lll subunit VII 5.93E-01 6.58E-01 0.34 1.37E-01
P31930 UQCRCH1 ubiquinol-cytochrome ¢ reductase core protein | 8.84E-08 2.81E-05 -0.1876 7.52E-03
P22695 UQCRC2 ubiquinol-cytochrome c reductase core protein Il 3.34E-06 2.28E-06 -0.6813 3.20E-06
P47985 UQCRFS1 ubiquinol-cytochrome c reductase, Rieske iron-sulfur polypeptide 1 1.12E-06 2.16E-06 -0,5!06 1.47E-06

MC, MCF-10A; MG, MGSO-3; MA, MACL-1; MD, MDA-231-MD.
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