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RESUMO

A Lunatina-1 é um peptideo isolado do veneno do escorpido peruano Hadruroides lunatus que
induz apoptose em experimentos in vitro na linhagem celular de leucemia promielocitica
humana HL-60 e causa morte celular em células cancerosas humanas MCF-7 e MDA-MB-
231 por mecanismos ainda desconhecidos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
estudar o mecanismo de morte celular induzido pela Lunatina-1 em células de MDA-MB-231,
uma linhagem de cancer de basal-like que representa um cancer de mama triplo negativo com
alta taxa de recorréncia. Ensaio de cinética de absorcdo de iodeto de propidio (PI, sigla do
inglés) medidas por um leitor de microplacas Cytation 5 mostrou que a Lunatina-1 induz
permeabilidade da membrana celular, evidenciada através da marcacao positiva para Pl, desde
0 primeiro minuto de tratamento (p < 0,05). Além disso, a Lunatina-1 foi capaz de reduzir a
marcacdo para Red CellMask, uma sonda de ligagdo em membrana plasmatica, apos 5
minutos de tratamento, indicando que a Lunatina-1 possui agdo contra a membrana celular.
Dados de microscopia eletrénica de varredura demonstraram que a Lunatina-1 induziu danos
a membrana celular, com reducdo de microvilosidades desde os primeiros minutos de
tratamento, e aumento de estruturas semelhantes a poros apds 10 minutos. A quantificacdo do
namero de microvilosidades foi realizada usando os softwares Cell Profiler e CellPose, que
confirmaram a reducdo significativa (p < 0,05) das microvilosidades ap6s 10 minutos de
tratamento com a Lunatina-1. A quantificacdo das estruturas semelhantes a poros foi realizada
usando o software Fiji/lmageJ, confirmando o aumento significativo (p < 0,05) no nimero
dessas estruturas, sem aumento no seu didmetro: controle (DMSO 0,5%) = 41,8 + 2,1 nm vs.
Lunatina-1 (25 uM) = 42,3 + 1,2 nm (p > 0,05). Os resultados demonstraram que a Lunatina-1
causa a morte na linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231 através de mecanismos
relacionados a diferentes formas de perturbaces da membrana celular, sendo classificado
como um peptideo disruptivo de membrana (MDP, sigla do inglés), podendo ser um prot6tipo
para conjugacao com proteinas marcadoras de tumor e peptideos do tipo Tumor Homing, para
melhorar a sua seletividade, pois a Lunatina-1 também induziu citotoxicidade contra a
linhagem celular ndo tumoral HEK-293.

Palavras-chave: lunatina-1; cancer de mama; peptideo disruptivo de membrana.



ABSTRACT

Lunatin-1 is a peptide isolated from the venom of the Peruvian scorpion Hadruroides lunatus
that induces apoptosis in in vitro experiments on the human promyelocytic leukemia cell line
HL-60 and causes cell death in human cancer cells MCF-7 and MDA-MB-231 through
unknown mechanisms, thus far. Therefore, this study aimed to investigate the mechanism of
cell death induced by Lunatin-1 in MDA-MB-231 cells, a basal-like breast cancer cell line,
wich represents a triple-negative breast cancer with a high recurrence rate. A propidium
iodide (PI) uptake kinetics assay measured by a Cytation 5 microplate reader showed that
Lunatin-1 induces cell membrane permeability, evidenced by positive Pl staining from the
first minute of treatment (p < 0.05). Furthermore, Lunatin-1 was able to reduce Red CellMask
staining, a plasma membrane-binding probe, after 5 minutes of treatment, indicating that
Lunatin-1 targets the cell membrane of MDA-MB-231 cells. Scanning electron microscopy
data demonstrated that Lunatin-1 induced damage to the cell membrane, with a reduction in
microvilli from the first minutes of treatment and an increase in pore-like structures after 10
minutes. The quantification of microvilli was performed using Cell Profiler and CellPose
software, which confirmed a significant reduction (p < 0.05) in microvilli after 10 minutes of
treatment with Lunatin-1. The quantification of pore-like structures was performed using
Fiji/lmageJ software, confirming a significant increase (p < 0.05) in the number of these
structures, with no increase in their diameter: control (0.5% DMSO) = 41.8 + 2.1 nm vs.
Lunatin-1 (25 pM) =42.3 £ 1.2 nm (p > 0.05). The results demonstrated that Lunatin-1 causes
death in the MDA-MB-231 breast cancer cell line through mechanisms related to different
forms of cell membrane disruption, being classified as a membrane-disrupting peptide (MDP).
Lunatin-1 could be used as a prototype for conjugation with tumor marker proteins or tumor
homing peptides to improve its selectivity for tumor cells, as it also induced cytotoxicity
against the non-tumoral cell line HEK-293.

Key-words: lunatin-1; bresat cancer; membrane-disrupting peptide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O céancer € um problema mundial de satde publica, sendo responsavel, em 2020, por
cerca de 10 milhdes de ébitos no mundo (SUNG et al., 2021). Enquanto, no Brasil, ocorreram

239.644 Gbitos por cancer em 2022 (ATLAS ON-LINE DE MORTALIDADE, [s. d.]).

As nomenclaturas “cancer” ou “tumor maligno” sdo usadas para se referir a um
conjunto de doengas que apresentam semelhangas, como o crescimento desordenado de
células, que se mantém de forma excessiva, mesmo com o desaparecimento dos estimulos
iniciadores, além de apresentarem uma capacidade invasiva, ou seja, de migrarem para tecidos

préximos e/ou distantes (INCA; WHO).

O processo de desenvolvimento do tumor, chamado de tumorigénese, acontece em um
microambiente dindmico e complexo, composto por células tumorais, bem como diversas
outras células e moléculas, como citocinas, fatores de crescimento e exossomos. As células e
moléculas presentes neste microambiente contribuem para o estabelecimento da tumorigénese
(COMINETTI; ALTEI; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2019). Durante o inicio da tumorigénese
ocorre, primeiramente, alteragdes da atividade de reguladores do ciclo celular e o
estabelecimento do crescimento desordenado. Ap0s essa etapa inicial, surgem mutacoes
adicionais que promovem alteracdes funcionais nas células cancerosas que comecam a
coordenar, além do crescimento, a sobrevivéncia e a propagacdo do tumor. Tais alteracfes
funcionais sdo denominadas hallmarks do cancer (Figura 1), sendo elas: i) capacidade de
sustentacdo da sinalizacéo, ii) proliferacéo, iii) instabilidade genémica, iv) reprogramacao do
metabolismo energetico celular, v) ativacao, invasdo e metéstase, vi) inducdo de angiogénese,

vii) resisténcia & morte celular, viii) microambiente de inflamacdo, e ix) evasdo do sistema


https://paperpile.com/c/iFLNK2/ul4jz
https://paperpile.com/c/iFLNK2/ul4jz
https://paperpile.com/c/iFLNK2/ul4jz
https://paperpile.com/c/iFLNK2/IwahM
https://paperpile.com/c/iFLNK2/IwahM
https://paperpile.com/c/iFLNK2/IwahM
https://paperpile.com/c/iFLNK2/0ONwG/?prefix=INCA&noauthor=1
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Lcwec/?prefix=WHO&noauthor=1
https://paperpile.com/c/iFLNK2/kLrdW
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imunologico (AMAYA ARBELAEZ et al, 2021; HANAHAN, 2022; HANAHAN;

WEINBERG, 2011).
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Figura 1. Marcadores do cancer: Novas dimensdes. Retirado de: (HANAHAN, 2022)

1.2. Cancer de Mama

O céncer de mama é o de maior incidéncia e obitos entre as mulheres no mundo, sendo
responsavel por mais de 2 milhdes de novos casos e 684.996 Obitos em 2020 (SUNG et al.,
2021). No Brasil, ocorreram 19.363 mortes em decorréncia do cancer de mama no ano de

2022 (INCA, ATLAS ON-LINE DE MORTALIDADE).

A classificacdo do cancer de mama é diversa, devido a heterogeneidade da doenca,
sendo realizada considerando os aspectos histoldgicos e moleculares, bem como a sua
capacidade de invasdo (GHANNAM et al., 2023; LOGAN et al., 2015; REED et al., 2015;

SHEHATA et al., 2019).
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A maioria das neoplasias de mama sdo adenocarcinomas, originadas a partir de células
que compdem as glandulas produtoras de leite (I6bulos) ou nos ductos lactiferos (Figura 2). A
terminologia carcinoma € usada para descrever um tipo de tumor que se origina de células
epiteliais que revestem os 0rgdos e os tecidos do corpo. Quando analisamos a classificacdo
relacionada a localizacdo anatdémica, os carcinomas de mama sdo divididos em ductal e
lobular. Carcinomas ductais e lobulares podem, ainda, ser classificados em relacdo ao grau de
invasividade, como carcinomas ductais in situ (DCIS, sigla em inglés), carcinomas ductais
invasivos (IDC, sigla em inglés), carcinomas lobulares in situ (LCIS) e carcinomas lobulares
invasivos (ILC, sigla em inglés) (GHANNAM et al., 2023; LOGAN et al., 2015; SHEHATA

et al., 2019), 2019; (TYPES OF BREAST CANCER, [s. d.]).

Vasos sanguineos

Ducto lactifero

Abertura ducto lactifero

Tecido adiposo

Figura 2. Representacédo grafica da anatomia da mama em corte sagital. Figura produzida no
Biorender.

O carcinoma de mama ductal in situ limita-se a membrana basal (SHEHATA et al.,
2019), ou seja, sem invasdo do estroma ou de vasos sanguineos e linfaticos, enquanto o
carcinoma ductal invasivo pode invadir o estroma devido ao rompimento da membrana basal
(GHANNAM et al., 2023). Similarmente, os carcinomas lobulares in situ, por definicdo,

ocorrem com a permanéncia das células dentro da unidade ducto-lobular terminal (REED et
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al., 2015), podendo progredir para o carcinoma lobular invasivo, quando ocorre a ruptura da

camada mioepitelial adjacente (LOGAN et al., 2015).

A introducdo da ideia de que o cancer de mama poderia ser classificado mediante ao
seu perfil molecular foi proposta por Perou et al., 2000, que utilizaram microarranjos de DNA
para avaliacdo de amostras oriundas de pacientes com cancer de mama. Neste estudo foi
proposto a classificacdo molecular do cancer de mama em 4 subtipos moleculares, sendo eles
ER+/luminal-like, basal-like, Erb-B2+ e mama normal (PEROU et al., 2000). Estudos
subsequentes mostraram, ainda, que o subtipo luminal-like poderia ser dividido em dois

subtipos: o Luminal A e Luminal B (SORLIE et al., 2003)

Na prética clinica ¢ utilizado analises imuno-histoquimicas baseadas na expressao de
trés receptores: receptor de estrégeno (ER), receptor de progesterona (PR) e receptor tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico (HER2) (AL-THOUBAITY, 2020). Avaliando a expressao
desses marcadores, o cancer de mama pode ser classificado em cinco subtipos distintos: mama
normal, luminal A, luminal B, Her2 e basal-like, esse ultimo também denominado triplo
negativo (ER" / PR™/ HER"). Outro marcador que também ¢é avaliado € a proteina nuclear ndo
histona Ki-67, que é presente em todas as fases ativas do ciclo celular (SOLIMAN; YUSSIF,
2016) e indica a proliferagéo celular durante a avaliacdo imuno-histoquimica (FULAWKA et

al., 2022) (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificagdo molecular dos subtipos de céncer de mama demonstrando sua

frequéncia e grau histolégico comumente associados.

Caracteristicas
clinica e
epidemiologica

Grade

Subtipo ER | PR HER2 Ki-67 Histolégica

Luminal A ++ | ++ - + lou?2 Progndstico favoravel,
menor taxa de
proliferacéo.
Representa,
aproximadamente,
40% dos casos.

Luminal B + + - ++ 3 Progndstico ndo
favoravel, alta taxa de
proliferacéo.
Representa,
aproximadamente,
20% dos casos.

HER2 - - + Qualquer 3 Pior prognostico
Enriquecido comparado ao do tipo
Luminal, mais
agressivo.

Representa,
aproximadamente, 10-
15% dos casos.

Basal-like - - - Qualquer 3 O de pior prognéstico,
mais agressivo,
nenhum tratamento
especifico.
Representa,
aproximadamente, 15-
20% dos casos.

Abreviaturas: ER, receptor de estrogénio; HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano; PR, receptor de progesterona. Fonte: Adaptado de (FIRATLIGIL-
YILDIRIR; YALCIN-OZUYSAL; NONAPPA, 2023; JOHNSON; CONANT; SOO, 2020;
KROPYVKO et al., 2019).

O cancer de mama do tipo basal-like pode ser classificado em diferentes subtipos,
como demonstrado na Figura 3: basal-like 1, basal-like 2, imunomodulador, mesenquimal,
mesenquimal semelhante a células-tronco e andrdgeno luminal, variando de acordo com a

expressao de genes distintos (PRATELLI et al., 2023).
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Triple Negative Breast Cancer (TNBC) Heterogeneity

Basal-Like Subtype 1 | Basal-Like Subtype 2 Mesenchymal Subtypei Luminal Androgen

(BL-1) (BL-2) (M) ! Reseptor Subtype
: : : f (LAR)
Q| ; -~

Main

Histopathology Medullary Carcinoma Metaplastic Carcinoma Malignant Phyllodes Invasive Lobular

Markers and i, Basal Cytokeratins i Basal Cytokeratins, ! High EMT and stem Luminal Cytokeratins

Pathways . (KRTS5, 6A, 6B, 14,16, . metabolic signaling, | cells associated genes | (KRT7, 8: 18,and 19)
: 17,23, and 81), : and growth factor | (Wnt/B-catenin, TGFB, : and luminal markers
| NOTCH1/2/3 signalling : signaling (MET, EGFR, | etc.), high adhesion/ | (XBP1and FOXA1)
' ‘ etc.) ' motility and growth

factor genes

Figura 3. Heterogenicidade do cancer de mama triplo negativo, demonstrando as principais
caracteristicas de cada um dos seus subtipos. Retirado de: (MAHMOUD; ORDONEZ-MORAN;
ALLEGRUCCI, 2022).

Diferente do cancer de mama basal-like derivado de bidpsias de pacientes, o derivado
de linhagens celulares foi classificado em dois grandes subtipos, no trabalho realizado por
Neve et al., 2006, sendo eles o basal-like A e o basal-like B. O cancer de mama basal-like A
possui caracteristicas epiteliais, ndo invasivo, mais diferenciando, apresentando em sua
assinatura molecular uma alta expresséo dos genes GATA3, TOB1, ERBB3 e SPDEF(NEVE
et al.,, 2006). Em contrapartida, o céncer de mama basal-like B possui uma baixa
diferenciacdo celular e caracteristicas mesenquimais, incluindo a expressdo de vimentina
(VIM) e um comportamento altamente invasivo, apresentando 0S  genes
CD44, MSN, TGFBR2, CAV1/2, VIM, SPARC, e AXL altamente expressos, e 0 gene CD24

com baixa expressao em sua assinatura génica (HERO et al., 2019; NEVE et al., 2006).

A linhagem tumoral analisada neste trabalho, a MDA-MB-231, consiste em uma
linhagem de cancer de mama estabelecida na década de 1970, do tipo triplo negativa (basal-
like) e metastatica com baixa diferenciacdo, sendo descrita como basal-like B (CAILLEAU et

al., 1974; HERO et al., 2019).
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O céncer de mama basal-like ou triplo negativo (ER" / PR™ / HERZ2") € considerado
extremamente invasivo e de pior prognostico (Tabela 1), com curto tempo de sobrevida dos
pacientes e uma taxa de mortalidade de 40% nos primeiros 5 anos apds o diagnostico. Além
disso, é observado metastase em tecidos distantes do foco primério em cerca de 46% dos
pacientes. Devido ao seu perfil molecular (ER" / PR™ / HERZ'), esse tipo de céncer néo
responde aos tratamentos endocrinos ou terapia molecular direcionada. Deste modo, 0 seu
tratamento consiste, principalmente, em quimioterapia com a radioterapia como adjuvante pos
operatdrio. No entanto, a sua eficacia é baixa, com alto risco de lesdes metastaticas residuais,
que podem conduzir a recorréncia mesmo ap0s o procedimento cirlrgico para ressec¢ao do
tumor primério. Ademais, as respostas a quimioterapia sao frequentemente de curta duracdo e

muitas vezes acompanhadas por toxicidade significativa (YIN et al., 2020).

Deste modo, o cancer de mama basal-like continua sem um tratamento especifico
(FIRATLIGIL-YILDIRIR; YALCIN-OZUYSAL; NONAPPA, 2023). Neste contexto, se
torna necessaria a descoberta de novas moléculas com acdo antitumoral, que sejam mais
eficientes, apresentem menos efeitos colaterais e que minimizem a possibilidade de
recorréncia. Um exemplo de moléculas promissoras sdo 0s inibidores de PARP e de
checkpoint imunoldgico, usadas para o tratamento de tumores com mutacdo no gene BRCA
ou positivo para PD-L1, respectivamente (KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ;
CUSTODIO-CABELLO, 2018). Além disso, estudos vém demonstrando que peptideos com
atividade antitumoral regulam a apoptose, bem como a invasdo e a motilidade das células
cancerosas (MIKAELIAN et al., 2020). Esse assunto sera abordado nos topicos que se

seguem.
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1.3. Peptideos biologicamente ativos

Os primeiros relatos da utilizacdo de peptideos na clinica médica se deram atraves do uso
da insulina em 1922 (GHALY et al., 2023). Na atualidade, a semaglutida (Ozempic, Novo
Nordisk) é, provavelmente, o peptideo de maior destaque, que é uma farmaco utilizada off-
label para o tratamento da obesidade (GARVEY et al., 2022), pois foi desenvolvida para o

tratamento da diabetes do tipo II.

O uso de peptideos apresenta algumas vantagens quando comparado a proteinas e
anticorpos, tais como: (i) baixa massa molecular, o que facilita a sua sintese e modificagdes
estruturais; (ii) maior capacidade de penetracdo nas membranas celulares, principalmente se
apresentarem um carater mais hidrofébico; (iii) alta especificidade e afinidade aos seus
respectivos alvos moleculares; (iv) menor imunogenicidade; dentre outras (MARQUS;
PIROGOVA,; PIVA, 2017). Além disso, estratégias bioquimicas e/ou biofisicas podem ser
empregadas para aumentar a meia-vida plasmatica de um determinado peptideo, visando
melhorar suas propriedades farmacocinéticas, especificidade e solubilidade (LAU; DUNN,

2018) .

Até 2018, cerca de 60 farmacos peptidicos haviam sido aprovados nos Estados Unidos,
Europa e Japédo (LAU; DUNN, 2018). Contudo, 5.027 estudos clinicos foram ou estdo sendo
realizados com peptideos entre 2001 e 2024. Esses dados foram identificados através de uma
pesquisa no site clinicaltrials.gov, usando as palavras-chave peptide e drugs. Nessa busca,
focando em farmacos peptidicos para o tratamento do cancer de mama, foram encontrados

144 ensaios clinicos (2001 a 2024).

Os peptideos podem ser classificados tanto pelos seus mecanismos de interacdo com as
células quanto pela sua origem. As categorias de classificacdo dos peptideos de acordo com os

mecanismos de interacdo com as celulas sdo: (i) capacidade de internalizacdo nas células
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(CPPs, do inglés cell penetrating peptides), (ii) interacdo com alvos moleculares especificos e
(iii) interacdo com a membrana plasmatica (MDP, do inglés membrane disruptive peptides"),
que apresenta esse nome devido a sua acdo disruptiva/litica na membrana plasmatica

(BOOHAKER et al., 2012; LIN et al., 2021).

Os nomes de acordo com a origem dos peptideos sdo: (i) natural, (ii) modificado e (iii)

sintético (GHALY et al., 2023) .

Receptores de membrana e intracelulares, assim como a matriz extracelular, constituem
alvos moleculares de peptideos antitumorais com alvos especificos (TTP, sigla do inglés). Os
TTPs podem ser de origem natural ou sintética, sendo este Ultimo produzido por meio de

sintese quimica, bibliotecas de fagos ou outra tecnologia de screening (ZHAO et al., 2018).

Alguns peptideos que possuem atividade antitumoral (ACPs, do inglés anti-cancer
peptides) podem ser direcionados molecularmente para as células cancerosas, por exemplo,
por sistemas de delivery, onde podem interagir com a membrana plasmatica e membranas de
organelas (CHIANGJONG; CHUTIPONGTANATE; HONGENG, 2020). Outra forma de
direcionar os ACPs para as células cancerosas é pela conjugacdo com peptideos de ligacao.
Tais moléculas podem ndo apresentar uma atividade antitumoral, mas sdo usadas para
direcionar farmacos anticancer que nao possuem a capacidade de penetrar nas celulas,

melhorando a ac¢ao destes (CHIANGJONG; CHUTIPONGTANATE; HONGENG, 2020).

Peptideos naturais ou derivados de proteinas conhecidas interagem com a célula
através de diversos mecanismos, sendo eles formacdo de poros ou rompimento de membranas
celulares com consequente necrose, bem como apoptose como consequéncia da interagdo com
membrana e danos a mitocondria (BOOHAKER et al., 2012; TRINIDAD-CALDERON;

VARELA-CHINCHILLA; GARCIA-LARA, 2021).
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Venenos animais constituem uma mistura complexa de componentes, incluindo
peptideos, com atividades biologicas diversas. Captopril (Bothrops jararaca), exenatide
(Heloderma suspectum) e ziconotide (Conus magus) séo alguns exemplos de farmacos que
foram desenvolvidos a partir de peptideos encontrados em venenos animais (CHAISAKUL et

al., 2016).

ACPs derivados do veneno de escorpido possuem acdes diversas, atuando em varios
marcadores do cancer, como apoptose, proliferacdo, adesdo, invasdo e motilidade
(MIKAELIAN et al., 2020), como o gonearrestide (LI et al., 2018) e 0 RK1(KHARAZIHA et

al., 2015). Os tipos de morte celular induzidos por ACPs seréo abordados a seguir.

1.3.1. Morte celular induzida por ACPs

1.3.1.1. Desestabilizagdo da membrana plasmatica e necrose

Células cancerosas possuem a membrana plasmatica com carga liquida mais negativa
em virtude da presenca de lipidios carregados negativamente em sua superficie externa
(TORNESELLO et al., 2020), como a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina, que
normalmente estdo confinados principalmente nos folhetos internos da membrana (PRETA,
2020), altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS, sigla em inglés), ambiente de
hipoxia, bem como auséncia da assimetria na distribui¢do lipidica (TORNESELLO et al.,
2020). Muitos peptideos antimicrobianos (AMPs, sigla em inglés), que também podem ser
ACPs, interagem com os lipidios de carga negativa presentes na membrana plasmatica dessas
células, causando danos pela formacdo de poros ou pela formacgdo de micelas na membrana
plasmatica (LIU, Q. et al., 2016), como representado na Figura 4. Tais peptideos podem ser

denominados de liticos ou disruptores de membrana (LIN et al., 2021).
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Os peptideos disruptores de membrana (MDPs) possuem uma acdo rapida, o que
dificulta o estabelecimento de resisténcia por células cancerosas. Por isso, autores indicam o
uso desses peptideos como uma possivel estratégia de superacdo da crise causada pela a
resisténcia de células tumorais a quimioterdpicos (LIN et al., 2021). Uma outra vantagem
terapéutica dos MDPs é o seu uso como adjuvante em tratamento com quimioterapicos,
atuando como ferramenta promissora para aumentar a eficacia destes medicamentos. Como 0s
MDPs desestabilizam a membrana plasmatica, facilitam o acimulo do quimioterapico,
aumentando a sensibilidade celular ao farmaco. Além disso, os MDPs podem ser conjugados
com peptideos do tipo tumor-homing, ou seja, moléculas que o enderecam as células tumorais
ou com proteinas enderecadoras para proteinas que sdo superexpressas em células tumorais,
melhorando, assim, a sua sensibilidade as células tumorais. (LEUSCHNER; HANSEL, 2004;
LIN et al., 2021), como vém sendo descrito em outros estudos (HANSEL; LEUSCHNER,;
ENRIGHT, 2007; KUMKOON; NOREE; BOONSERM, 2023; LEUSCHNER et al., 2001;

VADEVOO et al., 2023).

Os mecanismos envolvidos na acdo de formacédo de poros induzidas por MDPs sé&o
descritos como dois modelos distintos: modelo barril e modelo toroidal. No modelo barril,
peptideos liticos contendo alfa hélice se ligam na membrana, agregando-as, formando poros
transmembranares, de forma independente da carga, medindo entre 1 € 2 nm de didmetro.
Esses poros podem aumentar de tamanho apdés o agrupamento de hélices adicionais
(LEUSCHNER; HANSEL, 2004; LIN et al.,, 2021). Nesse processo, 0s peptideos liticos
devem possuir ao menos 23 residuos de aminoacidos para serem capazes de atravessar a
membrana plasmatica. Por outro lado, no modelo toroidal, os MDPs interagem com a cabeca
lipidica da membrana, induzem uma curvatura local nela, formando poros transmembranares

que medem entre 3 e 10 nm de didmetro e sdo revestidos parcialmente pelos MDPs e pelas
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cabecas lipidicas, de forma que o tamanho dos poros depende do estado da bicamada lipidica

(LIN et al., 2021) .

Finalmente, os MDPs de carater anfipaticos e hidrofébicos podem induzir a
desestabilizacdo de membranas pelo modelo carpete, devido a sua acéo atraves da interacdo
eletrostatica com a membrana celular, ligando-se paralelamente & mesma, cobrindo a sua
superficie de maneira semelhante a um tapete, desintegrando-a através da formacdo de
particulas semelhantes a micelas, formando danos nas membranas com didmetros maiores do
que 10 nm (LIN et al., 2021). A Figura 4 ilustra os trés mecanismos de acdo descritos para 0s

MDPs.

conformational barrel pore toroidal pore carpet model
change model model

f\é{‘ | &

.3 — a@@.:

Figura 4. Mecanismos de desestabilizacdo da membrana plasmatica induzida por peptideos
disruptores de membrana (MDPs) e/ou com atividade antitumoral (ACPs). Retirado de: (LIN et al.,
2021)

Ao final da acdo disruptiva de membranas provocada pelos MDPs, ocorre a morte
celular por necrose (LIU, Q. et al., 2016). Esse processo de morte celular é caracterizado
morfologicamente pelo inchaco do ndcleo e das organelas, fragmentacdo aleatoria do DNA,
ruptura da membrana plasmatica, liberacdo de conteudo intracelular e consequente resposta
inflamatdria e lise celular (KHALID; AZIMPOURAN, 2023; WESTMAN; GRINSTEIN;

MARQUES, 2019).
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1.3.1.2.  Interacdo com alvos moleculares e apoptose

Apoptose induzida por ACPs tem sido relatada como consequéncia da interacdo do
peptideo com a membrana plasmatica e/ou dano mitocondrial (LIN et al., 2021; TRINIDAD-
CALDERON; VARELA-CHINCHILLA; GARCIA-LARA, 2021), como representado na

Figura 5.

>

Interag&o com a membrana e

formag&o da estrutura secundaria Disrrupgéo da membrana

™
3

Formacgdo de poros transientes e
entrada do peptideo na célula

Figura 5. Mecanismos de morte por apoptose induzido por peptideos com atividade antitumoral
(ACPs). Figura produzida no Biorender.

O termo apoptose refere-se ao processo de morte celular programada proposto
primeiramente por Kerr et al., 1972, que caracterizaram 0s eventos da apoptose como: (i)
encolhimento celular; (ii) condensacéo do citoplasma e nicleo com fragmentacdo de DNA em
tamanhos oligonucleossdémicos (corpos apoptoticos); e (iii) perda da atividade mitocondrial
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; MOHAMMADINEJAD et al., 2019; SEARLE et al.,

1975; XU; LAI; HUA, 2019).
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Ao contrario da morte celular por necrose, as células apoptdticas tém seus vestigios de
fragmentacdo fagocitados por macrofagos e eliminados por células jusantes, ndo ocorrendo,
portanto, processo inflamatorio (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; SEARLE et al., 1975);
(DUVALL; WYLLIE; MORRIS, 1985). A translocacdo de um fosfolipideo, a fosfatidilserina,
da regido interna da membrana celular para a externa constitui um sinal para o inicio do

processo fagocitico de células apoptoticas (MOHAMMADINEJAD et al., 2019).

No processo de apoptose ocorre o envolvimento de mecanismos complexos e
coordenados abrangendo eventos que acontecem em cascata e que incluem a ativacdo de
proteases denominadas caspases. As vias de sinalizacdo apoptédticas sdo divididas em (i)
extrinseca, (ii) intrinseca e (iii) induzida por estresse do reticulo endoplasmatico (ER) (Figura
6); e mediada por linfocitos T citotoxicos e células Natural Killers (Figura 7), sendo que as
vias intrinseca e extrinseca sdo consideradas as principais. Os eventos finais das vias
extrinseca, intrinseca, induzida por estresse do ER e mediada por granzima B convergem na
mesma via de execucdo, onde ocorre ativacdo das proteinas caspase-3 e caspase-7,
culminando na fragmentacdo do DNA e consequente degradacdo da célula (NIRMALA,;

LOPUS, 2019).

As caspases pertencem a uma familia de cisteinas proteases que possuem a capacidade
de clivar residuos de aspartato contidos em substratos e sdo sintetizadas na forma de
precursores inativos (zimogénios), que sdo clivados e ativados ao longo da cascata de eventos
apoptoticos (NGUYEN; GILLET; POPGEORGIEV, 2021) e, quando ativadas, podem
interagir com receptores de membrana ou moléculas adaptadoras que contenham o dominio de
morte (DD, sigla em inglés) ou dominio recrutador de caspase (CARD, sigla do inglés). Essas
proteinas podem ser divididas em iniciadoras, efetoras e inflamatorias (BOICE; BOUCHIER-

HAYES, 2020).
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A ativagdo da via intrinseca é realizada por estimulos diversos que possuem como
consequéncia o estresse intracelular ou extracelular, bem como a inducdo de alteragdes na
permeabilidade da membrana interna mitocondrial. Nesse sentido, o citocromo ¢, componente
da cadeia transportadora de elétrons, é liberado, levando a perda do potencial transmembrana
(Ay) das mitocondrias e, consequentemente, a perda da sua capacidade de producdo de
energia e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (ADACHI et al.,
1997; SCAFFIDI et al., 1998), bem como a liberacdo de proteinas pré-apoptoticas
(Smac/DIABLO). As proteinas Smac/DIABLO permitem a progressdao do processo de
apoptose através da interacdo e desativacdo de IAPs (inibidores de proteinas de apoptose),
impedindo que estes interrompam o processo apoptético (CHAL et al., 2000; DU et al., 2000;
WU et al., 2000). A caspase-9 pode, entdo, interagir com o citocromo c, liberado no citosol, e
a proteina APAF-1, formando o complexo apoptossomo (LIU, X. et al., 1996). As pro-
caspases 3 e 7 sdo clivadas e ativadas por acdo da caspase9, liberada do complexo
apoptossomo com consequente eventos da via de execucdo que essas caspases S&o
responsaveis (NIRMALA; LOPUS, 2019) .

A interacdo de ligantes especificos indutores de apoptose, como o0 TNF, ligante de Fas
(CD95) e ligante APO2 (TRAIL) a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos
receptores de TNF, de CD95 (Fas) e de APO2, com consequente ativacdo da cascata das
caspases, marcam o inicio da via extrinseca da apoptose (HSU; XIONG; GOEDDEL, 1995;
ITOH; NAGATA, 1993; PITTI et al., 1996). Depois de ativados, ocorre 0 recrutamento e
agrupamento de proteinas adaptadoras, essas, por sua vez, recrutam pré-caspase 8 e formam
um complexo de sinalizagdo indutor de morte (DICS*, sigla do inglés),(KISCHKEL et al.,
1995; XU; LAI; HUA, 2019), com consequente clivagem e ativacdo das pro-caspases 8 e 10.
A caspase-8 ativada promove a ativacdo da caspase-3, culminando na degradacdo da célula

(NIRMALA; LOPUS, 2019).
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Um resumo das vias extrinsecas, intrinsecas e via induzida por estresse do ER do

processo de a apoptose pode ser visualizado na Figura 6.
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Figura 6. Apoptose: representacao das vias extrinsecas, intrinsecas e via induzida por estresse do ER.
Retirado de: (NIRMALA; LOPUS, 2019).

A via apoptética mediada por Linfocitos T citotoxico (CTLs, sigla do inglés) e células
Natural Killers (NKs) conta com a ac¢do de porfirinas e granzimas, onde as granzimas A e B
sdo consideradas 0s componentes mais importantes, produzidas e secretadas por CTLs e NKs.
Porfirinas sintetizadas por CTLs e secretadas por exocitose no meio extracelular séo
direcionadas a membrana da célula alvo onde formam poros que permitem a entrada de
granzimas (HENKART, 1985; NIRMALA; LOPUS, 2019). Na célula alvo, a granzima B é
capaz de ativar diretamente as caspases, culminando no inicio da cascata de sinalizacdo. A

granzima A desencadeia a apoptose por uma via independente de caspases, induzindo a
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fragmentacdo do DNA por meio da clivagem e inibicdo do complexo SET (NIRMALA,
LOPUS, 2019), proteinas Lamina A/C e B1, histone cluster 1 H1b (Histone H1b), HMG2 e as
caudas das histonas nucleares Histona H2 e Histona H3 (FAN et al., 2003; ZHANG et al.,
2001), bem como a ativacdo da proteina NDPKA, liberada do complexo SET, que é capaz de

cortar a dupla fita do DNA (FAN et al., 2003; WANG et al., 2006), como representado na

Figura 7.
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Figura 7. Representagdo das vias apoptdticas mediadas por granzima A e granzima B. Retirado de:
(NIRMALA; LOPUS, 2019).

A regulacdo dos eventos apoptéticos é realizada por um conjunto de proteinas anti-
apoptoticas e pré-apoptoticas homologas a proteina BCL-2, IAPS e miRNAs. Proteinas anti-
apoptoticas podem se ligar as proteinas pro-apoptoticas evitando que as Gltimas interajam e

perturbem a integridade da membrana (NGUYEN; GILLET; POPGEORGIEV, 2021).
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Diversas citocinas ativam fatores de transcricdo que regulam a transcricdo de genes
relacionados a proteinas pro-apoptoticas (KALONI et al., 2022). Por outro lado, as IAPs,
proteinas descobertas em vertebrados em 1995, podem se ligar a caspases ativadas, inibindo-
as, além de exercerem um controle através da marcacdo para degradacdo por meio de

ubiquitinagdo (NGUYEN; GILLET; POPGEORGIEV, 2021; ROTHE et al., 1995).

1.3.1.3.  Outros mecanismos de morte celular

Além de induzir necrose e apoptose, as ACPs podem induzir a morte celular por
modulacdo da resposta imune e hormonal, atividade anti angiogénica, inibicdo da sintese de
DNA (LIN et al., 2021; TRINIDAD-CALDERON; VARELA-CHINCHILLA; GARCIA-
LARA, 2021), modulacdo de canais i6nicos (DEPLAZES, 2018), inducdo de necroptose
(ABDEL-SALAM et al., 2019) e oncose (FANG et al., 2021), bem como nos hallmarks do

cancer: motilidade, invasdo, proliferacdo e adesdo (MIKAELIAN et al., 2020) .

1.3.2. Lunatina-1

A Lunatina-1 pertence a uma familia de peptideos denominada Lunatinas, que foi

identificada no veneno do escorpido Hadruroides lunatus por Santana e colaboradores (2012).

H. lunatus pertence a familia luridae e subfamilia Caraboctoninae. Essa espécie é
encontrada de forma predominante ao longo da costa do Peru e o seu veneno nao é
considerado letal para humanos, no entanto, séo relatados sintomas como dor intensa, edema e

ulceracdo (COSTA-OLIVEIRA et al., 2015).

Zavaleta et al., (1981) relataram o efeito do veneno em cachorros e ratos, sendo descrito
em cachorros os sintomas de diminuigdo da pressao arterial e alteracdo do ritmo respiratorio,
onde 0s autores sugeriram que o sistema histaminérgico poderia estar envolvido. Em ratos, o

veneno provocou taquifilaxia respiratdria devido a liberacdo de acetilcolina e efeitos


https://paperpile.com/c/iFLNK2/B3JDP
https://paperpile.com/c/iFLNK2/B3JDP
https://paperpile.com/c/iFLNK2/B3JDP
https://paperpile.com/c/iFLNK2/HjKuj+V5y6f
https://paperpile.com/c/iFLNK2/HjKuj+V5y6f
https://paperpile.com/c/iFLNK2/HjKuj+V5y6f
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+i1R5i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+i1R5i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+i1R5i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+i1R5i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/KWoHV
https://paperpile.com/c/iFLNK2/IBinS
https://paperpile.com/c/iFLNK2/IBinS
https://paperpile.com/c/iFLNK2/IBinS
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6zae0
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6zae0
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6zae0
https://paperpile.com/c/iFLNK2/TiiB6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/TiiB6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/TiiB6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/xSJ2B
https://paperpile.com/c/iFLNK2/xSJ2B
https://paperpile.com/c/iFLNK2/xSJ2B

33

inotropicos positivos em atrios isolados de ratos, com aumento do ténus basal de ileo de
cobaia e diminuicdo de contragbes musculares espontaneas (ZAVALETA; NAVARRO;

CASTRO DE LA MATA, 1981).

Estudos posteriores descobriram que o veneno de H. lunatus provoca alteragdes
hematoldgicas, imunologicas (ESCOBAR et al., 2002; COSTA-OLIVEIRA et al., 2015), bem
como aumento da atividade enzimatica em ratos de creatina quinase (ESCOBAR et al., 2002),
aspartato aminotransferase e lactato desidrogenase (COSTA-OLIVEIRA et al., 2015;

ESCOBAR et al., 2002)

O fracionamento do veneno de H. lunatus por cromatografia de troca idnica em CM-
Sephadex C-25 com tampao acetato de amonio 0,05M em pH 7, realizado por Escobar et al.,
(2002), reportou 3 proteinas de carga basica, denominadas H11, H12 e H13, que apresentaram
atividades toxicas em insetos, crustaceos e ratos. As proteinas H11 e H12 induziram um efeito
de paralisia em grilos e crustaceos, respectivamente. A proteina H13 levou ao aumento da

atividade da creatina quinase (CK), quando inoculada em ratos (ESCOBAR et al., 2002).

Nos estudos de Costal-Oliveira et al. (2012), foi mostrado que o veneno de H. lunatus
possuia atividades proteolitica, hialuronidasica, fosfolipasica e cardiotoxica em ratos. Os
autores identificaram 20 fracdes, apos a purificacdo do veneno, onde muitos componentes
apresentaram atividade de fosfolipase A2 (PLAZ2, sigla em inglés). Dessas fracGes, foram
identificados 2 peptideos com massa molecular de 11.9145Da e 13.650,6 Da e 6

componentes com atividades imunogénicas (COSTA-OLIVEIRA et al., 2012).

Santana e colaboradores (2012), realizaram 0 sequenciamento de componentes do veneno
de H. lunatus, encontrando dois peptideos biologicamente ativos, denominados Lunatina-1 e

Lunatina-2.
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A Lunatina-1 apresenta 13 residuos de aminoacidos, com a seguinte sequéncia de residuos:
H-FIGGLLKTLTSFF-NH; (contém o N-terminal livre e a por¢do C-terminal amidada) e uma

massa molecular (MW, sigla em inglés) de 1441,83 Da.

Ja a Lunatina-2 possui 18 residuos de aminoacidos, também com a porcdo C-terminal
amidada e a seguinte sequéncia: H-FLSTIANIVGGILGGGAL-NH,, e MW = 1670,97 Da. A

Figura 8 apresenta um modelo tridimensional da estrutura da Lunatina-1.

CT

T

NT

Figura 8. Estrutura tridimensional do peptideo Lunatina-1 resolvida por ressonancia nuclear
magnética (NMR, sigla em inglés). Retirado de: (Gomes et al, 2018).

Santana e colaboradores (2012) reportaram que a Lunatina-1 apresentava um efeito
antibacteriano contra bactérias gram-positivas (Streptococcus agalactiae, S. bovis, S. uberis,
Staphylococcus aureus) e gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens). Os
autores reportaram valores da concentracdo inibitéria minima (MIC, sigla em inglés) variando
entre 1,49 ¢ 5,95 umol/L contra as bactérias gram-positivas e MIC = 23,8 umol/L para E. coli
(gram-negativa) e MIC = 47,6 umol/L para P. fluorescens (gram-negativa). Ademais, como
sera apresentado a seguir, a Lunatina-1 também vém demonstrando ac¢des antitumorais, ja
tendo sido descrito tais efeitos em linhagens celulares de leucemia (HL-60 e TDH-1),

carcinoma colorretal (HC-116) e cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) (GOMES, 2018).
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Gomes e colaboradores (2018) estudaram o efeito antitumoral da Lunatina-1 em
células de leucemia promielocitica aguda (HL-60), leucemia monocitica humana (TDH-1) e
carcinoma colorretal (HC-116). Neste estudo, foi demonstrado que a Lunatina-1 é
internalizada por células HL-60 de forma dependente de Ca?*, e que esse peptideo induziu

apoptose de células HL-60 pelas vias extrinseca e intrinseca.

Analises de protedmica e fosfoprotedbmica foram realizadas por Batista e
colaboradores (2020) nas células HL-60 tratadas com a Lunatina-1 por diferentes tempos,
objetivando elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na atividade citotdxica do
peptideo nessas células. Nesse estudo, foram identificadas proteinas reguladas envolvidas em
processos de apoptose, ciclo celular, transcricdo, replicacdo, manutencdo da integridade e
reparo do DNA, splicing de pré-mRNA e cinases relacionadas a processos de sobrevivéncia e

morte celular.

No estudo realizado por Gomes e colaboradores (2018), também foi demonstrado que
a Lunatina-1 apresentava uma atividade antitumoral em células metastaticas de
adenocarcinoma tripla negativo de glandula mamaéria MDA-MB-231 e em MCF-7, células
metastaticas de adenocarcinoma de glandula mamaria positivas para receptores de estrogénio.
Nesse estudo, foi mostrado que células de MDA-MB-231 tratadas com Lunatina-1 sofriam
alteracdes morfologicas, extravasamento de conteudo citoplasmatico e aumento da liberacéo

de LDH, por um processo néo relacionado a necroptose.

Os estudos citados acima sugerem que a Lunatina-1 induz diversos mecanismos de
citotoxicidade, que dependem da linhagem celular utilizada. De toda forma, o potencial efeito
terapéutico da Lunatina-1, agindo como um agente antitumoral, abriu novo caminhos,
podendo, futuramente, ser usado na pesquisa translacional e representar um novo farmaco em

potencial para o tratamento de varios canceres, incluindo o de mama.
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2. JUSTIFICATIVA

O céancer é um problema de saude mundial que apresenta altas taxas de incidéncia e
mortalidade. A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, sigla do inglés) reportou cerca de 19
milhGes de novos casos de cancer, com aproximadamente 10 milhdes de ébitos no mundo
apenas em 2020. Dentre os diferentes tipos de tumores malignos, o cancer de mama
representa 0 de maior incidéncia e Obitos entre mulheres no Brasil e no mundo, sendo
reportados mais de 2 milhdes de casos novos e cerca de 684.996 6bitos no mundo em 2020
(SUNG et al., 2021). No Brasil, ocorreram 19.363 mortes por essa doenca em 2022 (INCA,

ATLAS ON-LINE DE MORTALIDADE).

Como mencionado anteriormente, o cancer de mama € extremamente heterogéneo,
sendo classificado mediante perfis histoldgicos e moleculares, e pela capacidade de invasdo
(GHANNAM et al., 2023; LOGAN et al., 2015; PEROU et al., 2000; REED et al., 2015;
SHEHATA et al., 2019), sendo considerado extremamente invasivo e de pior progndstico,
com curto tempo de sobrevida dos pacientes e com uma taxa de mortalidade de 40% nos
primeiros 5 anos ap6s o diagndstico. O subtipo basal-like possui um perfil molecular que ndo
responde a tratamentos enddcrinos ou terapia molecular direcionada. Assim, a quimioterapia é
o0 tratamento usual para este subtipo, tendo a radioterapia como adjuvante pds operatorio. No
entanto, a resposta ao tratamento € frequentemente de curta duracdo e, muitas vezes,
acompanhada por uma toxicidade significativa, com risco de lesbes metastaticas residuais

conduzirem a recorréncia do tumor (YIN et al., 2020).

Neste contexto, € necessaria a descoberta de tratamentos mais eficientes para os tipos de
cancer de mama mais agressivos e de dificil tratamento, como o basal-like, por exemplo com
a descoberta de moléculas com acdo antitumoral que sejam eficazes, seletivas e que nao

induzam resisténcia ou efeitos colaterais. Estudos vém demonstrando que peptideos derivados
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de veneno de escorpido séo capazes de regular a apoptose, invaséo e motilidade de diversas
linhagens de cancer (AAHIV A SODIUM CHANNEL SCORPION TOXIN INHIBITS THE
PROLIFERATION OF DU145 PROSTATE CANCER CELLS, 2020; L1 et al., 2018). Como
mencionado anteriormente, experimentos realizados por Gomes et al., 2018 mostraram que a
Lunatina-1, um peptideo derivado do veneno do escorpido Hadruroides lunatus, possui
atividade citotoxica em celulas de céncer de mama MDA-MB-231 por mecanismos

desconhecidos, se fazendo necesséria a sua investigacéo.

2.1. HipoOtese

O mecanismo de acdo da Lunatina-1 depende da linhagem de célula tumoral estudada.
Nesse contexto, a hipdtese deste trabalho é que a Lunatina-1 induz agdo citotoxica em células
de cancer de mama MDA-MB-231 via o comprometimento da integridade estrutural da

membrana celular.
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3. OBJETIVOS

3.3. Objetivo Geral:

Estudar o mecanismo de acdo envolvido na atividade citotdxica da Lunatina-1 em células

de cancer de mama triplo negativo (basal-like) MDA-MB-231.

3.2. Objetivos Especificos:

e Purificar lotes de Lunatina-1 sintética e confirmar a sua estrutura primaria.

e Determinar o Cls da Lunatina-1 nas células de cancer de mama metastaticas humanas
MDA-MB-231 e células ndo tumorais HEK-293 utilizadas neste estudo.

e Auvaliar o impacto da Lunatina-1 na integridade estrutural da membrana plasmatica de

células de cancer de mama MDA-MB-231.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencéo da Lunatina-1

A Lunatina-1 sintética foi gentilmente cedida pelo Professor Adriano Monteiro de Castro
Pimenta (UFMG). A purificacdo do peptideo sintético foi realizada atraves da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high-performance liquid chromatography) usando
um equipamento de UPLC (Shimatzu) e uma coluna semi-preparativa de fase reversa
Discovery® BIO Wide Pore C18 (25 cm x 10 mm). A coluna foi previamente equilibrada com
a solucdo A (0,1% de TFA em agua Milli-Q). A solucdo B era composta por 0,1% de TFA em
acetonitrila.

Devido ao carater hidrofébico do peptideo, ele foi reconstituido em solucdo de
Acetonitrila em agua a 35%. Foi utilizado o seguinte gradiente cromatografico para a sua
purificacdo (valores expressam a concentracdo percentual da solucdo B): (i) 25-40% em 15
minutos, (ii) 40-60% em 40 min, (iii) 60-100% com 70 minutos de corrida e 25% em 11
minutos, (iv) 100% por 10 min. Foram coletadas, de forma manual, fracdes de 1 mL no
momento de elui¢do do peptideo de interesse, apos verificacdo do aumento rapido da leitura
de absorbancia (A = 220 nm) das amostras eluidas.

Visando aumentar a escala de purificagdo do peptideo, o fluxo cromatografico foi
aumentado para 3 mL/min. Para acomodar essa alteracdo, o gradiente cromatogréfico foi
ajustado: (i) 25-40% em 15 minutos, (ii) 40-52% em 30 minutos, (iii) 52-100% em 5 minutos,
(iv) 100% por 6 minutos. Com essa otimizagao, o tempo total da cromatografia passou de 86
minutos (gradiente 1) para 56 minutos (gradiente 2).

Os comprimentos de onda A = 220 nm e A = 280 nm foram usadas para acompanhamento

da cromatografia em ambos os métodos empregados.
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O controle de qualidade do peptideo sintético e do seu processo de purificacdo foi
realizado por espectrometria de massa (MALDI-TOF AutoFlex Ill, Bruker). Uma solugéo
contendo o peptideo sintético purificado (Img/ mL em ACN 30% e TFA 0,1%) foi preparada.
Posteriormente, 0,5 UL dessa solucao foi depositada na superficie de uma placa para MALDI
(MTP 384 target plate ground steel, Bruker). O mesmo volume (0,5 puL) de uma solucdo da
matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (5 mg/mL em solugédo contendo acetonitrila 70% em
TFA 0,1%) foi adicionado em cima da solucdo de peptideo. Apos evaporacdo em temperatura
ambiente e consequente cristalizacdo do spot contendo peptideo e matriz cristalizados, a placa
foi introduzida no espectrémetro de massa, que foi operado em polaridade positiva e no modo
refletido. Os espectros in tandem (MS/MS) foram adquiridos no modo LIFT do instrumento.
As anélises dos dados foram realizadas pelo software FlexAnalysis (versdo 3.4, Bruker). As
fracbes contendo Lunatina-1 foram posteriormente liofilizadas e armazenadas a -20°C até o

Seu uso.

4.2. Cultura de células e tratamento com Lunatina-1

A linhagem celular MDA-MB-231 foi utilizada como modelo experimental de cancer de
mama triplo negativo e metastatico. Para a avaliacdo dos possiveis efeitos citotdxicos da
Lunatina-1 em células ndo tumorais, foi utilizado como modelo experimental as células
epiteliais embrionarias de rim humano HEK-293. A linhagem HEK-293 foi estabelecida em
1977 por Graham e colaboradores através da insercdo de DNA do adenovirus tipo 5

(GRAHAM et al., 1977).

As células MDA-MB-231 e HEK-293 foram cedidas pela professora Elaine Fagundes. As
células foram cultivadas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal

bovino e 1% antibidticos, e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO..
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4.3. Determinacdo da atividade citotoxica da Lunatina-1

As ceélulas HEK-293 e MDA-MB-231, cedidas pela professora Elaine Fagundes, foram
cultivadas até atingirem 70% de confluéncia, onde as mesmas foram repicadas em placas de
96 pocos e tratadas com Lunatina-1 nas seguintes concentracdes (valores expressos em pUM):
100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,16, previamente diluidas em DMSO 0,5% em PBS, a fim de

determinar a sua citotoxicidade e CI150. Foram realizados trés experimentos independentes.

Para o tratamento das células MDA-MB-231 com a Lunatina-1, foram plaqueadas 5x10°
células e tratadas por 48 horas, enquanto para o tratamento das células HEK-293 foram

plaqueadas 10° células, que foram tratadas por 24 horas com a Lunatina-1.

A determinacdo da atividade citotoxica da Lunatina-1, assim como a concentragdo que
inibe 50% do crescimento celular (C150), foi realizada pelo método de resazurina, que é uma
substancia com capacidade de penetracdo nas células e de cor azul (emite pouca
fluorescéncia), onde é reduzida a resorufin (cor rosa e emite fluorescéncia) durante o processo
proliferativo. Sendo assim, espera-se que pocos contendo células vidveis tenham uma
coloracdo rosa, enquanto os com células inviaveis apresentem uma cor azulada (ADAN;
KIRAZ; BARAN, 2016). A preparacdo da resazurina foi realizada por dissolucdo de 4 mg do
composto em 40 mL de PBS (0,1 mg/mL). Posteriormente,10 pL dessa solucdo foi adicionado
em cada pogo da placa de 96 pocos contendo 90 pL de meio, de forma que em cada pogo
contivesse 10 pg/mL de solugdo de resazurina. A placa foi incubada durante 4 horas e a

relacdo do metabdlito foi mensurada por sua fluorescéncia em 570-640 nm.
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4.4. Andlise da integridade da membrana plasmatica apdés o tratamento com a

Lunatina-1

A hipotese de comprometimento de membrana celular provocada por Lunatina-1 e
sugerida por Gomes e colaboradores (2018) foi investigada através da analise qualitativa e
quantitativa da permeabilidade de membrana plasmatica por iodeto de propidio (PI, sigla em
inglés), visualizacdo de possiveis danos da membrana plasmatica por microscopia confocal,
utilizando marcador de membrana plasmatica, e visualizacdo da estrutura tridimensional da

membrana por microscopia eletrdnica de varredura (SEM, sigla do inglés).

4.4.1. Anélises morfologicas e permeabilidade de membrana das MDA-MB-231
apods tratamento com Lunatina-1

Nestas analises, 5x10° células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 96 pocos e
incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO2 overnight. Decorrido esse tempo, as células MDA-
MB-231 foram coradas com os marcadores PI (5 pg/mL), usado para marcar DNA em células
com baixa integridade de membrana plasmatica, e Hoescht (HOE, 10 pg/mL), usado para
marcar DNA em células totais, viaveis, com integridade de membrana plasmatica, e células
ndo viaveis, sem integridade de membrana plasmatica. Ap6s a marcacdo, as células foram
incubadas a 37°C e 5% de CO; por 10 minutos, como descrito anteriormente (FANI et al.,

2016), com algumas adaptacdes nas concentragfes dos marcadores.

Decorrido o tempo de marcacdo das sondas, a placa de 96 pocos foi analisada no
microscopio 6ptico, Cytation Reader, presente no Centro de Aquisicdo e Processamento de
Imagens (CAPI) do ICB-UFMG. O aparelho foi configurado para capturar imagens de
fluorescéncia e campo claro com intervalos de 8 minutos durante o tempo de 1 hora de

tratamento, em 16 campos de cada po¢o da duplicata dos tratamentos com 25 uM de
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Lunatina-1, previamente diluida em DMSO 0,5%, e apenas DMSO 0,5% (controle negativo).

Imagens anteriores ao tratamento também foram captadas.

As imagens de fluorescéncia geradas no microscépio 6tico Cytation Reader dos trés
experimentos independentes realizados em duplicata foram avaliadas visualmente quanto ao
numero de células coradas para o marcador Pl, que indica aumento de permeabilidade de

membrana, e HOE, que neste caso representa o nimero de células totais.

Para as andlises quantitativas da permeabilidade de membrana, foi realizado o
processamento das imagens de fluorescéncia para Pl e HOE geradas pelo Cytation Reader,
utilizando o software Fiji/lmage]. Resumidamente, para analise de permeabilidade de
membrana, foi realizada a conversdo das imagens para 0 modo 8 bits, aplicado o filtro
“gaussian blur”, o “threshold” foi ajustado, o filtro “watershed” foi aplicado para separagdo
das células e, entdo, foi realizada a analise de particulas para os marcadores HOE e Pl em
todos os campos e tempos de tratamento das células, bem como em todos os campos das
imagens captadas antes do tratamento. Apds a contagem das particulas presentes em cada
campo de cada tratamento, foi realizada a soma das particulas dos campos do mesmo
tratamento para os marcadores Pl e HOE e, entdo, foi feita a diferenca de intensidade das
células coradas com Pl apos e antes do tratamento. Usando a diferenca do valor total das
ceélulas coradas com HOE e das celulas coradas com Pl antes do tratamento, foi feito calculos
de porcentagem com a contagem das celulas coradas com Pl em cada tempo do tratamento,
gerando assim uma curva tempo dependente que foi plotada usando o software GraphPad

Prisma.
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4.4.2. Anélise qualitativa de danos na membrana das células MDA-MB-231 apds

tratamento com Lunatina-1 por microscopia confocal

Foram plaqueadas 10° células MDA-MB-231 em placas de 24 pocos contendo
laminulas revestidas com poli-I-lisina, e incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO, overnight.
Posteriormente, as células foram tratadas com a Lunatina-1 em uma concentracdo de 25 uM
por 5 minutos. Apos o tratamento, as células foram fixadas com o fixador Karnovsky por 2
horas. No dia da anélise, os ntcleos foram corados com HOE (10 pg/mL), as células foram
incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO; por 10 minutos, e as membranas celulares foram
coradas com cellmask orange (Invitrogen) concentracao final de 5pug/mL em DMSO, por 5
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as laminulas foram acondicionadas em
laminas para a captura das imagens por microscopia confocal (Spinning Disk Confocal,
Yokogawa), no Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG.

Dois experimentos independentes foram realizados.

4.4.3. Andlise da estrutura tridimensional da membrana de células MDA-MB-
231 apls o tratamento com Lunatina-1 por microscopia eletrénica de

varredura

Nestas analises, 10° células MDA-MB-231 foram semeadas em laminulas revestidas com
poli-I-lisina contidas em placas de 24 pocos, e incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO,,
overnight. Decorrido esse tempo, as células foram lavadas com PBS, tratadas com solugéo de
Lunatina-1 25 pM em DMSO 0,5% (diluido em PBS), DMSO 0,5% diluido em PBS (controle
negativo do DMSO), PBS (controle negativo), e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO por

2,5, 10 e 15 minutos.

Para avaliar a formagdo de poros na membrana induzida pela Lunatina-1, foi usado um

controle positivo bem conhecido na literatura para a formacgdo de poros, a estreptolisina O
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(SLO, sigla do inglés), que é uma exotoxina bacteriana da familia das citolisinas dependentes
de colesterol, com capacidade de ligacdo ao colesterol da membrana celular com consequente
oligomerizacdo em poros grandes (YANG et al., 2021). Foi utilizada a concentracdo de 80
ng/mL de SLO por 20 e 30 minutos, com tempos de duracdo e concentragcdo previamente
estabelecidas em células MDA-MB-231 por nosso grupo através de analise quantitativa de
células permeabilizadas por SLO com consequente visualizacdo da marcagdo com iodeto de
propidio (PI) como descritas no item 4.4.4. As analises de contagem das células marcadas

com PI foram realizadas como descrito anteriormente utilizando o software Fiji/Image J.

Ap6s cada tempo de incubacao, foi adicionado 500 pL do fixador primério Karnovsky por
2 horas em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, o fixador foi retirado da placa e foi
adicionado 1 mL de PBS. No Centro de Microscopia da UFMG, ocorreram as etapas de
fixacdo secundéria, desidratagdo, secagem em ponto critico de CO,, montagem em stub/Iamina

e metalizacdo com ouro/paladio com 3 nm de espessura.

Apo0s o preparo das amostras, a captura das imagens MEV foi realizada de forma online
em uma sessdo com o técnico do Centro de Microscopia utilizando o microscopio eletrénico

de varredura (Quanta 200 FEG - Thermo Fisher / FEI).

As laminulas de poli-I-lisina, fixador primario e tampéo fosfato foram fornecidos pelo

Centro de Microscopia da UFMG e os dois experimentos independentes foram realizados.

4.4.3.1. Processamento das imagens de microscopia eletrénica de

varredura

A medida do didmetro dos poros foi realizada utilizando a ferramenta “straight” para
tracar as estruturas, em seguida foi utilizada a funcdo “measure” para determinar o

comprimento da linha tragada no software Fiji/Image J.
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A contagem das microvilosidades e a area ocupada por elas foi realizada utilizando os
softwares Cellpose e Cell Profiler, respectivamente. Foi realizado uma pipeline visando o
aperfeicoamento de brilho e contraste da imagem usando o software Cell Profiler, seguido da
contagem das microvilosidades pelo software Cellpose, com corre¢bes manuais. Foi criado
um segundo pipeline usando o software Cell Profiler para agrupar a mascara da contagem das
microvilosidades geradas pelo Cellpose na imagem gerada previamente pelo Cell Profiller, e

para o célculo de &rea ocupada pelas microvilosidades na célula.

4.4.4. Determinacdo da atividade citotoxica do peptideo formador de poros

estreptolisina O em células MDA-MB-231

Resumidamente, 5 x 10° células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 96
pocos e foram deixadas aderir overnight neste experimento. No dia seguinte, foi realizada a
ativacdo da toxina com DTT como descrito nas instrucGes do reagente, e as células foram
tratadas com o SLO em diferentes concentragdes: 80, 130, 200 ou 300 ng/mL por 20 minutos.
Apbs o tratamento, as células foram marcadas com 5ug/mL/pogo de Pl e 10pug/mL/pogo de
HOE por 10 minutos. Decorrido o tempo, as células foram analisadas pelo microscépio 6tico
Cytation Reader. As analises e quantificacdo das imagens foram realizadas como descrito

previamente no item 4.3.

Foi realizado, primeiramente, um experimento em duplicata, e, devido a baixa atividade
visual da fluorescéncia para PI induzido pelo SLO nas concentracGes superiores a 80 ng/mL,

foi decidido dar continuidade aos experimentos somente com a concentracdo de 80 ng/mL.

4.5. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas nos softwares GraphPad Prisma (versao 8.02). Foi

utilizado o teste de andlise de variancia two-way ou one-way ANOVA com intervalo de
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confianca de 95% bem como analises post-hoc de comparagdo mdaltipla utilizando o teste de
Sidak e Dunnet, respectivamente. Foi utilizado também o teste T de Student ndo pareado. Foi
realizado analise de outliers, valores de p inferiores a 0.05 foram considerados significativos e

valores de R? maiores que 0,9 foram considerados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Purificacdo da Lunatina-1

Os perfis cromatograficos obtidos nos processos de purificacdo do peptideo sintético

Lunatina-1 estdo representados na Figura 9A-C.

Durante o primeiro processo de purificacdo, o0 método estava ajustado com um fluxo de 1
mL/min e, por isso, a elui¢do do peptideo de interesse ocorreu em um tempo de retencao mais
longo, de 53 minutos, com 55% da solugédo B (0,1% de TFA em acetonitrila), como exibido

na Figura 8A. Foi injetado 4ug de peptideo por corrida (Figura 9A).

Posteriormente, o método foi ajustado para um fluxo de corrida de 3 mL/min,
modificando, portanto, o tempo de retencdo do peptideo de interesse, que foi eluido da coluna
apo6s 32 minutos, com 47% da solucdo B (0,1% de TFA em acetonitrila), como mostrado na

Figura 8B. Foi injetado 3ug de peptideo por corrida (Figura 9B).

A eluicdo do peptideo de interesse, durante o terceiro processo de purificacdo, com injecao
de 32 ug de peptideo por corrida, ocorreu apds 27 minutos do inicio da purificacdo, com 45%

da solucgéo B (0,1% de TFA em acetonitrila), como mostrado na Figura 8C.

A otimizacgdo do gradiente cromatografico fez o tempo total de cada corrida passar de 86

minutos (Figura 8A-B) para 56 minutos (Figura 9C).
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Figura 9. Purificagdo do peptideo sintético Lunatina-1

Perfil cromatografico do peptideo sintético Lunatina-1 em coluna semi-preparativa de fase reversa
Discovery® BIO Wide Pore C18 (25 cm x 10 mm). A) Injecdo de 4ug do peptideo por corrida, que foi
eluido apds 53 minutos, com 55% da solucdo B (0,1% de TFA em acetonitrila). B) Injecdo de 3ug do
peptideo por corrida, que foi eluido ap6s 32 minutos, com 47% da solucdo de B (0,1% de TFA em
acetonitrila). C) Injecdo de 32 g de peptideo por corrida, que foi eluido ap6s 27 minutos, com 45% da
solucéo B (0,1% de TFA em acetonitrila).
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A verificagdo qualitativa de pureza e confirmacdo da sequéncia do peptideo sintetizado
foi realizada por espectrometria de massa em sistema MALDI-TOF-MS. Como mostrado na
Figura 10, percebe-se um sinal predominante correspondente ao ion mono carregado (z = 1)
do peptideo sintetizado de 1.442,800 [M + H]", além dos ions correspondentes aos adutos de
sodio e potassio. Nesta analise, nds pudemos confirmar que o peptideo estava com alto grau
de pureza e que a massa (M) monoisotdpica experimental do peptideo era igual a 1.441,800
Da, semelhante a massa monoisotopica tedrica da Lunatina-1, calculada sendo M = 1.441,83

Da (erro = + 0,03 Da).

Visando confirmar se a sequéncia do peptideo sintetizado era a mesma da Lunatina-1,
foi realizada a fragmentaco (em modo LIFT) do ion monoisotépico da Lunatina-1 [M + H']"
=1.442,800. A sequéncia do peptideo Lunatina-1 (H-FIGGLLKTLTSFF-NH,) foi confirmada

através da interpretacdo manual do espectro MS/MS gerado, como apresentado na Figura 11.

1442 B0

nbare (8w
"

+MNa
1464 776

+K

J
o T T T % T T T T T T
1 300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700

Figura 10. Espectro de massa do peptideo sintético Lunatina-1 obtido com sistema MALDI-TOF/MS.

Sinais correspondem a relagdo massa e carga (m/z) monocarregada (z = 1) da Lunatina-1 [M
+ H]" = 1.442,800 e aos adutos de sddio [M + Na]® = 1.464,776 e potassio [M + K]* =
1.480,757.
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Figura 11. Sequenciamento do peptideo Lunatina-1 por espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF. Espectro de massa da fragmentacdo do ion parental m/z = 1442,800.

5.2. Lunatina-1 € citotdxica para as células de cancer de mama MDA-MB-231e

células de cancer de préstata LNCap

Na linhagem de cancer de mama MDA-MB-231, o peptideo foi citotoxico em
concentracdes superiores a 12,5 uM, em comparacdo com o controle PBS, como mostrado na

Figura 12 A. O CI50 calculado foi de 17,52 + 4,61 uM, como exibido na Figura 12 B.

Interessantemente, a Lunatina-1 apresentou atividade citotoxica e CI50 em células
tumorais de mama MDA-MB-231 muito inferior a estudos de citotoxicidade de outro peptideo
derivado do veneno de escorpido em células de cancer de célon. Li et al. (2018) demonstram
que a gonearrestide, um peptideo derivado do veneno de escorpides do género Androctonus,
induziu atividade inibitdria de crescimento de tumor priméario de células humanas de cancer
de célon HCT116 e FHC na concentragdo de concentracdo 250 pM, ou seja, uma
concentragdo aproximadamente 10 vezes maior do que a necesséria para a Lunatina-1 induzir
citotoxicidade em células MDA-MB-231. Os autores confirmaram tais achados por estudos in
vivo nas doses de 50 pg/tumor e 100 pg/tumor. Nesse mesmo estudo, foi demonstrado que a

atividade inibitoria do crescimento tumoral para células HCT116, ap6s o tratamento com 250
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MM do peptideo, estava relacionada com a redugdo da enzima ciclina dependente de quinase 4
(CDK4), que é uma proteina envolvida na duplicacdo do DNA, e na regulacdo de seus
inibidores p27 e p21, dados esses também confirmados em experimentos in vivo (LI et al.,
2018).

Na linhagem de cancer de prostata LNCap, o peptideo apresentou citotoxicidade em
todas as concentragdes avaliadas, mesmo nas menores utilizadas, como 3,125 pM, em
comparagao ao controle tratado com PBS, como representado na Figura 12 C. Nessas células,
0 peptideo mostrou-se citotéxico em concentra¢Ges inferiores a um estudo de um peptideo
isolado do veneno de escorpido Androctonus australis identificado por BenAissa et al., 2020 e
denominado AaHIV. Os autores reportaram que o peptideo apresentou atividade citotoxica
inibindo a proliferacdo de células de cancer de prostata DU-145 com CI150 = 15 pM. Contudo,
0 peptideo apresentou uma regulacdo minima da migracdo e invasdo dessas células. Além
disso, o AaHIV também apresentou uma atividade tdxica significativa em estudos in vivo,
com uma dose letal capaz de causar morte de 50% dos animais LD50 = 18 ng\20g rato. Ainda
nesse estudo, foi mostrado que a concentracdo de 5 UM do peptideo era capaz de alterar a
cinética de desativacdo do canal de s6dio Nav1.6. Os autores sugeriram ainda que a regulacao
do Nav1.6 poderia estar envolvida com a inibicdo da proliferacdo das células tumorais

causadas pelo peptideo (BENAISSA et al., 2020).

Visando avaliar a potencial atividade citotoxica da Lunatina-1 em células néo
tumorais, foi utilizada a linhagem HEK-293, que se mostrou sensivel ao peptideo em
concentracdes superiores a 12,5 uM (Figura 12 D), com um CI50 calculado de 21,11 uM,

com desvio padréo de 10,72 (Figura 12 E).

Apesar de faltar um teste de toxicidade com células de mama ndo tumorais, por
exemplo com a linhagem MCF-10, os dados sugerem que o peptideo ndo é seletivo para

células tumorais, sendo citotoxico também para células ndo tumorais embrionarias de rim.


https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS
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Contudo, a citotoxicidade em células ndo tumorais pode ser reduzida, futuramente, em
formulagdes conjugando a Lunatina-1 com peptideos que a enderecam para células tumorais,

como os “tumor-homing”, por exemplo (LEUSCHNER; HANSEL, 2004).
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Figura 12. Atividade citotoxica e de CI50 da Lunatina-1 em células MDA-MB-231, LNCap e HEK-
293.

A) Atividade citotoxica da Lunatina-1 em células MDA-MB-231. B) Grafico concentracdo X resposta
representando o CI50 da Lunatina-1 em células MDA-MB-231. C) Atividade citotoxica da Lunatina-1
em células LNCap. D) Atividade citotoxica da Lunatina-1 em células ndo tumorais HEK-293. E)
Gréfico concentracdo x resposta representando o CI150 da Lunatina-1 em células ndo tumorais HEK-
293. As células foram tratadas com diferentes concentragdes de Lunatina-1 durante 48 horas (MDA-
MB-231 e LNCap) ou 24 horas (HEK-293). Dados representativos de um experimento independente

realizado em triplicata para as células LNCap e trés ensaios independentes para as células HEK-293 e
MDA-MB-231. **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Aqui é importante mencionar a concentracdo que foi utilizada da Lunatina-1 nos
experimentos seguintes. Apesar do valor calculado de CI50 da Lunatina-1 em células MDA-
MB-231 ser CI50 = 17,52 + 4,61 uM, decidimos utilizar a concentragédo igual a 25 pM, que
foi um valor obtido por nés na mesma linhagem celular, mas proveniente de outro colaborador
(Prof. Dawidson Assis Gomes - UFMG), além de ter sido o valor encontrado nos ensaios
realizados por Gomes e colaboradores em 2018. De toda forma, vale ressaltar que os valores

sdo muito préximos, dentro do intervalo de erro calculado.

5.3. Lunatina-1 induz alterac6es morfoldgicas em células MDA-MB-231

O tratamento com 25 uM de Lunatina-1 induziu o arredondamento e um possivel aumento
do volume intracelular das células MDA-MB-231 desde os primeiros minutos de tratamento,
mas mais perceptivel apés 8 minutos, permanecendo até 24 minutos de tratamento, onde é
possivel observar a ruptura da membrana de algumas células (Figura 13). Apds 56 minutos, é
possivel observar alteracbes morfoldgicas em todas as células, com formato arredondado e

condensadas (Figura 13).
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24 min 32 min 56 min

Figura 13. Imagens em campo claro das alteracGes morfoldgicas induzidas pela Lunatina-1 em células MDA-MB-231 em diferentes tempos de tratamento

Setas indicam as células em processo de ruptura de membrana. Imagens representativas de 3 experimentos independentes realizados em duplicata, com captura de
imagens em 16 campos de cada poco.
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5.4. Lunatina-1 induz diferentes formas de comprometimento de membrana celular

em células MDA-MB-231

A Lunatina-1 causou a perda de integridade da membrana plasmatica das celulas
MDA-MB-231, observado pelo aumento de células marcadas com o iodeto de propidio (PI) j&
nos primeiros minutos, sugerindo um efeito muito rapido (Figura 14). A quantificacdo das
celulas marcadas com PI confirmou que o tratamento com 25 pM de Lunatina-1 induziu um
rapido aumento de permeabilidade das membranas plasmaticas das células MDA-MB-231
(Figura 16). Foi possivel observar 48% de ceélulas MDA-MB-231 marcadas com PI j& desde o
primeiro minuto de tratamento, chegando a 74% ap06s 8 minutos e com o pico da atividade

(~90%) observado ap6s 16 minutos de tratamento (Figura 15).
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Figura 14. Andlise qualitativa do efeito da Lunatina-1 na integridade de membranas plasmaéticas.

Imagens de campo claro (BF) e de fluorescéncia para Hoechst (HOE) e iodeto de propidio (PI), ap6s o
tratamento de células MDA-MB-231 tratadas com 25 uM de Lunatina-1 por 1h. Foram realizados 3
experimentos independentes, cada um em duplicata, com captura de imagens em 16 campos de cada

poGo.
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Figura 15. Analise quantitativa do efeito da Lunatina-1 na integridade de membranas plasmaticas.

Tratamento de células MDA-MB-231 com a Lunatina-1 (25uM). As células foram plaqueadas,
coradas com iodeto de propidio (PI) e Hoechst (HOE), e tratadas com 25 uM de Lunatina-1. Os
experimentos foram realizados no microscopio Cytation Reader, com imagens capturadas em
intervalos de 8 minutos para MDA-MB-231. O tempo total de experimento para ambas as células foi
de 60 minutos. Foram realizados 4 experimentos independentes em duplicata. #### p < 0,0001 para
Lunatina-1 vs. DMSO 0,5%, Teste T de Student ndo pareado. *** p < 0,001, para tratamento com
Lunatina-1 vs. DMSO em todos os tempos de tratamento, Teste de Sidak para multiplas comparacgdes
independentes.

Visando aprofundar a analise do potencial efeito da Lunatina-1 na membrana celular
da linhagem de cancer de mama basal-like, foi utilizado o marcador de membrana CellMask
(Figura 16). As células MDA-MB-231 tratadas apenas com o veiculo DMSO 0,5% exibiram a
membrana plasmatica bem delineada, com acUmulo do marcador nos limites celulares,
enquanto foi possivel perceber uma diminuicdo de coloracdo nos limites da membrana

plasmatica de células tratadas com 25 uM de Lunatina-1 por 5 minutos (Figura 16).
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DMSO 0,5% Lunatina-1

Figura 16. Avaliacdo qualitativa da estrutura da membrana celular

As células foram semeadas em laminulas contendo poli-I-lisina e tratadas com 25 uM de Lunatina-1
por 5 minutos, fixadas em Karnovsky. As células foram coradas CellMask Orange, para marcar a
membrana plasmatica, e com Hoechst (HOE), para marcar o nicleo.

5.4.1. Lunatina-1 induz a reducdo de microvilosidades, aumento de estruturas
semelhantes a poros e comprometimento da membrana plasmatica de

células MDA-MB-231

Células MDA-MB-231 tratadas com o veiculo (DMSO 0,5%) exibiram trés fenétipos
distintos, observados por microscopia eletronica de varredura (MEV): (i) fusiforme
(mesenquimal), (ii) globular e (iii) poligonal (TAVIANATOU et al., 2019), como pode ser
observado na Figura 17. As células apresentaram microvilosidades, protusdes da membrana
plasmatica (FRANCHI et al., 2020), filopddia (KISO et al., 2018) e lamelopddia, sendo as

microvilosidades longas e evidentes.

As células MDA-MB-231 tratadas com Lunatina-1 (25 pM) por 10 minutos
apresentaram uma reducdo na densidade de células poligonais, possivel reducdo de

microvilosidades, e auséncia de filopodias e lamelipodias (Figura 17).


https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ
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DMSO 0,5%

Lunatina-1

G

Figura 17. Avaliacdo estrutural da superficie de células MDA-MB-231 tratadas com Lunatina-1.

As células foram semeadas em laminulas de poli-I-lisina, tratadas com veiculo (DMSO 0,5%) ou 25
UM de Lunatina-1 por diferentes tempos, fixadas em Karnovisky e preparadas para analises de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). A figura mostra os aspectos morfoldgicos da superficie
celular apdés 10 minutos de tratamento com DMSO 0,5% (painéis superiores) ou Lunatin-1 (painéis
inferiores). Trés fendtipos celulares diferentes sdo mostrados, incluindo globular (G),
fusiforme/alongada (F) e poligonal (P). Lamelipddios (setas verdes) e filopodios (setas laranja) estdo
destacados.

Utilizando um aumento entre 14.000 e 50.000 vezes, visando avaliar as alteracdes
estruturais induzidas pelo peptideo com maior detalhe, podemos observar nas células tratadas

com Lunatina-1 (25 pM) por 10 minutos uma visivel reducdo de microvilosidades nas de
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fendtipo fusiforme, quando comparadas as tratadas com o veiculo DMSO 0,5% (Figura 18).
Essa reducdo foi considerada significativa ap6s a quantificagdo do numero de

microvilosidades e area ocupada por essas estruturas na superficie das células (Figura 19).

As microvilosidades constituem protrusbes de membrana sustentadas pelo
citoesqueleto de actina, com atividade sugestiva de transducdo de sinais para ativacdo de
linfocitos, tendo em vista a presenca de certas proteinas sinalizadoras nesta estrutura
(ORBACH; SU, 2020). Além de integrar o citoesqueleto (GAETA et al., 2021), possui
atuacdo na motilidade celular, aumento da éarea de superficie celular (ORBACH; SU, 2020) e
participa em funcdes diversas, incluindo absor¢éo, secrecdo e inducdo de forga mecéanica (Llu
et al., 2019). O aumento das microvilosidades em comprimento e densidade em céncer de
pancreas correlaciona positivamente com o aumento da captagdo de glicose, maior potencial

invasivo (metastatico) e proliferativo das células (HAN et al., 2021).

Ademais, foram observadas estruturas semelhantes a poros nas células fusiformes com
didmetros de 41,8 £ 2,1 nm e 42,3 £ 1,2 ap6s o tratamento, por 10 minutos, com DMSO
(0,5%) e Lunatina-1 (25uM), respectivamente, sem diferenca significativa. Contudo, as
células tratadas com Lunatina-1 apresentaram uma maior quantidade dessas estruturas do que

as tratadas com DMSO, apo6s anélise qualitativa (Figura 18) e quantitativa (Figura 20).
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Figura 18. Lunatina-1 induz a formacéo de estruturas semelhantes a poros e reduz a quantidade de
microvilosidades na membrana plasmatica de células MDA-MB-231.

As células foram semeadas em laminulas de poli-I-lisina, tratadas com DMSO (0,5%) ou Lunatina-1
(25 uM), fixadas em Karnovisky e preparadas para MEV. Para as células tratadas com DMSO, ¢é
possivel notar a integridade das membranas citoplasmaticas, das microvilosidades e a presenca de
algumas estruturas semelhantes a poros nas células fusiformes e globulares (seta rosa). Vesiculas
(vermelho “v”’) também sdo visualizadas em células globulares. Apds o tratamento com a Lunatina-1,
as celulas exibiram uma reducdo no numero de microvilosidades e um aumento de estruturas
semelhantes a poros (seta rosa), observadas principalmente nas células fusiformes.
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Figura 19. Lunatina-1 reduz a densidade de microvilosidades na superficie de células MDA-MB-231

(A) Figuras representativas da medigdo de microvilosidades com imagem tratada no CellProfiller e a
maéscara para detec¢do das microvilosidades desenvolvida no Cellpose. A sobreposicdo de imagens
celulares foi feita no CellProfiler. (B) Numero de microvilosidades por superficie celular e (C) area da
superficie celular ocupada pelas microvilosidades. Testes realizados utilizando 9 células diferentes por
tratamento. * p < 0,05; Teste T de Student ndo pareado.
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Figura 20. Lunatina-1 aumenta significativamente o nimero de estruturas semelhantes a poros em
células MDA-MB-231.

A contagem de estruturas semelhantes a poros foi realizada em 12 células diferentes utilizando o
software Fiji/lmage J. ** p < 0,01; teste T de Student teste ndo pareado.

As células de fendtipo globular tratadas com a Lunatina-1 (25uM) por 10 minutos
apresentaram a membrana deformada, quando comparadas as de mesmo fenétipo tratadas com

o veiculo (DMSO 0,5%), como pode ser observado nas Figuras 17 e 18.

Quando tratamos as células MDA-MB-231 por 2 ou 5 minutos com a Lunatina-1 (25
KUM) e o veiculo (DMSO 0,5%), é possivel observar que a reducdo das microvilosidades em
células fusiformes e a deformacéo das células globulares acontece desde os primeiros minutos
do tratamento (Figura 21). Ja apds 15 minutos, as celulas tratadas (fusiformes e globulares)

com a Lunatina-1 estdo totalmente comprometidas (Figura 21).

Finalmente, células MDA-MB-231 tratadas com PBS apresentaram uma morfologia
semelhante ao veiculo (DMSO 0,5%), demonstrando que a concentracdo utilizada desse
solvente ndo induziu toxicidade para as células MDA-MB-231 (Figura 22), 0 que nos permite

afirmar que os efeitos descritos nesta tese s@o induzidos pela Lunatina-1.
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Figura 21. Lunatina-1 induz um rapido comprometimento da membrana plasmatica de células MDA-
MB-231.

Células foram semeadas em laminulas de poli-I-lisina, tratadas com 25 uM de Lunatina-1 ou DMSO
0,5% por diferentes tempos, fixadas em Karnovisky e preparadas para MEV.
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Figura 22. A concentracdo utilizada de DMSO nao induziu toxicidade aparente nas células MDA-
MB-231.

Células foram semeadas em laminulas de poli-I-lisina, tratadas com PBS ou DMSO 0,5% por
diferentes tempos, fixadas em Karnovisky e preparadas para MEV.
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Os efeitos citotdxicos induzidos pelo tratamento de células MDA-MB-231 com a
Lunatina-1 se assemelham aos publicados por Hilchie et al., 2013, que mostraram que o
tratamento de células de leucemia T Jurkat pelo peptideo MPLfcinB6 também provocou um
aumento de permeabilidade da membrana, demonstrada pelo aumento da captacéo de PI, e

dano a membrana, demonstrado por MEV (HILCHIE et al., 2013).

No presente trabalho, foram observadas diversas alteragcdes na membrana celular,
como a diminuicdo das microvilosidades, 0 aumento no nimero de estruturas semelhantes a
poros, a auséncia dos contornos evidentes e aumento de permeabilidade da membrana,

sugerindo uma acéo direta do peptideo na membrana plasmatica.

Peptideos com acdo disruptiva de membrana (MDPs), como a Lunatina-1, séo
geralmente denominados como peptideos liticos, devido a sua agdo na membrana por ruptura,
formagdo de poros ou micelas, podendo ser antimicrobianos (AMPs) e/ou antitumorais
(ACPs). Esses peptideos interagem eletrostaticamente com lipidios de carga negativas
presentes em maior densidade em células tumorais e bacterianas, causando danos essa

estrutura com consequente morte por necrose (VAEZI et al., 2020; LIN et al., 2021).

As acdes dos peptideos MDPs vém sendo explicadas por trés mecanismos distintos,
sendo eles a formacéo de poros por modelos barril ou toroidal, bem como inducéo de danos a
membrana e formacdo de micelas membranares pelo modelo carpete. Nos modelos de
formacdo de poros transmembranares provocados por MDPs, o didmetro dos danos
observados varia entre 1-2 nm para 0 modelo barril e 3-10 nm no modelo toroidal.
Adicionalmente, o0 MDP, para ser capaz de atravessar a membrana plasmatica durante a
formacéo dos poros, deve possuir em sua composicao cerca de 20 residuos de aminoacidos ou
mais. No modelo carpete ocorre um recobrimento da membrana plasmatica de maneira

semelhante a um tapete, com consequente desintegracdo da mesma atraves da formagéo de
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particulas semelhantes a micelas e danos nas membranas com didmetros maiores do que 10

nm. (LEUSCHNER; HANSEL, 2004; LIN et al., 2021).

A Lunatina-1 é um peptideo curto, contando com apenas 13 residuos de aminoécidos,
portanto, segundo a literatura, este peptideo seria incapaz de atravessar a membrana
plasmética durante a formagdo dos poros transmembranares. Estudos de bioinformatica
proposto por Chen e Mark sugerem que peptideos curtos, como aureina e citoplina, induzem
curvatura local na membrana, agindo como detergente, diferindo de peptideos mais longos,
como maculatina e caerina, que induzem curvatura de longo alcance, e séo capazes de dobrar-
se, ligar-se a membrana plasmaética estabilizando os poros transmembranares(CHEN; MARK,

2011).

Adicionalmente, as estruturas semelhantes a poros observadas na membrana
plasmaética de células MDA-MB-231 de fendtipo fusiformes possuem didmetro medindo em
torno de 42 nm. Deste modo, a Lunatina-1 poderia ser um MDP com mecanismo do modelo
carpete, agindo como detergente, solvatando as estruturas membranares nessas células,
contudo ndo foram observadas a formagdo de micelas membranares para confirmar esta
suposicdo. Nas células de fenétipo globular, no entanto, foram observadas membranas
plasmaticas completamente danificadas, sendo sugestivo uma acdo semelhante a um
detergente com a solvatacdo ndo apenas das estruturas membranares e sim da membrana como

um todo.

E importante salientar que as células MDA-MB-231 de fendtipo fusiforme constituem
de células com caracteristicas mais proximas de células mesenquimais (TAVIANATOU et al.,
2019), o que poderia justificar as diferencas da acdo do peptideo observadas por SEM nessas
células em relacdo a sua maior toxicidade observadas pela mesma técnica nas células de

fendtipo globular.


https://paperpile.com/c/iFLNK2/zwXU
https://paperpile.com/c/iFLNK2/zwXU
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ

69

A acdo rapida da Lunatina-1 em células MDA-MB-231 sugere uma baixa propensao
para o estabelecimento de resisténcia ao tratamento, o0 que € desejavel, pois se observa um
aumento de tumores resistentes aos tratamentos convencionais (LEUSCHNER; HANSEL,

2004; LIN et al., 2021).

As interaces eletrostaticas dos MDPs com a membrana plasmatica é insuficiente para
0 estabelecimento de seletividade quanto a toxicidade (VAEZI et al., 2020), o que também foi
observada neste trabalho, pois a Lunatina-1 também foi citotoxica para as células ndo
tumorais HEK-293. Contudo, essa desvantagem pode ser contornada ao conjugar 0s MDPs
com proteinas que se liguem a proteinas superexpressas na membrana de tumores ou a um
peptideo direcionador de tumor (THP, do inglés), promovendo, assim, uma maior seletividade

(LEUSCHNER; HANSEL, 2004).

Por exemplo, um MDP denominado Hecate foi conjugado a cadeia f do hormdnio
luteinizante (LH), o que aumentou a sua seletividade para células de cancer de prdstata em
comparacdao com células ndo tumorais (LEUSCHNER et al., 2001). Esse mesmo peptideo,
juntamente a outros MDPs (Phorl4 e Phor21), quando conjugados com 15 residuos de
aminoacidos da cadeia B da gonadotrofina coridonica (B CG) ou do hormdnio liberador do
hormonio luteinizante (LHRH), exerceram atividade citotoxica apenas em xenoenxertos de
cancer de prostata em camundongos, diferindo da atividade induzida apenas pela
administracdo dos MDPs ndo conjugados, que se mostraram inefetivos (HANSEL,

LEUSCHNER; ENRIGHT, 2007).

Apesar das vantagens acima mencionadas a respeito da conjugacdo de peptideos
MDPs com peptideos THPs ou a proteinas que ligam-se em proteinas superexpressas na
membrana de tumores, € importante salientar que a natureza covalente dessa rea¢do tem como

consequéncia a modificacdo da conformacdo da estrutura secundéria do MDP, o que também
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poderia afetar o efeito antitumoral do MDP avaliado previamente. Havendo, portanto, a

necessidade de estudar os efeitos desse novo peptideo ou polipeptidio gerado.

Uma outra possivel solu¢do para minimizar a toxicidade de peptideos MDPs em
células ndo tumorais pode ser alcancada com a incorporacdo destes peptideos em vesiculas
lipidicas, ou lipossomas, contendo peptideos que alvejem proteinas superexpressas pela célula
tumoral em questdo. No caso do cancer de mama triplo negativo, o lipossoma poderia ser
formulado juntamente com o peptideo (AKRGARSTA) Linear TT1, alvejando a proteina p32
(receptor trans-membrana gClq), assim como nos estudos de D’Avanzo et al.,, 2021

(D’AVANZO et al., 2021)

D’Avanzo et al., 2021, utilizaram a formulagdo Linear TT1-lipossomas para
incorporacdo de farmacos antitumorais, como Sorafenib e Doxorubicina, onde obtiveram
aumento da toxicidade destes em células de céancer de mama MCF7 e MDA-MB-231

(D’AVANZO et al., 2021).

5.5. Atividade da estreptolisina O em células MDA-MB-231

Como observamos a formacédo de poros pelo tratamento de células MDA-MB-231 com a
Lunatina-1, resolvemos confirmar esse achado usando a estreptolisina O (SLO, sigla do
inglés), um peptideo sabidamente indutor de poros em diversos tipos celulares (KEYEL et al.,
2013, 2011). Como observado na Figura 23, o tratamento das células com concentragdes
superiores a 80 ng/mL de SLO por 20 minutos ndo apresentaram marcacao com PI, portanto, a

concentracdo de 80 ng/mL foi selecionada para os experimentos com SEM.
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SLO 300ng/mL

SLO 80 ng/mL

SLO 200ng/mL
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SLO 130ng/mL

Figura 23. Imagens representativas de células MDA-MB-231 tratadas por 20 minutos com diferentes
concentracdes de estreptolisina O.

Células foram tratadas com diferentes concentragdes (80, 130, 200 ou 300 ng/mL) de estreptolisina O
(SLO) ou PBS. Células coradas com iodeto de propidio (Pl) e Hoechst (HOE). Imagem representativa
de um experimento independente realizado em duplicata.

Como representado na Figura 24, o SLO (80 ng/mL) induziu um aumento significativo na
marcacdo de células MDA-MB-231 tratadas por 30 minutos (SLO = 11,0 + 5,96% vs. PBS =
5,41 £ 3,42%, p < 0,05). N&o foi observado um aumento significativo da permeabilidade das
células ao Pl apds 20 minutos de tratamento (SLO = 11,4 + 4,6% vs. PBS = 9,9 + 3,1%, p >

0,05), mas o percentual elevado de células marcadas com PBS pode indicar algum problema
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na execucdo dos experimentos. AplOs esses ensaios preliminares de permeabilizacdo de
membrana provocados pela SLO, este peptideo foi usado como controle positivo de formagéo

de poros nos ensaios de MEV.
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de célulasMDA-MB-231 tratadas células MDA-MB-231 tratadas
com Estreptolisina O (SLO) com Estreptolisna O (SLO)
por 20 minutos por 30 minutos
20 25 *
[ J
2 & 204 °
T ~ 15 = @
S8 § =
5= . § = 15
£0 104 EQ g
@ £ @ E 404
T O © O i 4
S © 5 0O e ¢
‘0 5 : ‘0 5. ®
(&) (&) i
0 T T 0 T T
9 (o] (o] >

Figura 24. Inducéo de permeabilidade de membranas de células MDA-MB-231 tratadas por 20 e 30
minutos com estreptolisina O.

Células foram tratadas com 80 ng/mL de estreptolisina O (SLO) ou PBS e coradas com iodeto de
propidio (PI) e Hoechst (HOE). A) Quantificagdo de células marcadas com o Pl ap6s 20 minutos de
tratamento. B) Quantificagdo de células marcadas com o Pl apds 30 minutos de tratamento. * p < 0,05;
Teste T de Student ndo pareado.

Células MDA-MB-231 tratadas com SLO (80 ng/mL) por 20 minutos, ao serem
visualizadas por MEV (Figura 25), apresentam estruturas semelhantes a poros similares as

induzidas pela Lunatina-1 (Figura 18).

Keyel et al. (2011) notaram a presenca de poros dentro de pequenos blebs na
membrana de células HelLa provocados pelo SLO (KEYEL et al., 2011), o que néo
observamos nas células MDA-MB-231 tratadas com SLO por 20 minutos, sendo observado

apenas poros inseridos diretamente na membrana (Figura 25) e com uma morfologia similar
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aos associados ao tratamento com a Lunatina-1 (Figura 18). Contudo, foi possivel observar a

formagdo de blebs na membrana apds 30 minutos de tratamento com o SLO (Figura 25).

Figura 25. SLO induz a formacéo de poros, blebs e compromete a superficie de células MDA-MB-
231.

Células foram semeadas em laminulas de poli-I-lisina, tratadas com 80 ng/mL de SLO por 20 (A-B) ou
30 minutos (C-D), fixadas em Karnovisky e preparadas para MEV.

Babiychuk et al. (2010) discutiram que o comprometimento da membrana induzido
pela presenca de poros, ruptura mecanica, ou lise da bicamada lipidica pode romper a barreira
de permeabilidade, permitindo, assim, um influxo de célcio e um efluxo dos constituintes
intracelulares, com consequente contracdo do citoesqueleto cortical induzida pela miosina e o
aumento localizado da pressdo hidrostatica dentro do citoplasma circundante, o que

visualizamos como uma bolha contendo a membrana danificada (bleb). Quando a célula é
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capaz de reparar a leséo, o célcio intra bleb é direcionado para fora e a bolha eventualmente se
retrai. Caso a célula falhe no processo de reparacdo, a concentracdo de célcio intra bleb
continua a aumentar, com consequente aumento do bleb. Caso o dano a membrana seja
extremamente extenso para a sua reparagdo, a célula sacrifica as regides danificadas,

descartando, assim, as bolhas obstruidas e permeabilizadas (BABI'YCHUK et al., 2010).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese, foi estudado o possivel mecanismo de acgdo citotdxico da Lunatina-1, um
peptideo isolado do veneno do escorpido peruano Hadruroides lunatus em células MDA-MB-
231, uma linhagem celular de cancer de mama triplo-negativo (ER-/PR-/HER2-),
notoriamente resistente a quimioterapia. A Figura 26 ilustra 0 mecanismo de acdo da
Lunatina-1 sugerido nessa linhagem celular. Como a atividade citotoxica da Lunatina-1
ocorreu nos primeiros minutos de tratamento, acreditamos que seja reduzida a possibilidade
de resisténcia adquirida pelas células MDA-MB-231 ao seu tratamento. Assim, a Lunatina-1 é
uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de novas estratégias para melhorar a
eficdcia dos medicamentos antitumorais. Sugerimos que a potencial citotoxicidade deste
peptideo em células ndo tumorais pode ser reduzida pelo uso de formulagdes que aumentem a

sua seletividade contra células transformadas.
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Figura 26. llustracdo esquematica do mecanismo citotoxico induzido pelo tratamento de MDA-MB-231 com Lunatina-1.
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Abstract

Breast cancer is the most prevalent cancer in women worldwide. Its molecular sub-
types are based on the presence/absence of estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR), and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2). MACL-1
and MGSO-3 are cell lines derived from primary tumor sites of patients diag-
nosed with luminal A subtype carcinoma (ER+/PR+/HER2-) and ductal carcinoma
in situ (ER—/PR—/HER2+), respectively. However, these cell lines lost the expres-
sion of these markers over cell culturing, and both have triple-negative phenotypes
(ER—/PR—/HER2-), which has the poorest prognosis. Here, we sought to study the
proteome signature of MGSO-3 and MACL-1, comparing them with the epithelial
cell line MCF-10A and the well-established metastatic-derived breast cancer cell line
MDA-MB-231. Our results showed that proteins associated with the tricarboxylic acid
cycle (TCA) and oxidative phosphorylation (OXPHOS) were upregulated in MGSO-3
and MACL-1 cells. These cell lines also showed upregulation of pro-apoptotic pro-
teins when compared with MDA-MB-231. The molecular differences highlighted in this
study may clarify the molecular basis behind cancer cells functioning and may reveal
novel signatures across the breast cancer cell models.

KEYWORDS
biomedicine, cancer, mass spectrometry - LC-MS/M, stable isotope labeling, technology

Abbreviations: ER, estrogen receptor; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; OXPHOS, oxidative phosphorylation; PR, progesterone receptor; TCA, tricarboxylic acid cycle; TNBC,

triple-negative breast cancer.
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1 | INTRODUCTION

The Global Cancer Statistics estimated 2,261,419 new cases world-
wide and 684,996 deaths in 2020 due to breast cancer [1]. An
epidemiological paradox is currently seen as the mortality associated
with the breast cancer is decreasing in the higher income countries
while it is increasing in the low- and mid-income countries [2]. This
phenomenonis attributed to early detection and state-of-the-art treat-
ment for patients from the European Union and North America, for
example, which seems to be lacking in South America, Africa, and Asia
[2,3].

Breast cancer is a heterogeneous disease that can be divided
based on molecular profiles as triple negative [4] and others [5].
Triple-negative breast cancers (TNBCs) are represented by tumor cells
lacking the expression of estrogen receptor (ER), progesterone recep-
tor (PR), and human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2).
TNBCs are aggressive, highly invasive, and difficult to treat as TNBC
are refractory to most known treatments. Tumor resection combined
with chemotherapy is the only available treatment, though prognosis is
usually worse than other types of breast cancer [6].

At molecular level, cancer progression includes a cellular reprogram
of the metabolic activities to overcome the uncontrolled growth, and
poor oxygen and nutrients supplies in consequence of the tumor expan-
sion. This metabolic reprogramming is regulated by the activation of
oncogenic proteins and tumor suppressors such as hypoxia-inducible
factor (HIF-1), Myc, p53, and PI3K/Akt/mTOR pathway [7]. Cancer
cells undergo a metabolic shift that favors high rates of glycolysis and
lactic acid fermentation even in the presence of sufficient oxygen
(Warburg effect) that is ideal for energy production in a rapid pace [8].
Other alterations in cancer cells include high biosynthetic rates and
increased levels of reactive oxygen species (ROS) to support the high
bioenergetic demands of rapid and sustained proliferation [9-11].

Because of the complexity of the biochemical scenario of cancer cell
metabolism, proteomic analysis has been used to map the molecular
state of cell cultures lines, tissues and fluids [12-16], and the discov-
ery of protein biomarkers for early detection and monitoring of cancer
evolution and responses to therapeutic treatments [17-19].

Correa et al. [20] isolated and cultured cells derived from the pri-
mary site of two breast cancer patients from Brazil, and named them
MACL-1 and MGSO-3 cell lines. Histological and genetic analyses of
the tumor tissues shown that MACL-1 was originated from a luminal
A subtype carcinoma (ER+/PR+/HER2—) while MGSO-3 was derived
from a ductal carcinoma in situ (ER—/PR—/HER2+) but both cell lines
lost these markers over cell culturing and they currently have a TNBC
phenotype (ER—/PR—/HER2-)[21].

In this study, we sought to determine the proteome signature
of MGSO-3 and MACL-1. We conducted a TMT-based proteome
analysis of MGSO-3, MACL-1, the non-tumorigenic epithelial cells
MCF-10A, and the well-stablished breast cancer cell line MDA-MB-
231, originated from a metastatic site. We were able to provide a
comprehensive proteomic map, quantifying most enzymes involved in

the B-oxidation, tricarboxylic acid cycle (TCA), and oxidative phospho-

rylation (OXPHQOS). Data suggest a negative regulation of the Warburg
effect for MGSO-3 and MACL-1 cells.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Cell culture

MCF-10A, MGSO-3, MACL-1, and MDA-MB-231 were grown in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma) 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%
CO,. After reaching a cell monolayer with >90% confluence, cells were
washed three times with phosphate buffer (PBS), pH 7.4, subsequently
washed with sterile saline solution three times. Four replicates of each
cell type were harvested and collected in low-binding tubes (Eppen-
dorf) in the presence of 1 ml of a solution containing protease inhibitor
(mini EDTA-free complement, Roche). Samples were centrifuged at
3000xg for 5 min, the supernatant was removed, and the cells were
kept at —70°C until further use.

2.2 | 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
[22]. Briefly, 50 ul of lysis buffer composed of urea 6 M; thiourea
2 M; tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP) 10 mM;
chloroacetamide 40 mM; and triethylammonium bicarbonate (TEAB)
20 mM was added to each sample. Tip sonication on ice bath was used
to shear DNA filaments and enhance cell lysis. Then, the samples were
incubated for 2 h at room temperature. Protein quantification was per-
formed 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 h at room temperature. Trypsin (Promega) was
added (1:50 enzyme/protein ratio) and the samples were incubated for
16 h at room temperature. Reaction was quenched with TFA (final con-
centration 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 pep-
tides from each cell line used in this study. Samples were kept at —20°C

until further use.

2.3 | Peptide labeling and sample pre-fractionation
The TMT 10plex (Thermo) was used to label 25 ug from each experi-
mental condition (MCF-10A, MGSO-3, MACL-1, MDA-MB-231, and
Samples’ Pool) following the manufacturer’s protocol. Samples were
combined in equal amount and subjected to offline high-pH reverse-
phase fractionation. Samples were resuspended in ammonium formate
20 mM (pH 10) and loaded in the Sep-Pak SPE (Waters) equilibrated
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TABLE 1 Top-scoring KEGG pathways related to the regulated datasets

KEGG term Count
Ribosome 87
Spliceosome 65
Carbon metabolism 56
Protein processing in endoplasmic reticulum 69
Proteasome 31
Citrate cycle (TCA cycle) 22
Ribosome biogenesis in eukaryotes 40
Oxidative phosphorylation 52
RNA transport 60
Biosynthesis of amino acids 33
Glycolysis/gluconeogenesis 28
Protein export 14
Valine, leucine, and isoleucine degradation 20
Pyruvate metabolism 18
Endocytosis 61
Metabolic pathways 230
Phagosome 41
Fatty acid degradation 17
Propanoate metabolism 13
Fatty acid metabolism 18
Vasopressin-regulated water reabsorption 17
DNA replication 15
mRNA surveillance pathway 27
NAFLD 38
2-Oxocarboxylic acid metabolism 9
Fatty acid elongation 11
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 20
RNA degradation 22
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Adjusted p-value

% p-value (Benjamini-Hochberg)
4.7 2.00E-38 5.40E-36
3.5 6.30E-20 8.70E-18
3.0 1.40E-17 1.30E-15
3.7 6.10E-16 3.40E-14
1.7 1.90E-15 8.70E-14
1.2 1.60E-11 5.50E-10
21 2.30E-11 7.10E-10
2.8 2.70E-11 7.40E-10
3.2 1.50E-10 3.50E-09
1.8 1.90E-09 4.10E-08
1.5 4.10E-07 7.60E-06
0.7 4.90E-06 8.40E-05
1.1 2.10E-05 3.30E-04
1.0 2.60E-05 3.70E-04
3.3 3.10E-05 4.30E-04
12.3 4.60E-05 6.00E-04
22 1.40E-04 1.70E-03
0.9 2.10E-04 2.50E-03
0.7 3.70E-04 4.10E-03
1.0 3.70E-04 4.10E-03
0.9 3.90E-04 4.20E-03
0.8 4.10E-04 4.20E-03
1.4 6.40E-04 6.30E-03
20 1.40E-03 1.30E-02
0.5 1.70E-03 1.50E-02
0.6 2.10E-03 1.80E-02
1.1 3.00E-03 2.50E-02
1.2 3.80E-03 3.10E-02

KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; TCA, tricarboxylic acid cycle.

previously with ammonium formate 20 mM (pH 10). On-column
samples were washed three 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 eight concatenated fractions. Samples were dried down using a
vacuum centrifuge and stored at —20°C until further use (Figure S1A,

Supporting Information).

2.4 | Mass spectrometry analysis

Samples were resuspended in 0.1% acid formic (solvent A) and loaded
on a pre-column (3 cm long x 100 um inner diameter) packed with the
resin Reprosil-Pur C18-AQ (5 um particle size) using the EasyLC HPLC
system (Thermo) at 20 ul/min. Peptide separation was achieved in the
analytical (20 cm long x 75 um inner diameter) reverse-phase column

packed with the resin Reprosil-Pur C18-AQ (3 um 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 wl/min. Eluted peptides were analyzed online in the mass spec-
trometer 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 3 x 106 ions or 120 ms, 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 colli-
sion energy). Fragment ions were accumulated for up to 1 x 10° 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
15s.
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1 ACADL P28330 ND ND ND ND ND ND ND ND
2 ECHS1 P30084 04887 8.95E-05 * 04540 6.31E-05 *  -08056 2.01E-05 *  0.2818 3.93E-03
3 HADH Q16836 0.3028 1.92E-02 04831 7.97E-04 * -06904 2.52E-05 * o6llge 7.97E-05 *
4 ACAA2 P42765 -0.3362 1.03E-01 06883 542E-03 *  -0.1463 4.61E-01 06867 4.05E-03 *
5 ACOX1 Q15067 0.1031 5.19E-01 -0.3146 6.22E-02 -0.2109 1.97E-01 -06105 1.39E-03 *
6 HSD17B4 P51659 0.5888 2.04E-09 *  -0.3003 9.70E-06 -0.4572 3.85E-03 0998 1.62E-10 *
7 EHHADH Q08426 ND ND ND ND ND ND ND ND
8 ACAA1 P09110 05807 275E-03 *  -0432 527E-05 *  -ilfioe4 2.04E-06 *  -06117 4.08E-03 *
FIGURE 1 Regulation profile of the proteins associated with the 3-oxidation across the cell lines. Schematic representations of the 3-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 ANOVA p-value < 0.05, log2-ratio < —0.38 (downregulated) or log2 ratio > 0.38 (upregulated). Reg.,
regulated; MC, MCF-10A (non-tumorigenic epithelial cells); MG, MGSO-3 (cell line derived from primary breast carcinoma); MA, MACL-1 (cell line
derived from primary breast carcinoma); MD, MDA-MB-231 (breast cancer cell line). ANOVA, analysis of variance; ND, not detected

2.5 | Statistical and bioinformatic analyses

Raw mass spectra were analyzed using the MaxQuant software (ver-
sion 1.6.1.0). Proteins were identified by searching the experimental
spectra against the human UniProt FASTA sequence database down-
loaded in June 2019 (26,468 entries). Error tolerance for first peptide
search set at 20 ppm and main peptide search set at 4.5 ppm.
Trypsin was selected as proteolytic enzyme 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. Protein FDR was controlled at 1%. We only
analyzed proteins quantified in the four technical replicates of all
the four cell lines analyzed. Protein intensity has been transformed
into log2 and normalized using median values. We used one-way
ANOVA test considering p < 0.05 and 1.3-fold change (+0.38 log2
fold-change) to define regulated proteins among cell lines. 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).

2.6 | Data availability

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE [23] partner repository
with the dataset identifier PXD028400.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | Experimental design and proteome datasets

To characterize the molecular grounds of the carcinoma-derived pri-
mary cell lines MGSO-3 and MACL-1, we used a TMT-based pro-
teomics and compared their proteomes with the proteome of normal
epithelial cells (MCF-10A) and metastatic-derived breast cancer cell

line (MDA-MB-231). We created a reference group (pool) composed
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of equal peptide amounts from each cell line (Figure S1A, Supporting
Information). As shown in the principal component analysis (PCA) plot,
the pools’ datasets grouped nicely in the center of the plot indicat-
ing that they indeed represent an equimolar protein composition from
all four cell lines used in the study (Figure S1B, Supporting Informa-
tion). It is also possible to observe that all four replicates from each
cell line are in the same cluster in the PCA, indicating a good experi-
mental reproducibility. MGSO-3 and MACL-1 clusters are closer in the
PCA suggesting that these datasets are more similar with each other
than with MDA-MB-231 or MCF-10A. The same conclusion can be
drawn from the heat map (Figure S1C, Supporting Information) where
it is possible to observe that the MACL-1 and MGSO-3 datasets were
clustered together (column dendrogram). We believe that these results
reflect the fact that we are comparing the proteome of two breast
cancer cells derived from primary sites (MACL-1 and MGSO-3) with
a metastatic breast cancer cell line (MDA-MB-231) and an epithelial
cell line (MCF-10A). Figure S2 (Supporting Information) represents the
distribution of the regulated proteins by means of volcano plots. All
proteins quantified in this study are presented in Table S1 (Supporting

Information).

3.2 | Pathway analysis highlights important
proteins for the breast cancer cell metabolism

Table 1 represents the most confident KEGG terms associated with
the regulated proteins. The number of terms with low p-values (high
confidence) related with cell metabolism drawn our attention, and
we decided to focus our analysis on them. The canonical energy
metabolism terms that were the most associated with our datasets
were “citrate cycle (TCA cycle)” (p-value = 1.60E-11), “OXPHOS”
(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-MB-231 can be found in the Supporting
Information (Figures S3-S7).

3.3 | Regulation profile of proteins associated with
the fatty acid metabolism

Proteins involved in fatty acid §-oxidation were found differentially
regulated in all cell lines used in this study (Figures S3 and S4, Sup-
porting Information). We were able to quantify most key enzymes
associated with the -oxidation (Figure 1). Interestingly, we observed
that most proteins involved in this process were downregulated
in the primary breast cancer-derived cells MGSO-3 and MACL-1,
while the opposite regulation profile was observed for the MDA-
MB-231 proteins. An exception was observed for the carnitine O-
palmitoyltransferase 2, mitochondrial (CPT2), which was observed
upregulated in MGSO-3 and MACL-1 cell lines and downregulated in

Proteomics and Systems Biology

(A) D-Glucose SO OO

© extracellular

g
Glucose-1P é Glucose-6P 4‘7.1Y Gl .
- Glucose

4
Fructose-1,6BP ﬁ Fructose-6P

5 AP ATP

3 ADP AT

app AP HO

T > 1,3-BPGM 3-PG i» 2-PG <—l> PER, o
8 10 44 KA
ATP

<: Glyceraldehyde-3P
+

NAD® .
Dihydroxyacetone-P pi  NADH:+H

Pyruvate
, Ename D MC MG MA MD
(Gene) (Protein) (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg. (log-ratio) (pval) Reg.
1 HKT  P19367 -0.800 527E-02 0.2§83 6.80E-03 0.2p27 987E03 08216 205E05 *
1 HK2 P52789 -0§077 1.97E-02 03§80 1.17E-02 04§80 246E-03 *  -08141 3.14E-03 *
2 PGM1 P36871 0573 9.50E-07 *  0.4f4 387E-03 *  0.1P81 1.84E-01 02§98 8.84E-02
3 GPl POG6744 -0.0509 8.26E-01 00476 8.37E-01 0165 379E-02 * 02§32 264E-01
4 PFKP Q01813 0.1}93 570E-01 08125 247602 *  OB259 812603 * 065 10302 *
5 ALDOA P04075 -0.f002 5.42E-01 0.0p79 8.64E-01 K810 7.02E:04 *  04f88 8.13E:03 *
5 ALDOC P09972 -0.4330 3.24E-01 0.0p12 6.46E-01 05333 221E-02 04g51 532603 *
6 TP Pe0174 -0B9%s 212603 * 02§12 127E-01 04315 420601 o8fifd 89305 *
7 GAPDH P04406 -0.§528 1.91E-01 02453 4.42E-02 -0%065 2426-03 * 0984 436E-07 *
8 PGKI P00558 -08575 3.07E-02 04f03 B90E03 *  -0.0322 8.33E-01 04§55 631E03 *
9 PGAM1 P18669 08891 372606 * 05§03 142608 *  03F91 2.50E-04 0342 287604
10 ENO1 P06733 -0B513 1.10E03 * 02§80 6.05E-02 0552 2.03E-02 09HB8 3.04E08 *
10 ENO2 P09104 -0%839 4.926-02 * 01§83 6.71E-01 -0%582 1.14E-01 004 287E-03 *
10 ENO3 P13929 -08902 1.73€-02 06§88 35305 * 05064 304604 *  -0.0270 B.O7E-01
11__PKM _ piagts -02990 8.20E-03 03f70 1.31E03 *  -0.0433 6.66E-01 0354 135603 *

(B) GAPDH —— e —

B-ACH e — S—— S—

0.6
#P=0.0003

£ $p<0.0001 #P=0.0009
- $)
© 0.4 T P < 0.0001
<™ T
& e —+
X
&

0.2+
g == |5_L|

0.0

mC MG MA MD

Cell lines

FIGURE 2 Regulation profile of the proteins associated with the
glycolysis across the cell lines. (A) Schematic representations of the
glycolysis pathways in the cytosol (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 ANOVA p-value 0.05
and log2-ratio < —0.38 (downregulated) or log2 ratio > 0.38
(upregulated). (B) Validation of GAPDH abundance by western blot.
Data are expressed as mean =+ standard deviation (n = 3). ANOVA
corrected with Tukey, # versus MC and $ versus MA. Reg., regulated;
MC, MCF10A (non-tumorigenic epithelial cells); MG, MGSO-3 (cell
line derived from primary breast carcinoma); MA, MACL-1 (cell line
derived from primary breast carcinoma); MD, MDA-MB-231 (breast
cancer cell line). ANOVA, analysis of variance; 1,3-BPG,
1,3-bisphosphoglycerate; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase; PEP, phosphoenolpyruvate; 3-PG: 3phosphoglycerate

MDA-MB-231 (Table S1, Supporting Information). CPT2 is a compo-
nent of the carnitine system, which is involved in the transport of fatty
acids across mitochondrial membranes. Park et al.[24] have shown that
CPT genes play animportant role in TNBC tumorigenesis. CPT2 knock-
out in MDA-MB-231 inhibited transwell migration and cell growth
[24].
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1 LDHC PO07864  -18448 327E-08 * 09826 160E-05 * 0.6B78 3.48E-04 * AMo61 123E-07 *
2 PDHA1 P08559  -0.4136 2.10E-03 0.2672 3.21E-04 0.4B58 4.44E-07 * -0.0266 6.50E-01
2 PDHB P11177  -0.4194 1.35E-03 0.1716 7.79E-03 0.2830 9.97E-05 0.1883 2.58E-02
3 ME2 P23368 -04835 2.66E-07 * 04943 1.35E-06 * 04888 1.79E-07 * 08131 1.18E-08 *
4 PCK2 Q16822  -0.1755 1.59E-01 0.2523 5.03E-02 05§12 6.16E-04 * 0991 6.61E-06 *
5 PC P11498  0.0B42 6.81E-01 0.2§75 3.92E-03 0.0940 2.67E-01 -0.3584 5.20E-04
6 CS 075390 0.4B09 2.02E-04 * -0.0398 6.80E-01 -0.1022 2.97E-01 04645 1.88E-04 *
7 ACO2 Q99798 ND ND ND ND ND ND ND ND
8 IDH2 P48735 -08053 7.66E-05 * 0.3813 2.46E-03 0.2B64 8.12E-03 634 1.14E-10 *
9 OGDH Q02218  -0.876 1.84E-02 0.1939 1.55E-02 0.3698 1.06E-04 -0.3267 3.45E-04
10 SUCLA2 Q9P2R7  0.0170 5.34E-01 0.2§26 3.78E-08 0.369 4.98E-09 06288 361E-12 *
10 SUCLG2 Q96199  -05110 5.49E-07 * 04891 942607 * 0.5862 7.66E-08 * 08228 4.12E-07 *
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FIGURE 3

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 ANOVA p-value < 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 (cell line derived from primary breast carcinoma); MA, MACL-1 (cell line derived

from primary breast carcinoma); MD, MDA-MB-231 (breast cancer cel
acid cycle

Dysregulation of lipid metabolism in cancer cells is one of the most
studied phenomena since it is important to produce the needed build-
ing blocks for the synthesis of cholesterol, membrane lipoproteins,
and as energy source [25]. During the reprogram of the bioener-
getic metabolism in cancer cells the inhibition of lipid metabolism
promotes cell survival in the tumor microenvironment by reducing
fatty acid oxidation and ROS overproduction that correlates with
proliferation, invasion, and metastatic potential [26, 27]. In this
work, we observed the downregulation of enzymes associated
with mitochondrial g-oxidation, which may suggest a more aggres-
sive phenotype for MACL-1 and MGSO-3, which is in line with

I line). ANOVA, analysis of variance; ND, not detected; TCA, tricarboxylic

previous reports showing that these cells have high proliferation
rates[21].

Uptake of exogenous fatty acids released by cancer-associated
adipocytes and de novo synthesis of fatty acids by cancer cells may
have different roles in proliferation and malignancy capacities [25,
28-30]. A meta-analysis study based on transcriptomic data from dif-
ferent molecular phenotypes of breast cancer showed that TNBCs
have higher expression of genes related to uptake and storage of
exogenous fatty acids. In turn, less aggressive receptor-positive breast
cancers have higher expression of genes related to de novo synthesis
of fatty acids [25].
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Complex II SDHA  P31040 -0.2584 4.14E-03 02871 1.25E-02 0.1406 8.60E-02 03866 1.43E-04 *
Complex Il SDHB  P21912 -0.2433 4.65E-04 0.2§01 8.76E-05 0.2804 5.17E-04 -0.1999 2.33E-03
Ubiquinine (Q)  COQ9 075208 0.0158 8.67E-01 0.2p47 1.21E-02 03901 7.63E-04 *  -04440 240E-04 *
Complex Il  UQCRC1  P31930 05§19 8.84E-08 04599 2.81E-05 -0.4876 7.52E-03 -0.2496 9.34E-04

Cyto C COX7C  P15954 -0.{566 1.51E-01 0.2217 4.90E-02 0.2858 3.78E-02 04139 8.41E-03

Complex |V NDUFA4 000483 -0f847 2.15E-09 06875 4.39E-08 * 07807 3.35E-09 *  -04419 3.56E-06 *
ATP synthase ~ ATPSF1A  P25705 -0.0669 9.48E-02 01775 2.70E-04 0.3§08 5.64E-07 -0.0918 2.73E-02
ATP synthase  ATPSF1EP2 Q5VTUS -0.4801 5.54E-01 0.2B67 4.68E-02 0.3836 2.35E-02 04658 6.63E-04 *
ATP synthase ~ ATPSMC1  P05496 -0.0022 9.89E-01 0.0p50 9.74E-01 10086 6.30E-06 *  -l629 6.02E-08 *
ATP synthase ~ ATPSME  P56385 0.6823 1.94E-05 06363 1.81E05 * 05063 1.91E-04 * 0.3#12 4.80E-03
ATP synthase ~ ATPSMF  P56134 0.4805 3.27E-03 0.0038 4.59E-01 0.0437 7.28E-01 04136 4.32E-03 *
ATP synthase ~ ATPSPF  P18859 0.6085 3.79E-03 08094 383E-04 *  -0B671 20204 * 0790 589E-04 *
ATPsynthase ~ ATP5PO  P48047 0.3§70 1.55E-03 04235 7.41E04 * 04087 1.00E-03 * 02736 1.56E-02

FIGURE 4 Regulation profile of the proteins associated with OXPHOS across the cell lines. Schematic representations of the OXPHOS 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 ANOVA p-value < 0.05 and log2ratio < —0.38 (downregulated) or log2

ratio > 0.38 (upregulated). Reg., regulated; MC, MCF-10A (nontumorigenic epithelial cells); MG, MGSO-3 (cell line derived from primary breast
carcinoma); MA, MACL-1 (cell line derived from primary breast carcinoma); MD, MDA-MB-231 (breast cancer cell line). ANOVA, analysis of
variance; OXPHOS, oxidative phosphorylation

34 |

Regulation profile of proteins associated with

the glucose metabolism

We mapped most key enzymes involved with glycolysis (Figure 2A),
TCA (Figure 3), and OXPHOS (Figure 4). Regarding glycolysis
(Figure 2A, and Figure S5, Supporting Information), most enzymes
were found upregulated in the cancer cell lines but mainly in MGSO-3
and MDA-MB-231. The glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) is an important enzyme with therapeutic potential since
is involved in the production of NADH associated to several cellular
processes crucial to cancer evolution and proposed as target in cancer

therapy [7, 31] (Figure 2A, reaction # 7). This enzyme was found down-

regulated in MACL-1 and upregulated in MDA-MB-231, however, due
to the stringent regulation criteria used in the study (p-value < 0.05;
—0.38 < log2 fold-change > 0.38), GAPDH was not found significantly
regulated in MGSO-3 (log2-ratio = 0.25; p-value = 0.04). Nonetheless,
because of its relevance in cancer biology, we decided to validate
the abundance of GAPDH across all cell lines by western blotting.
Validation confirmed that GAPDH is less abundant in MCF-10A and
MACL-1 (approximately two-fold) than in MDA-MB-231 and MGSO-3
(Figure 2B).

Pyruvate is produced in the end of glycolysis and its fate relies
on oxygen availability. In anaerobic conditions, pyruvate is converted

to lactate by lactate dehydrogenase (LDH), which is overexpressed in
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FIGURE 5 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 analysis of variance (ANOVA) p-value < 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 (cell line derived from primary breast
carcinoma); MA, MACL-1 (cell line derived from primary breast carcinoma); MD, MDA-MB-231 (breast cancer cell line)

tumor cells to maintain the high glycolytic influx [32]. The L-lactate
dehydrogenase C chain (LDHC) was found upregulated in MGSO-3 and
MACL-1 and downregulated in MCF-10A and MDA-MB-231 (Figure 3,
and Figure S5, Supporting Information). Several studies have shown
an association between increased expression of glycolytic enzymes
such as GAPDH and LDH with cancer progression and chemotherapy
resistance [33-35].

In aerobic conditions, pyruvate is translocated to mitochondria
where TCA and OXPHOS take place. As shown in Table 1, the KEGG
terms “citrate cycle (TCA cycle)” and “OXPHQOS” were significantly
associated with the datasets (p-value = 1.60E-11 and p-value = 2.70E-
11, respectively). Indeed, as shown in Figure 3, several key enzymes
from TCA were found upregulated in MGSO-3 and MACL-1. In con-
trast, only downregulated TCA enzymes were found in MDA-MB-231
(Figure 3, and Figure Sé, Supporting Information). We believe that
these alterations in the TCA cycle are a consequence of the repro-
gramed metabolism in primary cancer cells, which makes them more
sensible to TCA inhibitors, an alternative in the treatment of disease
[36].

OXPHOS occurs in the mitochondrial inner membrane, and it is
the final phase of aerobic catabolism. Most OXPHOS proteins from
MGSO-3 and MACL-1 were found upregulated while for MDA-MB-
231 these proteins were found downregulated (Figure 4, and Figure S7,

Supporting Information). The proteomic data may suggest that aerobic

pathways (TCA cycle and OXPHQOS) are more active in the cells derived
from primary carcinomas (MGSO-3 and MACL-1) compared with the
MDA-MB-231.

The Warburg effect is the metabolic shift of cancer cell basal
metabolism from aerobic pathways (TCA and OXPHQS) to anaerobic
pathways (glycolysis and fermentation) to produce energy at rapid rate,
which is beneficial for highly proliferative cells [37, 38]. We observed
several enzymes and protein complexes associated to the TCA cycle
and OXPHOS upregulated in MGSO-3 and MACL-1 compared with
MDA-MB-231, suggesting that MGSO-3 and MACL-1 cells favor aero-
bic means to produce energy (negative Warburg effect). It is important
to stress, though, that we quantified protein abundances rather than
protein activities. Thus, more experiments are required to validate our
hypothesis that the mitochondrial respiration is increased in MGSO-3
and MACL-1 cells than in MDA-MB-231.

3.5 | Regulation profile of proteins associated with
cell apoptosis

Impairment in the electron transport chain may lead to cell apopto-
sis [39], and proteins related to apoptosis were found regulated in our
study (Figure 5). BAX is a pro-apoptotic protein encoded by the Bax

gene. It belongs to the Bcl-2 protein family and participates in signaling
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pathways associated with breast cancer. BAX inhibits the mitochon-
drial 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 mitochondrial
membrane permeability, which is a “point of no return” in apoptosis
[40], as it releases cytochrome C into the cytosol leading to apopto-
sis via caspases activation. BAX have been reported to be involved in
tumorigenesis, as BAX expression increases in primary cancer cells to
then decreases in metastatic cells [41, 42]. The 14-3-3 is a family of
adaptors that activates or inhibits cell proliferation and differentiation
pathways. The 14-3-3¢ is an anti-apoptotic agent as it inhibits BAX
in the cytosol. On the other hand, the 14-3-3¢ is an apoptotic agent
as it binds to the phosphorylated BAD, preventing the anti-apoptotic
action of Bcl-2/xL. In this study, we observed BAX upregulated in
MGSO-3 and MACL-1 and downregulated in MDA-MB-231 and MCF-
10A. The anti-apoptotic protein 14-3-3¢ was found downregulated in
MGSO-3 and MACL-1 and upregulated in MDA-MB-231. The 14-3-
3¢ was upregulated in MDA-MB-231 and downregulated in MCF-10A
(Figure 5). Altogether, data suggest that apoptosis is more active in the
primary cancer cells, as we observed BAX upregulated and 14-3-3¢
downregulated in MGSO-3 and MACL-1 (Figure 5).

4 | CONCLUSION

Cell models for breast cancer have been extensively used in the search
for molecular signatures of oncogenic mechanisms and tumor pro-
gression. We reported, for the first time, the proteome signature of
breast cancer cell lines that have been isolated from the primary
site of two Brazilian patients - which is important as it increases in
number and genetic variability the available breast cancer cell lines.
Importantly, their proteome data were made available for the scien-
tific community seeking to compare them with others. In comparison
with the metastatic cell line MDA-MB-231, the proteome of MGSO-3
and MACL-1 suggest that these cell lines have a metabolic adaptation
corresponding to a negative regulation of the Warburg effect in addi-
tion to a pro-apoptotic status. Bearing in mind all the limitations that
an in vitro study represents, including the use of four replicates (n = 4)
and four cell lines (MCF-10A, MGSO-3, MACL-1, and MDA-MB-231),
our data improves the current knowledge on these types of cell lines
and may contribute to a better understanding of the breast cancer

tumorigenesis.
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Chapter 8
Cardioproteomics: Insights
on Cardiovascular Diseases

Check for
updates

Brenda Raissa-Oliveira, Ana Carolina Lara-Ribeiro, Jilia Rezende-Ribeiro,
Ana Beatriz Queiroz Bahia, and Thiago Verano-Braga

8.1 Introduction

Cardiovascular diseases (CVDs) encompass a range of conditions, including coro-
nary heart disease, cerebrovascular disease, and cardiomyopathies, among others.
These diseases constitute a significant global health problem, ranking as the pri-
mary cause of mortality worldwide. To illustrate this problem, in 2019 only, CVDs
were responsible for a staggering 18.56 million deaths, accounting for 33% of all
global fatalities, as illustrated in Fig. 8.1a.

While high-income countries have made progress in reducing CVD-related mor-
tality rates, lower-middle and upper-middle income countries are still experiencing
an upward trend in such deaths (Fig. 8.1b). But it is worth noting that the COVID-19
pandemic had a significant effect on the cardiovascular health of populations world-
wide, including those high-income countries. To illustrate, in 2020, the United
States witnessed a notable increase in CVD-related deaths, making the 2019-2020
period the highest yearly rise, as reported in the recent report from the American
Heart Association [1].
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Fig. 8.1 Global burden of cardiovascular diseases (CVDs). (a) Noncumulative number of all
deaths and CVD-related ones from 1990 to 2019 worldwide. (b) Noncumulative number of deaths
due to CVDs from 1990 to 2019. Countries were grouped by the World Bank Data classification.
(Data was retrieved from https://ourworldindata.org/causes-of-death)

Proteomics has proven its efficacy in the study of CVDs, offering valuable
insights into the discovery of novel promising biomarkers, potential drug targets,
and the broader pursuit of personalized medicine. In this review, our main objective
was to spotlight key breakthroughs in the application of proteomics for the study of
CVDs, with a specific emphasis on cardiomyopathy and ischemic heart diseases.

8.2 Atherosclerosis

Atherosclerosis is an artery intimal layer disease characterized by atherosclerotic
plaque formation and its thickening which can progress for decades clinically silent.
Atherosclerosis is involved in ischemic diseases such as coronary heart disease,
cerebrovascular disease, and peripheral arterial disease. Myocardial infarction (MI)
and stroke may occur as direct consequences of plaque rupture [2]. The main molec-
ular and cellular aspects of the physiopathology of atherosclerosis are summarized
in Fig. 8.2. Next, each step of the atherosclerotic plaque formation will be presented
at the proteome level.

8.2.1 Endothelial Dysfunction

Since it is difficult to obtain ECs from patients to study the endothelial dysfunction,
Tan et al. [5] sought to determine whether the proteome of circulating endothelial
colony-forming cells (ECFCs), which can be isolated from blood samples, could be
used to identify patients with endothelial dysfunction. The authors sampled blood
from 11 young adults (55% women, aged 27 + 5 years) to isolated ECFCs. As
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Fig. 8.2 Atherosclerosis pathway. A representation of the atherosclerosis process, where various
risk factors, including lipid deposition, hypertension, inflammatory factors, and hyperhomocyste-
inemia, contribute to endothelial dysfunction. This dysfunction increases endothelial permeability,
facilitating the accumulation of LDL in the intima layer. Oxidized LDL (oxi-LDL) triggers the
upregulation of MCP-1, IP10, VCAM, and ICAM-1 in endothelial cells (ECs), leading to the
recruitment of circulating monocytes. Additionally, cytokines produced by ECs promote the
recruitment of other inflammatory cells, such as dendritic cells, mast cells, and lymphocytes. In the
vascular wall, monocytes transform into macrophages, absorbing oxidation-specific epitopes and
forming macrophage foam cells. These foam cells exhibit upregulation of protein related to cho-
lesterol metabolism and lysosomes while downregulating proteins from NOD-like receptor and
C-type lectin receptor pathways. Macrophage foam cells release inflammatory signals, further
promoting the recruitment of inflammatory cells and oxi-LDL formation. Smooth muscle cells
(SMCs) also take up oxi-LDL via lipoprotein lipase (LPL) receptors, leading to the formation of
muscle-derived foam cells. Cytokines produced by inflammatory cells in the intima may alter the
phenotype of SMCs, converting them into synthetic SMCs with reduced contractility. Synthetic
SMCs exhibit downregulation of alpha-SMA, SM-MHC, alpha-actin, vimentin, ATP5B, and
ALDH?2 and are associated with calcification development while inhibiting the regulation of min-
eralization molecules [3, 4]

reported, the proteome of dysfunctional ECFCs exhibited SPARC (approx. Ninefold
increase), PTX3 (approx. Sixfold increase), LUM (approx. 21-fold increase), and
CD36 (approx. 13-fold increase) when compared with the proteome of functional
ECFCs, representing potential new markers for endothelial dysfunction that can be
assessed in blood samples.

8.2.2 Inflammation

Macrophage foam cells undergo proteome changes. In 2003, a paper reported the
identification of 37 proteins from the human monoblastic leukemia (U937) cell and
macrophage-derived foam cell [5, 6]. More recently, Zhang et al. [7] used a TMT-
based LC-MS/MS strategy to identify and quantify 5146 proteins in macrophage
foam cells obtained in vitro after collecting human peripheral blood mononuclear
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cells (PBMCs) from healthy young adult volunteers (aged 18-21 years old). The
authors reported 182 regulated proteins when comparing the proteome of foam cells
vs. macrophages. The upregulated proteins in foam cells (130 proteins) were mainly
associated with lipid transport and response to LDL particle (GO biological pro-
cesses) and with glycosaminoglycan degradation and immune response (KEGG
pathways).

Extracellular vesicles (EVs) secreted by macrophage foam cells may modulate
the activity of smooth muscle cells (SMCs). A proteomic study of EVs isolated
from blood collected from 50 individuals — 25 healthy subjects and 25 patients with
atherosclerosis — revealed 269 proteins differentially regulated in foam cell-derived
EVs (FC-EVs) when compared with normal macrophage-derived EVs (NM-EVs).
Regulated proteins are related to actin cytoskeleton regulation and focal adhesion
pathways in vascular smooth muscle cells (VSMCs) [8]).

8.2.3 Calcification

In atherosclerosis, cytokines secreted by inflammatory cells present in the intima
may induce phenotype changes in VSMCs leading to synthetic phenotype (syn-
thetic VSMCs) with loss of contractility, calcification, and arterial stiffness [9]. The
change in phenotype implies a proteome regulation in affected vascular cells. For
example, synthetic VSMCs possess downregulation of contractile proteins such as
alpha-smooth muscle actin (alpha-SMA) and smooth muscle-myosin heavy chain
(SM-MHC). Using two-dimensional electrophoresis (2-DE) and LC-HRMS/MS,
Viiri et al. [10] compared the proteome of VSMCs derived from carotid artery ste-
nosis, obtained from plaque-derived intimal SMCs (AthSMCs), with control vascu-
lar cells, obtained from human medial thoracic aorta-derived SMC (AoSMC). The
relative comparison of AthSMCs’ and AoSMCs’ proteomes by 2-DE led to the
identification of 13 spots differentially regulated out of 84 spots analyzed by
LC-HRMS/MS and successfully identified after search in protein database. Since
inflammation is the driven force for VSMCs’ phenotype change (Fig. 8.2), the
authors treated AoSMCs with TNFa and observed the intensity reduction of actin-
related spots in 2D-GE, which is in line with the synthetic VSMCs’ phenotype with
loss of contractility. Furthermore, they reported the downregulation of ATPSB and
ALDH?2 in AthSMCs. ATP5B is a component of the ATP synthase catalytic core in
the complex V of the electron transport chain, and ALDH2 plays an important role
in the detoxication of reactive aldehydes. AthSMCs presented increased levels of
the over-oxidized form of peroxideroxin-4 (PRDX4), an antioxidant protein. The
results suggested mitochondrial damage in AthSMCs, which was confirmed by a
reduction in mitochondrial mass in AthSMCs, which was seen by the significant
reduction in the citrate synthase activity in AthSMCs when compared with AoSMCs.
Finally, the authors compared the AthSMCs’ proteome from symptomatic (n = 6)
and asymptomatic (n = 4) patients. They found annexin 1 (ANXA1), which is a
potent anti-inflammatory agent, significantly increased in asymptomatic patients in
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comparison with asymptomatic patients, and the use of ANXA1 receptor blockade
or gene deletion leads to an increase in pro-inflammatory cytokine production in
VSMCs, highlighting ANXA1 as a potential prognostic marker.

8.3 Coronary Artery Disease

In coronary artery disease (CAD), there is a disruption in the normal blood flow
within the coronary arteries, resulting in inadequate oxygen delivery to the myocar-
dium. This deficiency is primarily attributed to the occlusion of coronary arteries,
typically caused by the development of atherosclerotic plaques. These atheroscle-
rotic plaques can either increase in size or attain a stable state if no further damage
occurs to the endothelium. Stable CAD presents fibrous cap formation, and the
lesion may become calcified over time. Notably, in the serum of patients with stable
CAD, certain proteins associated with cholesterol metabolism exhibit downregula-
tion profiles. These proteins include apolipoprotein Al, apolipoprotein AIV, apoli-
poprotein VI, and the plasmatic protein albumin. This downregulation of
cholesterol-related proteins in serum is an important aspect to consider when study-
ing the pathophysiology and potential biomarkers of stable CAD [11].

Over time, atherosclerotic plaques can expand in size to a degree where they
significantly hinder the blood flow to the myocardial tissue, particularly during peri-
ods of heightened demand (e.g., during physical exercises). This blockage in blood
flow can give rise to the onset of angina symptoms. Ku et al. [12] conducted a cohort
study in which they identified (by untargeted LC-HRMS/MS) and validated (by
targeted LC-MRM/SRM) certain prognosis markers for stenosis in the coronary
arteries. This study involved CAD patients, both symptomatic and asymptomatic,
and control individuals, including or not individuals with diabetes mellitus in all
groups. The authors reported APOC2, CXCL7, DOCK2, and VTDB upregulations
and C4A downregulation as potential earlier markers for CVD in diabetes mellitus
patients, LBP and VITDB downregulations as CAD biomarkers for non-diabetes
mellitus individuals, and the upregulation of APOC2 and VTDB as subclinical bio-
markers for CAD in diabetes mellitus patients.

8.3.1 Myocardial Infarction

Another manifestation of CAD is called acute coronary syndrome (ACS). In ACS,
it usually occurs the rupture of the atherosclerosis fibrous cap plaque resulting in
thrombosis formation and coronary artery occlusion. It is classified as unstable
angina, ST-elevation myocardial infarction (STEMI), and non-ST-elevation myo-
cardial infarction (NSTEMI), according to the presence or absence of the elevation
of ST segment in the electrocardiogram (ECG). Shin et al. [13] reported four poten-
tial protein biomarkers for ACS, including hemopexin (HPX), leucine-rich
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alpha-2-glycoprotein (LRG1), and vitronectin (VTN) upregulated, and fibronectin
downregulated in ACS patients in comparison with healthy individuals.

Stable CAD possesses a proteome signature different from ACS, as demonstrated
by Darder et al. [14] using 2D-DIGE and MALDI-MS. The authors reported new
potential markers for ACS, including alpha-1-B-glycoprotein (A1BG), ficolin-3
(FCN3), serum amyloid P-component (APCS), tetranectin (CLEC3B), transthyretin
(TTR), vitamin D-binding protein (GC), and zinc-alpha-2-glycoprotein (AZGP1).

Mitochondria emerge as promising targets for both the identification and preven-
tion of myocardial infarction (MI). These organelles play a critical role in determin-
ing cell fate when exposed to stress, particularly during ischemia-reperfusion events,
where cells may undergo apoptosis due to inadequate oxygen and ATP supplies.
When stress occurs, an influx of calcium into the mitochondria ensues, resulting in
heightened cellular permeability, disruption of mitochondrial respiration, activation
of the caspase signaling pathway, and ultimately cell death [15]. The significance of
mitochondria extends beyond diagnosing tissue damage as they also present an
intriguing target for cardioprotection. Analysis of the mitochondrial proteome has
unveiled that ischemic preconditioning boosts the expression of antiapoptotic pro-
tein Bcl-2 and the cardioprotective molecule PKCe. These factors work in harmony
to safeguard mitochondrial integrity [16]. Additionally, Chen et al. [17] have dem-
onstrated that preconditioning triggers the phosphorylation of ALDH2, an enzyme
known to reduce the size of ischemic injuries when activated. Remarkably, they
identified an ALDH2 agonist, Alda-1, which mimics preconditioning and holds
promise as a potential drug for MI prevention.

To gain deeper insights into the development of heart failure (HF) as a conse-
quence of the deleterious progression of CVDs, including myocardial infarction
(MI). Aboumsallem et al. [18] employed a multifaceted approach. They utilized
three distinct mouse models — experimental transverse aortic constriction (TAC),
experimental MI induced by ligation of the left anterior descending artery (LAD),
and a transgenic animal with a phospholamban mutation (PLN-R14%2) — to then
apply a comprehensive workflow encompassing both proteomics and transcrip-
tomics to unravel the intricate molecular mechanisms at play in these cardiac condi-
tions. The authors observed upregulation of proteins involved with “cell death” and
“tissue repair-related pathways” and downregulated proteins associated with “ATP
metabolism,” “energy derivation process,” and “fatty acid oxidation” in all three
models. The authors used the gained knowledge with the murine models to evaluate
potential plasma biomarkers for HF-induced rehospitalization and deaths to find
ANXAI1, CKAP4, CSTB, PRELP, and S100A11 and as interesting candidates [18].

Thus, ongoing research strives to identify novel effective and selective biomark-
ers for MI. In this context, proteomic analyses are highly valuable, capable of
detecting even minor alterations in circulating components that can serve as predic-
tive indicators of pathogenic events at very early stages. Figure 8.3 summarizes the
current biomarkers available for MI (STEMI or NSTEMI) as well as the potential
new biomarkers unveiled by proteomics papers cited before or in a recent review
paper of this topic [19].
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Fig. 8.3 Biomarkers for coronary artery disease (CAD) and myocardial infarction (MI). The clas-
sical (current) markers for CAD and consequent MI are proteins found in the cardiac tissue that can
be released in circulation during ischemia. Also, diagnosis relies on ECG to determine whether
ischemia produces elevation of the ST segment (STEMI) or not (NSTEMI). Potential new bio-
markers represented in the figure were identified by proteomics. Abbreviations: ECG, electrocar-
diogram; NSTEMI, non-ST-elevation myocardial infarction; STEMI, ST-elevation myocardial
infarction

Our research group has recently published two papers unveiling promising find-
ings related to cardioprotective peptides. In a 2019 publication, we explored the
beneficial effects of angiotensin-(1-7), an endogenous peptide of the renin-
angiotensin system (RAS), in an experimental model of myocardial infarction (MI).
In brief, MI was induced surgically in rats through the occlusion of the left anterior
descending coronary artery (LAD ligation). These rats received daily oral adminis-
tration of angiotensin-(1-7) encapsulated in cyclodextrin for either 7 or 60 days,
while control animals were treated with empty cyclodextrin. We conducted a com-
prehensive cardiac proteomic analysis using a TMT-based approach. Our research
revealed the upregulation of CXCR4 following MI, and notably, the treatment with
angiotensin-(1-7) led to a significant reduction in the abundance of this receptor for
pro-inflammatory cytokines. This discovery identifies CXCR4 as a potential molec-
ular target for MI treatment [20].

Furthermore, our investigation ventured into the potential cardioprotective prop-
erties concealed within scorpion venom. Specifically, we examined Ts14 (formerly
known as TsHpt-I), a venom peptide originating from the yellow scorpion Tityus
serrulatus [21, 22]. Ts14 undergoes extensive proteolysis within the venom gland,
resulting in the generation of several cryptic peptides [23]. Intriguingly, one of these
cryptic peptides exhibited properties indicative of cardioprotection. Our research
involved a comprehensive analysis combining proteomics and phosphoproteomics
to unveil its mode of action within cardiomyocytes isolated from the cardiac tissue
of male mice. Notably, this peptide demonstrated the ability to activate the AKT/
eNOS signaling pathway, a well-established player in cardioprotective mecha-
nisms [24].
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8.4 Cardiomyopathy

Cardiomyopathies are described as abnormalities of the myocardium, specifically in
the tissue contraction (systole), relaxation (diastole), or both generating cardiac dys-
function. They are composed of genetic and nongenetic factors and can be classified
into four categories: dilated cardiomyopathy, hypertrophic cardiomyopathy, restric-
tive cardiomyopathy, and arrhythmogenic cardiomyopathy [25-27].

The dysregulation of myocardial signaling due to mechanical stress can occur in
a pressure overload and contribute directly to the development of cardiomyopathies.
The altered biochemical signals together with neurohumoral activation, growth fac-
tors, and cytokines are converted into changes in gene and protein expression, being
determinant for adverse cardiac remodeling [28].

Many protein groups can act like an initiator for the stimulus of cardiac tissue
remodeling such as integrins [29], focal adhesions [30], extracellular matrix [31],
sarcomere [32], and intercalated disc [33]. As the measurement of protein biomark-
ers gives important insights into the physiopathology of cardiac diseases, the
“omics” technologies are extremely helpful tool in the study of pathways and in the
discovery of new pharmacology targets and new biomarkers [34].

8.4.1 Hypertrophic Cardiomyopathy

Hypertrophic cardiomyopathy — also referred to as concentric hypertrophy — may be
driven by increased afterload, heightened sympathetic activity within the heart, or
genetic factors.

In the realm of preclinical research aimed at understanding hypertrophic cardio-
myopathy, murine models treated with isoproterenol (ISO), a B-adrenergic agonist,
provide a valuable avenue. Our research group harnessed this model to gain deeper
insights into this disease. In summary, male mice underwent treatment with ISO
(20 mg x kg~! per day) for 7 days. Cardiomyocytes were subsequently isolated from
the cardiac tissue of animals exposed to either ISO or saline solution (control group).
Pathway analysis using differentially regulated cardiac proteins revealed that ISO-
induced hypertrophic cells displayed a proteome consistent with the inhibition of
“sirtuin signaling pathway” while concurrently activating both “actin cytoskeleton
signaling” and “ILK signaling,” which may represent potential targets for therapeu-
tic intervention. Furthermore, our study unveiled prospective early markers for
hypertrophic cardiomyopathy, including APBB1, GOLGA4, HOOK1, KATNAI,
KIFBP, MAN2B2, and SLC16A1 [35].

In a transcriptomic study, Cluntun et al. [36] treated H9c2 cells with phenyleph-
rine, ISO, angiotensin II, and UK-5099. They observed an increase in MCT4 abun-
dance and together with the hypertrophic profile. MCT4 is the main lactate exporter,
with a pivotal role in tricarboxylic acid (TCA) cycle to finally produce ATP in the
cardiac tissue. Due to the imbalance in ATP production, MCT4 has an important
implication in cardiac hypertrophy. The authors also used a metabolomic approach
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