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RESUMO 

A Lunatina-1 é um peptídeo isolado do veneno do escorpião peruano Hadruroides lunatus que 

induz apoptose em experimentos in vitro na linhagem celular de leucemia promielocítica 

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 câncer de basal-like que representa um câncer de mama triplo negativo com 

alta taxa de recorrência. Ensaio de cinética de absorção de iodeto de propídio (PI, sigla do 

inglês) medidas por um leitor de microplacas Cytation 5 mostrou que a Lunatina-1 induz 

permeabilidade da membrana celular, evidenciada através da marcação positiva para PI, desde 

o primeiro minuto de tratamento (p < 0,05). Além disso, a Lunatina-1 foi capaz de reduzir a 

marcação para Red CellMask, uma sonda de ligação em membrana plasmática, após 5 

minutos de tratamento, indicando que a Lunatina-1 possui ação contra a membrana celular. 

Dados de microscopia eletrônica de varredura demonstraram que a Lunatina-1 induziu danos 

à membrana celular, com redução de microvilosidades desde os primeiros minutos de 

tratamento, e aumento de estruturas semelhantes a poros após 10 minutos. A quantificação do 

número de microvilosidades foi realizada usando os softwares Cell Profiler e CellPose, que 

confirmaram a redução significativa (p < 0,05) das microvilosidades após 10 minutos de 

tratamento com a Lunatina-1. A quantificação das estruturas semelhantes a poros foi realizada 

usando o software Fiji/ImageJ, confirmando o aumento significativo (p < 0,05) no número 

dessas estruturas, sem aumento no seu diâmetro: controle (DMSO 0,5%) = 41,8 ± 2,1 nm vs. 

Lunatina-1 (25 µM) = 42,3 ± 1,2 nm (p > 0,05). Os resultados demonstraram que a Lunatina-1 

causa a morte na linhagem celular de câncer de mama MDA-MB-231 através de mecanismos 

relacionados a diferentes formas de perturbações da membrana celular, sendo classificado 

como um peptídeo disruptivo de membrana (MDP, sigla do inglês), podendo ser um protótipo 

para conjugação com proteínas marcadoras de tumor e peptídeos do tipo Tumor Homing, para 

melhorar a sua seletividade, pois a Lunatina-1 também induziu citotoxicidade contra a 

linhagem celular não tumoral HEK-293. 
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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 PI 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/ImageJ 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 µM) = 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. INTRODUÇÃO  

1.1. Câncer  

O câncer é um problema mundial de saúde pública, sendo responsável, em 2020, por 

cerca de 10 milhões de óbitos no mundo (SUNG et al., 2021). Enquanto, no Brasil, ocorreram 

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

As nomenclaturas “câncer” ou “tumor maligno” são usadas para se referir a um 

conjunto de doenças que apresentam semelhanças, como o crescimento desordenado de 

células, que se mantém de forma excessiva, mesmo com o desaparecimento dos estímulos 

iniciadores, além de apresentarem uma capacidade invasiva, ou seja, de migrarem para tecidos 

próximos e/ou distantes (INCA; WHO). 

O processo de desenvolvimento do tumor, chamado de tumorigênese, acontece em um 

microambiente dinâmico 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 tumorigênese 

(COMINETTI; ALTEI; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2019). Durante o início da tumorigênese 

ocorre, primeiramente, alterações da atividade de reguladores do ciclo celular e o 

estabelecimento do crescimento desordenado. Após essa etapa inicial, surgem mutações 

adicionais que promovem alterações funcionais nas células cancerosas que começam a 

coordenar, além do crescimento, a sobrevivência e a propagação do tumor. Tais alterações 

funcionais são denominadas hallmarks do câncer (Figura 1), sendo elas: i) capacidade de 

sustentação da sinalização, ii) proliferação, iii) instabilidade genômica, iv) reprogramação do 

metabolismo energético celular, v) ativação, invasão e metástase, vi) indução de angiogênese, 

vii) resistência à morte celular, viii) microambiente de inflamação, e ix) evasão 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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imunológico (AMAYA ARBELÁEZ et al., 2021; HANAHAN, 2022; HANAHAN; 

WEINBERG, 2011).  

 

 

Figura 1. Marcadores do câncer: Novas dimensões. Retirado de: (HANAHAN, 2022) 

1.2. Câncer de Mama 

O câncer de mama é o de maior incidência e óbitos entre as mulheres no mundo, sendo 

responsável por mais de 2 milhões de novos casos e 684.996 óbitos em 2020 (SUNG et al., 

2021). No Brasil, ocorreram 19.363 mortes em decorrência do câncer de mama no ano de 

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

A classificação do câncer de mama é diversa, devido à heterogeneidade da doença, 

sendo realizada considerando os aspectos histológicos e moleculares, bem como a sua 

capacidade de invasão (GHANNAM et al., 2023; LOGAN et al., 2015; REED et al., 2015; 

SHEHATA et al., 2019). 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/XtSfl+2ghxa+1Tf7X
https://paperpile.com/c/iFLNK2/XtSfl+2ghxa+1Tf7X
https://paperpile.com/c/iFLNK2/XtSfl+2ghxa+1Tf7X
https://paperpile.com/c/iFLNK2/XtSfl+2ghxa+1Tf7X
https://paperpile.com/c/iFLNK2/ul4jz
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/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q
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A maioria das neoplasias de mama são adenocarcinomas, originadas a partir de células 

que compõem as glândulas produtoras de leite (lóbulos) ou nos ductos lactíferos (Figura 2). A 

terminologia carcinoma é usada para descrever um tipo de tumor que se origina de células 

epiteliais que revestem os órgãos e os tecidos do corpo. Quando analisamos a classificação 

relacionada à localização anatômica, os carcinomas de mama são divididos em ductal e 

lobular. Carcinomas ductais e lobulares podem, ainda, ser classificados em relação ao grau de 

invasividade, como carcinomas ductais in situ (DCIS, sigla em inglês), carcinomas ductais 

invasivos (IDC, sigla em inglês), carcinomas lobulares in situ (LCIS) e carcinomas lobulares 

invasivos (ILC, sigla em inglês) (GHANNAM et al., 2023; LOGAN et al., 2015; SHEHATA 

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

 

Figura 2. Representação gráfica 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 invasão do estroma ou de vasos sanguíneos e linfáticos, 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 definição, 

ocorrem com a permanência das células dentro da unidade ducto-lobular terminal (REED et 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+JGn0Q
https://paperpile.com/c/iFLNK2/XLzUk
https://paperpile.com/c/iFLNK2/XLzUk
https://paperpile.com/c/iFLNK2/XLzUk
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/eBV1h
https://paperpile.com/c/iFLNK2/eBV1h
https://paperpile.com/c/iFLNK2/eBV1h
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5266X
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5266X


18 
 

 

al., 2015), podendo progredir para o carcinoma lobular invasivo, quando ocorre a ruptura da 

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

A introdução da ideia de que o câncer de mama poderia ser classificado mediante ao 

seu perfil molecular foi proposta por Perou et al., 2000, que utilizaram microarranjos de DNA 

para avaliação de amostras oriundas de pacientes com câncer de mama. Neste estudo foi 

proposto a classificação molecular do câncer 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 prática clínica é utilizado análises imuno-histoquímicas baseadas na expressão de 

três receptores: receptor de estrógeno (ER), receptor de progesterona (PR) e receptor tipo 2 do 

fator de crescimento epidérmico (HER2) (AL-THOUBAITY, 2020). Avaliando a expressão 

desses marcadores, o câncer de mama pode ser classificado em cinco subtipos distintos: mama 

normal, luminal A, luminal B, Her2 e basal-like, esse último também denominado triplo 

negativo (ER
-
 / PR

-
 / HER

-
). Outro marcador que também é avaliado é a proteína nuclear não 

histona Ki-67, que é presente em todas as fases ativas do ciclo celular (SOLIMAN; YUSSIF, 

2016) e indica a proliferação celular durante a avaliação imuno-histoquímica (FULAWKA et 

al., 2022) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Classificação molecular dos subtipos de câncer de mama demonstrando sua 

frequência e grau histológico comumente associados. 

Subtipo ER PR HER2 Ki-67 
Grade 

Histológica 

Características 

clínica e 

epidemiológica 

Luminal A ++ ++ - 

 

+ 1 ou 2 Prognóstico favorável, 

menor taxa de 

proliferação.  

Representa, 

aproximadamente, 

40% dos casos. 

Luminal B + 

 

+ - ++ 3 Prognóstico não 

favorável, alta taxa de 

proliferação.  

Representa, 

aproximadamente, 

20% dos casos. 

HER2 

Enriquecido  

- - + Qualquer 3 Pior prognóstico 

comparado ao do tipo 

Luminal, mais 

agressivo.  

Representa, 

aproximadamente, 10-

15% dos casos. 

Basal-like - - - Qualquer 3 O de pior prognóstico, 

mais agressivo, 

nenhum tratamento 

específico. 

Representa, 

aproximadamente, 15-

20% dos casos.  

Abreviaturas: ER, receptor de estrogênio; 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 câncer 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 andrógeno luminal,  variando de acordo com a 

expressão de genes distintos (PRATELLI et al., 2023).  

https://paperpile.com/c/iFLNK2/OvoOf+0m1mU+dt7BH
https://paperpile.com/c/iFLNK2/OvoOf+0m1mU+dt7BH
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https://paperpile.com/c/iFLNK2/OvoOf+0m1mU+dt7BH
https://paperpile.com/c/iFLNK2/OvoOf+0m1mU+dt7BH
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6hx7C
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6hx7C
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6hx7C
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Figura 3. Heterogenicidade do câncer de mama triplo negativo, demonstrando as principais 

características de cada um dos seus subtipos. Retirado de: (MAHMOUD; ORDÓÑEZ-MORÁN; 

ALLEGRUCCI, 2022). 

 

Diferente do câncer de mama basal-like derivado de biópsias 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 câncer de mama basal-like A 

possui características epiteliais, não invasivo, mais diferenciando, apresentando em sua 

assinatura molecular uma alta expressão dos genes GATA3, TOB1, ERBB3 e SPDEF(NEVE 

et al., 2006). Em contrapartida, o câncer de mama basal-like B possui uma baixa 

diferenciação celular e características mesenquimais, incluindo a expressão de vimentina 

(VIM) e um comportamento altamente invasivo, apresentando os genes 

 CD44, MSN, TGFBR2, CAV1/2, VIM, SPARC, e AXL altamente expressos, e o gene CD24 

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

A linhagem tumoral analisada neste trabalho, a MDA-MB-231, consiste em uma 

linhagem de câncer de mama estabelecida na década de 1970, do tipo triplo negativa (basal-

like) e metastática com baixa diferenciação, sendo descrita como basal-like B (CAILLEAU et 

al., 1974; HERO et al., 2019).  

https://paperpile.com/c/iFLNK2/n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+n2sy8
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+V6PE5
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+V6PE5
https://paperpile.com/c/iFLNK2/sOMPl+V6PE5
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O câncer de mama basal-like ou triplo negativo (ER
-
 / PR

-
 / HER2

-
) é considerado 

extremamente invasivo e de pior prognóstico (Tabela 1), com curto tempo de sobrevida dos 

pacientes e uma taxa de mortalidade de 40% nos primeiros 5 anos após o diagnóstico. Além 

disso, é observado metástase em tecidos distantes do foco primário em cerca de 46% dos 

pacientes. Devido ao seu perfil molecular (ER
-
 / PR

-
 / HER2

-
), esse tipo de câncer não 

responde aos tratamentos endócrinos ou terapia molecular direcionada. Deste modo, o seu 

tratamento consiste, principalmente, em quimioterapia com a radioterapia como adjuvante pós 

operatório. No entanto, a sua eficácia é baixa, com alto risco de lesões metastáticas residuais, 

que podem conduzir a recorrência mesmo após o procedimento cirúrgico para ressecção do 

tumor primário. Ademais, as respostas à quimioterapia são frequentemente de curta duração e 

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

Deste modo, o câncer de mama basal-like continua sem um tratamento específico 

(FIRATLIGIL-YILDIRIR; YALCIN-OZUYSAL; NONAPPA, 2023). Neste contexto, se 

torna necessária a descoberta de novas moléculas com ação antitumoral, que sejam mais 

eficientes, apresentem menos efeitos colaterais e que minimizem a possibilidade de 

recorrência. Um exemplo de moléculas promissoras são os inibidores de PARP e de 

checkpoint imunológico, usadas para o tratamento de tumores com mutação no gene BRCA 

ou positivo para PD-L1, respectivamente (KHOSRAVI-SHAHI; CABEZÓN-GUTIÉRREZ; 

CUSTODIO-CABELLO, 2018). Além disso, estudos vêm demonstrando que peptídeos com 

atividade antitumoral regulam a apoptose, bem como a invasão e a motilidade das células 

cancerosas (MIKAELIAN et al., 2020). Esse assunto será abordado nos tópicos que se 

seguem. 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/PcjRs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/PcjRs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/PcjRs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/dt7BH
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jgcfQ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jgcfQ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/TiiB6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/TiiB6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/TiiB6
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1.3. Peptídeos biologicamente ativos 

Os primeiros relatos da utilização de peptídeos na clínica médica se deram através do uso 

da insulina em 1922 (GHALY et al., 2023). Na atualidade, a semaglutida (Ozempic, Novo 

Nordisk) é, provavelmente, o peptídeo de maior destaque, que é uma fármaco 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 peptídeos apresenta algumas vantagens quando comparado a proteínas e 

anticorpos, tais como: (i) baixa massa molecular, o que facilita a sua síntese e modificações 

estruturais; (ii) maior capacidade de penetração nas membranas celulares, principalmente se 

apresentarem um caráter mais hidrofóbico; (iii) alta especificidade e afinidade aos seus 

respectivos alvos moleculares; (iv) menor imunogenicidade; dentre outras (MARQUS; 

PIROGOVA; PIVA, 2017). Além disso, estratégias bioquímicas e/ou biofísicas podem ser 

empregadas para aumentar a meia-vida plasmática de um determinado peptídeo, visando 

melhorar suas propriedades farmacocinéticas, especificidade e solubilidade (LAU; DUNN, 

2018) . 

Até 2018, cerca de 60 fármacos peptídicos haviam sido aprovados nos Estados Unidos, 

Europa e Japão (LAU; DUNN, 2018). Contudo, 5.027 estudos clínicos foram ou estão sendo 

realizados com peptídeos 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 fármacos peptídicos para o tratamento do câncer de mama, foram encontrados 

144 ensaios clínicos (2001 a 2024).  

Os peptídeos podem ser classificados tanto pelos seus mecanismos de interação com as 

células quanto pela sua origem. As categorias de classificação dos peptídeos de acordo com os 

mecanismos de interação com as células são: (i) capacidade de internalização nas células 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/fOYrh
https://paperpile.com/c/iFLNK2/fOYrh
https://paperpile.com/c/iFLNK2/fOYrh
https://paperpile.com/c/iFLNK2/KDNtM
https://paperpile.com/c/iFLNK2/KDNtM
https://paperpile.com/c/iFLNK2/KDNtM
https://paperpile.com/c/iFLNK2/uSJb7
https://paperpile.com/c/iFLNK2/uSJb7
https://paperpile.com/c/iFLNK2/opyDd
https://paperpile.com/c/iFLNK2/opyDd
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(CPPs, do inglês cell penetrating peptides), (ii) interação com alvos moleculares específicos e 

(iii) interação com a membrana plasmática (MDP, do inglês membrane disruptive peptides"), 

que apresenta esse nome devido à sua ação disruptiva/lítica na membrana plasmática 

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

Os nomes de acordo com a origem dos peptídeos são: (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 peptídeos antitumorais com alvos específicos (TTP, sigla do inglês). Os 

TTPs podem ser de origem natural ou sintética, sendo este último produzido por meio de 

síntese química, bibliotecas de fagos ou outra tecnologia de screening (ZHAO et al., 2018).  

Alguns peptídeos que possuem atividade antitumoral (ACPs, do inglês anti-cancer 

peptides) podem ser direcionados molecularmente para as células cancerosas, por exemplo, 

por sistemas de delivery, onde podem interagir com a membrana plasmática e membranas de 

organelas (CHIANGJONG; CHUTIPONGTANATE; HONGENG, 2020). Outra forma de 

direcionar os ACPs para as células cancerosas é pela conjugação com peptídeos de ligação. 

Tais moléculas podem não apresentar uma atividade antitumoral, mas são usadas para 

direcionar fármacos anticâncer que não possuem a capacidade de penetrar nas células, 

melhorando a ação destes (CHIANGJONG; CHUTIPONGTANATE; HONGENG, 2020).   

Peptídeos naturais ou derivados de proteínas conhecidas interagem com a célula 

através de diversos mecanismos, sendo eles formação de poros ou rompimento de membranas 

celulares com consequente necrose, bem como apoptose como consequência da interação com 

membrana e danos a mitocôndria (BOOHAKER et al., 2012; TRINIDAD-CALDERÓN; 

VARELA-CHINCHILLA; GARCÍA-LARA, 2021). 
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Venenos animais constituem uma mistura complexa de componentes, incluindo 

peptídeos, com atividades biológicas diversas. Captopril (Bothrops jararaca), exenatide 

(Heloderma suspectum) e ziconotide (Conus magus) são alguns exemplos de fármacos que 

foram desenvolvidos a partir de peptídeos encontrados em venenos animais (CHAISAKUL et 

al., 2016). 

ACPs derivados do veneno de escorpião possuem ações diversas, atuando em vários 

marcadores do câncer, como apoptose, proliferação, adesão, invasão e motilidade 

(MIKAELIAN et al., 2020), como o gonearrestide (LI et al., 2018) e o RK1(KHARAZIHA et 

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

1.3.1. Morte celular induzida por ACPs 

1.3.1.1. Desestabilização da membrana plasmática e necrose 

Células cancerosas possuem a membrana plasmática com carga líquida mais negativa 

em virtude da presença de lipídios carregados negativamente em sua superfície externa 

(TORNESELLO et al., 2020), como a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina, que 

normalmente estão confinados principalmente nos folhetos internos da membrana (PRETA, 

2020), altos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS, sigla em inglês), ambiente de 

hipóxia, bem como ausência da assimetria na distribuição lipídica (TORNESELLO et al., 

2020). Muitos peptídeos antimicrobianos (AMPs, sigla em inglês), que também podem ser 

ACPs, interagem com os lipídios de carga negativa presentes na membrana plasmática dessas 

células, causando danos pela formação de poros ou pela formação de micelas na membrana 

plasmática (LIU, Q. et al., 2016), como representado na Figura 4. Tais peptídeos podem ser 

denominados de líticos ou disruptores de membrana (LIN et al., 2021). 
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Os peptídeos disruptores de membrana (MDPs) possuem uma ação rápida, o que 

dificulta o estabelecimento de resistência por células cancerosas. Por isso, autores indicam o 

uso desses peptídeos como uma possível estratégia de superação da crise causada pela a 

resistência de células tumorais a quimioterápicos (LIN et al., 2021). Uma outra vantagem 

terapêutica dos MDPs é o seu uso como adjuvante em tratamento com quimioterápicos, 

atuando como ferramenta promissora para aumentar a eficácia destes medicamentos. Como os 

MDPs desestabilizam a membrana plasmática, facilitam o acúmulo do quimioterápico, 

aumentando a sensibilidade celular ao fármaco. Além disso, os MDPs podem ser conjugados 

com peptídeos do tipo tumor-homing, ou seja, moléculas que o endereçam às células tumorais 

ou com proteínas endereçadoras para proteínas que são superexpressas em células tumorais, 

melhorando, assim, a sua sensibilidade as células tumorais.  (LEUSCHNER; HANSEL, 2004; 

LIN et al., 2021), como vêm 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 ação de formação de poros induzidas por MDPs são 

descritos como dois modelos distintos: modelo barril e modelo toroidal. No modelo barril, 

peptídeos líticos contendo alfa hélice se ligam na membrana, agregando-as, formando poros 

transmembranares, de forma independente da carga, medindo entre 1 e 2 nm de diâmetro. 

Esses poros podem aumentar de tamanho após o agrupamento de hélices adicionais 

(LEUSCHNER; HANSEL, 2004; LIN et al., 2021). Nesse processo, os peptídeos líticos 

devem possuir ao menos 23 resíduos de aminoácidos para serem capazes de atravessar a 

membrana plasmática. Por outro lado,  no modelo toroidal, os MDPs interagem com a cabeça 

lipídica da membrana, induzem uma curvatura local nela, formando poros transmembranares 

que medem entre 3 e 10 nm de diâmetro e são  revestidos parcialmente pelos MDPs e pelas 
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cabeças lipídicas, de forma que o tamanho dos poros depende do estado da bicamada lipídica 

(LIN et al., 2021) . 

Finalmente, os MDPs de caráter anfipáticos e hidrofóbicos podem induzir a 

desestabilização de membranas pelo modelo carpete, devido a sua ação através da interação 

eletrostática com a membrana celular, ligando-se paralelamente à mesma, cobrindo a sua 

superfície de maneira semelhante a um tapete, desintegrando-a através da formação de 

partículas semelhantes a micelas, formando danos nas membranas com diâmetros maiores do 

que 10 nm (LIN et al., 2021). A Figura 4 ilustra os três mecanismos de ação descritos para os 

MDPs. 

.  

Figura 4. Mecanismos de desestabilização da membrana plasmática induzida por peptídeos 

disruptores de membrana (MDPs) e/ou com atividade antitumoral (ACPs). Retirado de: (LIN et al., 

2021) 

 

Ao final da ação 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 inchaço do núcleo e das organelas, fragmentação aleatória do DNA, 

ruptura da membrana plasmática, liberação de conteúdo intracelular e consequente resposta 

inflamatória e lise celular (KHALID; AZIMPOURAN, 2023; WESTMAN; GRINSTEIN; 

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

Apoptose induzida por ACPs tem sido relatada como consequência da interação do 

peptídeo com a membrana plasmática e/ou dano mitocondrial (LIN et al., 2021; TRINIDAD-

CALDERÓN; VARELA-CHINCHILLA; GARCÍA-LARA, 2021), como representado na 

Figura 5. 

 

Figura 5. Mecanismos de morte por apoptose induzido por peptídeos 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 os eventos da apoptose como: (i) 

encolhimento celular; (ii) condensação do citoplasma e núcleo com fragmentação de DNA em 

tamanhos oligonucleossômicos (corpos apoptóticos); 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 contrário da morte celular por necrose, as células apoptóticas têm seus vestígios de 

fragmentação fagocitados por macrófagos e eliminados por células jusantes, não ocorrendo, 

portanto, processo inflamatório (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; SEARLE et al., 1975); 

(DUVALL; WYLLIE; MORRIS, 1985). A translocação de um fosfolipídeo, a fosfatidilserina, 

da região interna da membrana celular para a externa constitui um sinal para o início do 

processo fagocítico de células apoptóticas (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 ativação de 

proteases denominadas caspases. As vias de sinalização apoptóticas são divididas em (i) 

extrínseca, (ii) intrínseca e (iii) induzida por estresse do retículo endoplasmático (ER) (Figura 

6); e mediada por linfócitos T citotóxicos e células Natural Killers (Figura 7), sendo que as 

vias intrínseca e extrínseca são consideradas as principais. Os eventos finais das vias 

extrínseca, intrínseca, induzida por estresse do ER e mediada por granzima B convergem na 

mesma via de execução, onde ocorre ativação das proteínas caspase-3 e caspase-7, 

culminando na fragmentação do DNA e consequente degradação da célula (NIRMALA; 

LOPUS, 2019). 

As caspases pertencem a uma família de cisteínas proteases que possuem a capacidade 

de clivar resíduos de aspartato contidos em substratos e são sintetizadas na forma de 

precursores inativos (zimogênios), que são clivados e ativados ao longo da cascata de eventos 

apoptóticos (NGUYEN; GILLET; POPGEORGIEV, 2021) e, quando ativadas, podem 

interagir com receptores de membrana ou moléculas adaptadoras que contenham o domínio de 

morte (DD, sigla em inglês) ou domínio recrutador de caspase (CARD, sigla do inglês). Essas 

proteínas podem ser divididas em iniciadoras, efetoras e inflamatórias (BOICE; BOUCHIER-

HAYES, 2020). 
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A ativação da via intrínseca é realizada por estímulos diversos que possuem como 

consequência o estresse intracelular ou extracelular, bem como a indução de alterações na 

permeabilidade da membrana interna mitocondrial. Nesse sentido, o citocromo c, componente 

da cadeia transportadora de elétrons, é liberado, levando a perda do potencial transmembrana 

(∆ψ) das mitocôndrias e, consequentemente, a perda da sua capacidade de produção de 

energia e aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (ADACHI et al., 

1997; SCAFFIDI et al., 1998), bem como a liberação de proteínas pró-apoptóticas 

(Smac/DIABLO). As proteínas Smac/DIABLO permitem a progressão do processo de 

apoptose através da interação e desativação de IAPs (inibidores de proteínas de apoptose), 

impedindo que estes interrompam o processo apoptótico (CHAI et al., 2000; DU et al., 2000; 

WU et al., 2000). A caspase-9 pode, então, interagir com o citocromo c, liberado no citosol, e 

a proteína APAF-1, formando o complexo apoptossomo (LIU, X. et al., 1996). As pró-

caspases 3 e 7 são clivadas e ativadas por ação da caspase9, liberada do complexo 

apoptossomo com consequente eventos da via de execução que essas caspases são 

responsáveis (NIRMALA; LOPUS, 2019) . 

A interação de ligantes específicos indutores de apoptose, como o TNF, ligante de Fas 

(CD95) e ligante APO2 (TRAIL) a um grupo de receptores de membrana da superfamília dos 

receptores de TNF, de CD95 (Fas) e de APO2, com consequente ativação da cascata das 

caspases, marcam o início da via extrínseca da apoptose (HSU; XIONG; GOEDDEL, 1995; 

ITOH; NAGATA, 1993; PITTI et al., 1996). Depois de ativados, ocorre o recrutamento e 

agrupamento de proteínas adaptadoras, essas, por sua vez, recrutam pró-caspase 8 e formam 

um complexo de sinalização indutor de morte (DICS*, sigla do inglês),(KISCHKEL et al., 

1995; XU; LAI; HUA, 2019), com consequente clivagem e ativação das pró-caspases 8 e 10.  

A caspase-8 ativada promove a ativação da caspase-3, culminando na degradação da célula 

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

processo de a apoptose pode ser visualizado na Figura 6. 

 

Figura 6. Apoptose: representação das vias extrínsecas, intrínsecas e via induzida por estresse do ER. 

Retirado de: (NIRMALA; LOPUS, 2019). 

 

A via apoptótica mediada por Linfócitos T citotóxico (CTLs, sigla do inglês) e células 

Natural Killers (NKs) conta com a ação de porfirinas e granzimas, onde as granzimas A e B 

são consideradas os componentes mais importantes, produzidas e secretadas por CTLs e NKs. 

Porfirinas sintetizadas por CTLs e secretadas por exocitose no meio extracelular são 

direcionadas à 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 início da cascata de sinalização. A 

granzima A desencadeia a apoptose por uma via independente de caspases, induzindo a 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/IEhWd+PS39J
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fragmentação do DNA por meio da clivagem e inibição do complexo SET (NIRMALA; 

LOPUS, 2019), proteínas 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 ativação da proteína 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.  

 

Figura 7. Representação das vias apoptóticas mediadas por granzima A e granzima B. Retirado de: 

(NIRMALA; LOPUS, 2019). 

 

A regulação dos eventos apoptóticos é realizada por um conjunto de proteínas anti-

apoptóticas e pró-apoptóticas homólogas a proteína BCL-2, IAPS e miRNAs. Proteínas anti-

apoptóticas podem se ligar às proteínas pró-apoptóticas evitando que as últimas interajam e 

perturbem a integridade da membrana (NGUYEN; GILLET; POPGEORGIEV, 2021). 
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Diversas citocinas ativam fatores de transcrição que regulam a transcrição de genes 

relacionados a proteínas pró-apoptóticas (KALONI et al., 2022). Por outro lado, as IAPs, 

proteínas descobertas em vertebrados em 1995, podem se ligar a caspases ativadas, inibindo-

as, além de exercerem um controle através da marcação para degradação por meio de 

ubiquitinação (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 

modulação da resposta imune e hormonal, atividade anti angiogênica, inibição da síntese de 

DNA (LIN et al., 2021; TRINIDAD-CALDERÓN; VARELA-CHINCHILLA; GARCÍA-

LARA, 2021), modulação de canais iônicos (DEPLAZES, 2018), indução de necroptose 

(ABDEL-SALAM et al., 2019) e oncose (FANG et al., 2021), bem como nos hallmarks do 

câncer:   motilidade, invasão, proliferação e adesão (MIKAELIAN et al., 2020) . 

1.3.2. Lunatina-1 

A Lunatina-1 pertence a uma família de peptídeos denominada Lunatinas, que foi 

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

H. lunatus pertence à família Iuridae e subfamília Caraboctoninae. Essa espécie é 

encontrada de forma predominante ao longo da costa do Peru e o seu veneno não é 

considerado letal para humanos, no entanto, são relatados sintomas como dor intensa, edema e 

ulceração (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 diminuição da pressão arterial e alteração do ritmo respiratório, 

onde os autores sugeriram que o sistema histaminérgico poderia estar envolvido. Em ratos, o 

veneno provocou taquifilaxia respiratória devido à liberação de acetilcolina e efeitos 
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inotrópicos positivos em átrios isolados de ratos, com aumento do tônus basal de íleo de 

cobaia e diminuição de contrações musculares espontâneas (ZAVALETA; NAVARRO; 

CASTRO DE LA MATA, 1981). 

Estudos posteriores descobriram que o veneno de H. lunatus provoca alterações 

hematológicas, imunológicas (ESCOBAR et al., 2002; COSTA-OLIVEIRA et al., 2015), bem 

como aumento da atividade enzimática 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 iônica em CM-

Sephadex C-25 com tampão acetato de amônio 0,05M em pH 7, realizado por Escobar et al., 

(2002), reportou 3 proteínas de carga básica, denominadas H11, H12 e H13, que apresentaram 

atividades tóxicas em insetos, crustáceos e ratos. As proteínas H11 e H12 induziram um efeito 

de paralisia em grilos e crustáceos, respectivamente. A proteína 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 

possuía atividades proteolítica, hialuronidásica, fosfolipásica e cardiotóxica em ratos. Os 

autores identificaram 20 frações, após a purificação do veneno, onde muitos componentes 

apresentaram atividade de fosfolipase A2 (PLA2, sigla em inglês). Dessas frações, foram 

identificados 2 peptídeos com massa molecular de 11.914,5 Da e 13.650,6 Da e 6 

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

Santana e colaboradores (2012), realizaram o sequenciamento de componentes do veneno 

de H. lunatus, encontrando dois peptídeos biologicamente ativos, denominados Lunatina-1 e 

Lunatina-2.  
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A Lunatina-1 apresenta 13 resíduos de aminoácidos, com a seguinte sequência de resíduos: 

H-FIGGLLKTLTSFF-NH2 (contém o N-terminal livre e a porção C-terminal amidada) e uma 

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

Já a Lunatina-2 possui 18 resíduos de aminoácidos, também com a porção C-terminal 

amidada e a seguinte sequência: H-FLSTIANIVGGILGGGAL-NH2, e MW = 1670,97 Da. A 

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

 

Figura 8. Estrutura tridimensional do peptídeo Lunatina-1 resolvida por ressonância nuclear 

magnética (NMR, sigla em inglês). 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 concentração inibitória mínima (MIC, sigla em inglês) variando 

entre 1,49 e 5,95 μmol/L contra as bactérias gram-positivas e MIC = 23,8 μmol/L para E. coli 

(gram-negativa) e MIC = 47,6 μmol/L para P. fluorescens (gram-negativa). Ademais, como 

será apresentado a seguir, a Lunatina-1 também vêm demonstrando ações antitumorais, já 

tendo sido descrito tais efeitos em linhagens celulares de leucemia (HL-60 e TDH-1), 

carcinoma colorretal (HC-116) e câncer 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 promielocítica aguda (HL-60), leucemia monocítica 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
2+

, e que esse peptídeo induziu 

apoptose de células HL-60 pelas vias extrínseca e intrínseca. 

Análises de proteômica e fosfoproteômica 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 citotóxica do 

peptídeo nessas células. Nesse estudo, foram identificadas proteínas reguladas envolvidas em 

processos de apoptose, ciclo celular, transcrição, replicação, manutenção da integridade e 

reparo do DNA, splicing de pré-mRNA e cinases relacionadas a processos de sobrevivência e 

morte celular.  

 No estudo realizado por Gomes e colaboradores (2018), também foi demonstrado que 

a Lunatina-1 apresentava uma atividade antitumoral em células metastáticas de 

adenocarcinoma tripla negativo de glândula mamária MDA-MB-231 e em MCF-7, células 

metastáticas de adenocarcinoma de glândula mamária positivas para receptores de estrogênio. 

Nesse estudo, foi mostrado que células de MDA-MB-231 tratadas com Lunatina-1 sofriam 

alterações morfológicas, extravasamento de conteúdo citoplasmático e aumento da liberação 

de LDH, por um processo não 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 

terapêutico da Lunatina-1, agindo como um agente antitumoral, abriu novo caminhos, 

podendo, futuramente, ser usado na pesquisa translacional e representar um novo fármaco em 

potencial para o tratamento de vários cânceres, incluindo o de mama. 
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2. JUSTIFICATIVA 

O câncer é um problema de saúde mundial que apresenta altas taxas de incidência e 

mortalidade.  A Organização Mundial da Saúde (WHO, sigla do inglês) reportou cerca de 19 

milhões de novos casos de câncer, com aproximadamente 10 milhões de óbitos no mundo 

apenas em 2020. Dentre os diferentes tipos de tumores malignos, o câncer de mama 

representa o de maior incidência e óbitos entre mulheres no Brasil e no mundo, sendo 

reportados mais de 2 milhões de casos novos e cerca de 684.996 óbitos no mundo em 2020 

(SUNG et al., 2021). No Brasil, ocorreram 19.363 mortes por essa doença em 2022 (INCA, 

ATLAS ON-LINE DE MORTALIDADE).  

Como mencionado anteriormente, o câncer de mama é extremamente heterogêneo, 

sendo classificado mediante perfis histológicos e moleculares, e pela capacidade de invasão 

(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 prognóstico, 

com curto tempo de sobrevida dos pacientes e com uma taxa de mortalidade de 40% nos 

primeiros 5 anos após o diagnóstico. O subtipo basal-like possui um perfil molecular que não 

responde a tratamentos endócrinos ou terapia molecular direcionada. Assim, a quimioterapia é 

o tratamento usual para este subtipo, tendo a radioterapia como adjuvante pós operatório. No 

entanto, a resposta ao tratamento é frequentemente de curta duração e, muitas vezes, 

acompanhada por uma toxicidade significativa, com risco de lesões metastáticas residuais 

conduzirem à recorrência do tumor (YIN et al., 2020). 

Neste contexto, é necessária a descoberta de tratamentos mais eficientes para os tipos de 

câncer de mama mais agressivos e de difícil tratamento, como o basal-like, por exemplo com 

a descoberta de moléculas com ação antitumoral que sejam eficazes, seletivas e que não 

induzam resistência ou efeitos colaterais. Estudos vêm demonstrando que peptídeos derivados 

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/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/5NESs+eBV1h+5266X+JGn0Q+AR21i
https://paperpile.com/c/iFLNK2/PcjRs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/PcjRs
https://paperpile.com/c/iFLNK2/PcjRs
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de veneno de escorpião são capazes de regular a apoptose, invasão e motilidade de diversas 

linhagens de câncer (AAHIV A SODIUM CHANNEL SCORPION TOXIN INHIBITS THE 

PROLIFERATION OF DU145 PROSTATE CANCER CELLS, 2020; LI et al., 2018). Como 

mencionado anteriormente, experimentos realizados por Gomes et al., 2018 mostraram que a 

Lunatina-1, um peptídeo derivado do veneno do escorpião Hadruroides lunatus, possui 

atividade citotóxica em células de câncer de mama MDA-MB-231 por mecanismos 

desconhecidos, se fazendo necessária a sua investigação.  

2.1. Hipótese 

 O mecanismo de ação da Lunatina-1 depende da linhagem de célula tumoral estudada. 

Nesse contexto, a hipótese deste trabalho é que a Lunatina-1 induz ação citotóxica em células 

de câncer de mama MDA-MB-231 via o comprometimento da integridade estrutural da 

membrana celular. 

 

 

 

 

  

https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS+u7Zo5
https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS+u7Zo5
https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS+u7Zo5
https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS+u7Zo5
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3. OBJETIVOS 

3.3. Objetivo Geral: 

 Estudar o mecanismo de ação envolvido na atividade citotóxica da Lunatina-1 em células 

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

3.2. Objetivos Específicos: 

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

 Determinar o CI50 da Lunatina-1 nas células de câncer de mama metastáticas humanas 

MDA-MB-231 e células não tumorais HEK-293 utilizadas neste estudo.  

  Avaliar o impacto da Lunatina-1 na integridade estrutural da membrana plasmática de 

células de câncer de mama MDA-MB-231. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Obtenção da Lunatina-1 

A Lunatina-1 sintética foi gentilmente cedida pelo Professor Adriano Monteiro de Castro 

Pimenta (UFMG). A purificação do peptídeo sintético foi realizada através da cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês 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 solução A (0,1% de TFA em água Milli-Q). A solução B era composta por 0,1% de TFA em 

acetonitrila.  

 Devido ao caráter hidrofóbico do peptídeo, ele foi reconstituído em solução de 

Acetonitrila em água a 35%. Foi utilizado o seguinte gradiente cromatográfico para a sua 

purificação (valores expressam a concentração percentual da solução 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, frações de 1 mL no 

momento de eluição do peptídeo de interesse, após verificação do aumento rápido da leitura 

de absorbância (λ = 220 nm) das amostras eluídas. 

Visando aumentar a escala de purificação do peptídeo, o fluxo cromatográfico foi 

aumentado para 3 mL/min. Para acomodar essa alteração, o gradiente cromatográfico 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 otimização, o tempo total da cromatografia passou de 86 

minutos (gradiente 1) para 56 minutos (gradiente 2). 

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

da cromatografia em ambos os métodos empregados. 
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O controle de qualidade do peptídeo sintético e do seu processo de purificação foi 

realizado por espectrometria de massa (MALDI-TOF AutoFlex III, Bruker). Uma solução 

contendo o peptídeo sintético purificado (1mg / mL em ACN 30% e TFA 0,1%) foi preparada. 

Posteriormente, 0,5 µL dessa solução foi depositada na superfície de uma placa para MALDI 

(MTP 384 target plate ground steel, Bruker). O mesmo volume (0,5 µL) de uma solução da 

matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (5 mg/mL em solução contendo acetonitrila 70% em 

TFA 0,1%) foi adicionado em cima da solução de peptídeo. Após evaporação em temperatura 

ambiente e consequente cristalização do spot contendo peptídeo e matriz cristalizados, a placa 

foi introduzida no espectrômetro 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 análises dos dados foram realizadas pelo software FlexAnalysis (versão 3.4, Bruker). As 

frações contendo Lunatina-1 foram posteriormente liofilizadas e armazenadas a -20ºC 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 câncer de 

mama triplo negativo e metastático. Para a avaliação dos possíveis efeitos citotóxicos da 

Lunatina-1 em células não tumorais, foi utilizado como modelo experimental às células 

epiteliais embrionárias de rim humano HEK-293. A linhagem HEK-293 foi estabelecida em 

1977 por Graham e colaboradores através da inserção de DNA do adenovírus 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% antibióticos, e incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2.  

https://paperpile.com/c/iFLNK2/EVO6v
https://paperpile.com/c/iFLNK2/EVO6v
https://paperpile.com/c/iFLNK2/EVO6v
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4.3. Determinação da atividade citotóxica da Lunatina-1  

As células HEK-293 e MDA-MB-231, cedidas pela professora Elaine Fagundes, foram 

cultivadas até atingirem 70% de confluência, onde as mesmas foram repicadas em placas de 

96 poços e tratadas com Lunatina-1 nas seguintes concentrações (valores expressos em µM): 

100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,16, previamente diluídas em DMSO 0,5% em PBS, a fim de 

determinar a sua citotoxicidade e CI50. Foram realizados três experimentos independentes. 

Para o tratamento das células MDA-MB-231 com a Lunatina-1, foram plaqueadas 5x10
3
 

células e tratadas por 48 horas, enquanto para o tratamento das células HEK-293 foram 

plaqueadas 10
3
 células, que foram tratadas por 24 horas com a Lunatina-1. 

A determinação da atividade citotóxica da Lunatina-1, assim como a concentração que 

inibe 50% do crescimento celular (CI50), foi realizada pelo método de resazurina, que é uma 

substância com capacidade de penetração nas células e de cor azul (emite pouca 

fluorescência), onde é reduzida a resorufin (cor rosa e emite fluorescência) durante o processo 

proliferativo. Sendo assim, espera-se que poços contendo células viáveis tenham uma 

coloração rosa, enquanto os com células inviáveis apresentem uma cor azulada (ADAN; 

KIRAZ; BARAN, 2016). A preparação da resazurina foi realizada por dissolução de 4 mg do 

composto em 40 mL de PBS (0,1 mg/mL). Posteriormente,10 µL dessa solução foi adicionado 

em cada poço da placa de 96 poços contendo 90 µL de meio, de forma que em cada poço 

contivesse 10 µg/mL de solução de resazurina. A placa foi incubada durante 4 horas e a 

relação do metabólito foi mensurada por sua fluorescência em 570-640 nm. 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/yIx8c
https://paperpile.com/c/iFLNK2/yIx8c
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4.4. Análise da integridade da membrana plasmática após o tratamento com a 

Lunatina-1 

A hipótese de comprometimento de membrana celular provocada por Lunatina-1 e 

sugerida por Gomes e colaboradores (2018) foi investigada através da análise qualitativa e 

quantitativa da permeabilidade de membrana plasmática por iodeto de propídio (PI, sigla em 

inglês), visualização de possíveis danos da membrana plasmática por microscopia confocal, 

utilizando marcador de membrana plasmática, e visualização da estrutura tridimensional da 

membrana por microscopia eletrônica de varredura (SEM, sigla do inglês). 

4.4.1. Análises morfológicas e permeabilidade de membrana das MDA-MB-231 

após tratamento com Lunatina-1 

 

Nestas análises, 5x10
3
 células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 96 poços 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 µg/mL), usado para marcar DNA em células 

com baixa integridade de membrana plasmática, e Hoescht (HOE, 10 µg/mL), usado para 

marcar DNA em células totais, viáveis, com integridade de membrana plasmática, e células 

não viáveis, sem integridade de membrana plasmática. Após a marcação, as células foram 

incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 10 minutos, como descrito anteriormente (FANI et al., 

2016), com algumas adaptações nas concentrações dos marcadores.  

Decorrido o tempo de marcação das sondas, a placa de 96 poços foi analisada no 

microscópio óptico, Cytation Reader, presente no Centro de Aquisição e Processamento de 

Imagens (CAPI) do ICB-UFMG. O aparelho foi configurado para capturar imagens de 

fluorescência e campo claro com intervalos de 8 minutos durante o tempo de 1 hora de 

tratamento, em 16 campos de cada poço da duplicata dos tratamentos com 25 µM de 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/Gwfyk
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Gwfyk
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Gwfyk
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Gwfyk
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Lunatina-1, previamente diluída em DMSO 0,5%, e apenas DMSO 0,5% (controle negativo). 

Imagens anteriores ao tratamento também foram captadas.  

As imagens de fluorescência geradas no microscópio ótico Cytation Reader dos três 

experimentos independentes realizados em duplicata foram avaliadas visualmente quanto ao 

número de células coradas para o marcador PI, que indica aumento de permeabilidade de 

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

Para as análises quantitativas da permeabilidade de membrana, foi realizado o 

processamento das imagens de fluorescência para PI e HOE geradas pelo Cytation Reader, 

utilizando o software Fiji/ImageJ. Resumidamente, para análise de permeabilidade de 

membrana, foi realizada a conversão das imagens para o modo 8 bits, aplicado o filtro 

“gaussian blur”, o “threshold” foi ajustado, o filtro “watershed” foi aplicado para separação 

das células e, então, foi realizada a análise de partículas para os marcadores HOE e PI  em 

todos os campos e tempos de tratamento das células, bem como em todos os campos das 

imagens captadas antes do tratamento. Após a contagem das partículas presentes em cada 

campo de cada tratamento, foi realizada a soma das partículas dos campos do mesmo 

tratamento para os marcadores PI e HOE e, então, foi feita a diferença de intensidade das 

células coradas com PI após e antes do tratamento. Usando a diferença do valor total das 

células coradas com HOE e das células coradas com PI antes do tratamento, foi feito cálculos 

de porcentagem com a contagem das células coradas com PI 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. Análise qualitativa de danos na membrana das células MDA-MB-231 após 

tratamento com Lunatina-1 por microscopia confocal  

Foram plaqueadas 10
3
 células MDA-MB-231 em placas de 24 poços contendo 

lamínulas revestidas com poli-l-lisina, e incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO2 overnight. 

Posteriormente, as células foram tratadas com a Lunatina-1 em uma concentração de 25 µM 

por 5 minutos. Após o tratamento, as células foram fixadas com o fixador Karnovsky por 2 

horas. No dia da análise, os núcleos foram corados com HOE (10 μg/mL), as células foram 

incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO2 por 10 minutos, e as membranas celulares foram 

coradas com cellmask orange (Invitrogen) concentração final de 5µg/mL em DMSO, por 5 

minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as lamínulas foram acondicionadas em 

lâminas para a captura das imagens por microscopia confocal (Spinning Disk Confocal, 

Yokogawa), no Centro de Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG. 

Dois experimentos independentes foram realizados. 

4.4.3. Análise da estrutura tridimensional da membrana de células MDA-MB-

231 após o tratamento com Lunatina-1 por microscopia eletrônica de 

varredura  

Nestas análises, 10
3
 células MDA-MB-231 foram semeadas em lamínulas revestidas com 

poli-l-lisina contidas em placas de 24 poços, e incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO2, 

overnight. Decorrido esse tempo, as células foram lavadas com PBS, tratadas com solução de 

Lunatina-1 25 µM em DMSO 0,5% (diluído em PBS), DMSO 0,5% diluído em PBS (controle 

negativo do DMSO), PBS (controle negativo), e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 

2, 5, 10 e 15 minutos.  

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

controle positivo bem conhecido na literatura para a formação de poros, a estreptolisina O 



45 
 

 

(SLO, sigla do inglês), que é uma exotoxina bacteriana da família das citolisinas dependentes 

de colesterol, com capacidade de ligação ao colesterol da membrana celular com consequente 

oligomerização em poros grandes (YANG et al., 2021). Foi utilizada a concentração de 80 

ng/mL de SLO por 20 e 30 minutos, com tempos de duração e concentração previamente 

estabelecidas em células MDA-MB-231 por nosso grupo através de análise quantitativa de 

células permeabilizadas por SLO com consequente visualização da marcação com iodeto de 

propídio (PI) como descritas no item 4.4.4. As análises de contagem das células marcadas 

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

Após cada tempo de incubação, foi adicionado 500 μL do fixador primário 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 

fixação secundária, desidratação, secagem em ponto crítico de CO2, montagem em stub/lâmina 

e metalização com ouro/paládio com 3 nm de espessura. 

Após o preparo das amostras, a captura das imagens MEV foi realizada de forma online 

em uma sessão com o técnico do Centro de Microscopia utilizando o microscópio eletrônico 

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

As lamínulas de poli-l-lisina, fixador primário e tampão 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 eletrônica de 

varredura 

A medida do diâmetro dos poros foi realizada utilizando a ferramenta “straight” para 

traçar as estruturas, em seguida foi utilizada a função “measure” para determinar o 

comprimento da linha traçada no software Fiji/Image J. 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/ndNQ3
https://paperpile.com/c/iFLNK2/ndNQ3
https://paperpile.com/c/iFLNK2/ndNQ3
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A contagem das microvilosidades e a área ocupada por elas foi realizada utilizando os 

softwares Cellpose e Cell Profiler, respectivamente. Foi realizado uma pipeline visando o 

aperfeiçoamento de brilho e contraste da imagem usando o software Cell Profiler, seguido da 

contagem das microvilosidades pelo software Cellpose, com correções manuais. Foi criado 

um segundo pipeline usando o software Cell Profiler para agrupar a máscara da contagem das 

microvilosidades geradas pelo Cellpose na imagem gerada previamente pelo Cell Profiller, e 

para o cálculo de área ocupada pelas microvilosidades na célula.  

4.4.4. Determinação da atividade citotóxica do peptídeo formador de poros 

estreptolisina O em células MDA-MB-231 

Resumidamente, 5 x 10
3
 células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 96 

poços e foram deixadas aderir overnight neste experimento. No dia seguinte, foi realizada a 

ativação da toxina com DTT como descrito nas instruções do reagente, e as células foram 

tratadas com o SLO em diferentes concentrações: 80, 130, 200 ou 300 ng/mL por 20 minutos.  

Após o tratamento, as células foram marcadas com 5µg/mL/poço de PI e 10µg/mL/poço de 

HOE por 10 minutos. Decorrido o tempo, as células foram analisadas pelo microscópio ótico 

Cytation Reader. As análises e quantificação das imagens foram realizadas como descrito 

previamente no item 4.3.  

Foi realizado, primeiramente, um experimento em duplicata, e, devido à baixa atividade 

visual da fluorescência para PI induzido pelo SLO nas concentrações superiores a 80 ng/mL, 

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

4.5. Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas nos softwares GraphPad Prisma (versão 8.02). Foi 

utilizado o teste de análise de variância two-way ou one-way ANOVA com intervalo de 
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confiança de 95% bem como análises post-hoc de comparação múltipla utilizando o teste de 

Sidak e Dunnet, respectivamente. Foi utilizado também o teste T de Student não pareado. Foi 

realizado análise de outliers, valores de p inferiores a 0.05 foram considerados significativos e 

valores de R
2
 maiores que 0,9 foram considerados. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Purificação da Lunatina-1 

Os perfis cromatográficos obtidos nos processos de purificação do peptídeo sintético 

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

Durante o primeiro processo de purificação, o método estava ajustado com um fluxo de 1 

mL/min e, por isso, a eluição do peptídeo de interesse ocorreu em um tempo de retenção mais 

longo, de 53 minutos, com 55% da solução B (0,1% de TFA em acetonitrila), como exibido 

na Figura 8A. Foi injetado 4µg de peptídeo por corrida (Figura 9A). 

Posteriormente, o método foi ajustado para um fluxo de corrida de 3 mL/min, 

modificando, portanto, o tempo de retenção do peptídeo de interesse, que foi eluído da coluna 

após 32 minutos, com 47% da solução B (0,1% de TFA em acetonitrila), como mostrado na 

Figura 8B. Foi injetado 3µg de peptídeo por corrida (Figura 9B).  

A eluição do peptídeo de interesse, durante o terceiro processo de purificação, com injeção 

de 32 µg de peptídeo por corrida, ocorreu após 27 minutos do início da purificação, com 45% 

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

A otimização do gradiente cromatográfico 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. Purificação do peptídeo sintético Lunatina-1 

Perfil cromatográfico do peptídeo sintético Lunatina-1 em coluna semi-preparativa de fase reversa 

Discovery® BIO Wide Pore C18 (25 cm x 10 mm). A) Injeção de 4µg do peptídeo por corrida, que foi 

eluido após 53 minutos, com 55% da solução B (0,1% de TFA em acetonitrila). B) Injeção de 3µg do 

peptídeo por corrida, que foi eluido após 32 minutos, com 47% da solução de B (0,1% de TFA em 

acetonitrila). C) Injeção de 32 µg de peptídeo por corrida, que foi eluido após 27 minutos, com 45% da 

solução B (0,1% de TFA em acetonitrila). 
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A verificação qualitativa de pureza e confirmação da sequência do peptídeo sintetizado 

foi realizada por espectrometria de massa em sistema MALDI-TOF-MS. Como mostrado na 

Figura 10, percebe-se um sinal predominante correspondente ao íon mono carregado (z = 1) 

do peptídeo sintetizado de 1.442,800 [M + H]
+
, além dos íons correspondentes aos adutos de 

sódio e potássio. Nesta análise, nós pudemos confirmar que o peptídeo estava com alto grau 

de pureza e que a massa (M) monoisotópica experimental do peptídeo era igual a 1.441,800 

Da, semelhante a massa monoisotópica teórica da Lunatina-1, calculada sendo M = 1.441,83 

Da (erro = ± 0,03 Da).  

Visando confirmar se a sequência do peptídeo sintetizado era a mesma da Lunatina-1, 

foi realizada a fragmentação (em modo LIFT) do íon monoisotópico da Lunatina-1 [M + H
+
]
+
 

= 1.442,800. A sequência do peptídeo Lunatina-1 (H-FIGGLLKTLTSFF-NH2) foi confirmada 

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

 

 

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

Sinais correspondem a relação massa e carga (m/z) monocarregada (z = 1) da Lunatina-1 [M 

+ H]
+
 = 1.442,800 e aos adutos de sódio [M + Na]

+
 = 1.464,776 e potássio [M + K]

+
 = 

1.480,757. 
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Figura 11. Sequenciamento do peptídeo Lunatina-1 por espectrometria de massa do tipo MALDI-

TOF/TOF. Espectro de massa da fragmentação do íon parental m/z = 1442,800. 

 

5.2. Lunatina-1 é citotóxica para as células de câncer de mama MDA-MB-231e 

células de câncer de próstata LNCap 

Na linhagem de câncer de mama MDA-MB-231, o peptídeo foi citotóxico em 

concentrações superiores a 12,5 µM, em comparação com o controle PBS, como mostrado na 

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

Interessantemente, a Lunatina-1 apresentou atividade citotóxica e CI50 em células 

tumorais de mama MDA-MB-231 muito inferior a estudos de citotoxicidade de outro peptídeo 

derivado do veneno de escorpião em células de câncer de cólon. Li et al. (2018) demonstram 

que a gonearrestide, um peptídeo derivado do veneno de escorpiões do gênero Androctonus, 

induziu atividade inibitória de crescimento de tumor primário de células humanas de câncer 

de cólon HCT116 e FHC na concentração de concentração 250 µM, ou seja, uma 

concentração aproximadamente 10 vezes maior do que a necessária para a Lunatina-1 induzir 

citotoxicidade em células MDA-MB-231. Os autores confirmaram tais achados por estudos in 

vivo nas doses de 50 µg/tumor e 100 µg/tumor. Nesse mesmo estudo, foi demonstrado que a 

atividade inibitória do crescimento tumoral para células HCT116, após o tratamento com 250 
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µM do peptídeo, estava relacionada com a redução da enzima ciclina dependente de quinase 4 

(CDK4), que é uma proteína envolvida na duplicação do DNA, e na regulação de seus 

inibidores p27 e p21, dados esses também confirmados em experimentos in vivo (LI et al., 

2018). 

Na linhagem de câncer de próstata LNCap, o peptídeo apresentou citotoxicidade em 

todas as concentrações avaliadas, mesmo nas menores utilizadas, como 3,125 µM, em 

comparação ao controle tratado com PBS, como representado na Figura 12 C. Nessas células, 

o peptídeo mostrou-se citotóxico em concentrações inferiores a um estudo de um peptídeo 

isolado do veneno de escorpião Androctonus australis identificado por BenAissa et al., 2020 e 

denominado AaHIV. Os autores reportaram que o peptídeo apresentou atividade citotóxica 

inibindo a proliferação de células de câncer de próstata DU-145 com CI50 = 15 µM. Contudo, 

o peptídeo apresentou uma regulação mínima da migração e invasão dessas células. Além 

disso, o AaHIV também apresentou uma atividade tóxica 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 concentração de 5 µM do peptídeo era capaz de alterar a 

cinética de desativação do canal de sódio Nav1.6. Os autores sugeriram ainda que a regulação 

do Nav1.6 poderia estar envolvida com a inibição da proliferação das células tumorais 

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

Visando avaliar a potencial atividade citotóxica da Lunatina-1 em células não 

tumorais, foi utilizada a linhagem HEK-293, que se mostrou sensível ao peptídeo em 

concentrações superiores a 12,5 µM (Figura 12 D), com um CI50 calculado de 21,11 µM, 

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

Apesar de faltar um teste de toxicidade com células de mama não tumorais, por 

exemplo com a linhagem MCF-10, os dados sugerem que o peptídeo não é seletivo para 

células tumorais, sendo citotóxico também para células não tumorais embrionárias de rim. 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS
https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS
https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS
https://paperpile.com/c/iFLNK2/LPFDS
https://paperpile.com/c/iFLNK2/u7Zo5
https://paperpile.com/c/iFLNK2/u7Zo5
https://paperpile.com/c/iFLNK2/u7Zo5
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Contudo, a citotoxicidade em células não tumorais pode ser reduzida, futuramente, em 

formulações conjugando a Lunatina-1 com peptídeos que a endereçam para células tumorais, 

como os “tumor-homing”, por exemplo (LEUSCHNER; HANSEL, 2004). 

 
 
Figura 12. Atividade citotóxica e de CI50 da Lunatina-1 em células MDA-MB-231, LNCap e HEK-

293.  

A) Atividade citotóxica da Lunatina-1 em células MDA-MB-231. B) Gráfico concentração x resposta 

representando o CI50 da Lunatina-1 em células MDA-MB-231. C) Atividade citotóxica da Lunatina-1 

em células LNCap. D) Atividade citotóxica da Lunatina-1 em células não tumorais HEK-293. E) 

Gráfico concentração x resposta representando o CI50 da Lunatina-1 em células não tumorais HEK-

293. As células foram tratadas com diferentes concentrações 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 três ensaios independentes para as células HEK-293 e 

MDA-MB-231. **p < 0,01; ***p < 0,001. 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/MaPGa
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Aqui é importante mencionar a concentração 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 µM, decidimos utilizar a concentração igual a 25 µM, que 

foi um valor obtido por nós 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 

são muito próximos, dentro do intervalo de erro calculado. 

5.3. Lunatina-1 induz alterações morfológicas em células MDA-MB-231 

O tratamento com 25 µM de Lunatina-1 induziu o arredondamento e um possível aumento 

do volume intracelular das células MDA-MB-231 desde os primeiros minutos de tratamento, 

mas mais perceptível após 8 minutos, permanecendo até 24 minutos de tratamento, onde é 

possível observar a ruptura da membrana de algumas células (Figura 13). Após 56 minutos, é 

possível observar alterações morfológicas em todas as células, com formato arredondado e 

condensadas (Figura 13). 
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Figura 13.   Imagens em campo claro das alterações morfológicas 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 poço.
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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 plasmática das células 

MDA-MB-231, observado pelo aumento de células marcadas com o iodeto de propídio (PI) já 

nos primeiros minutos, sugerindo um efeito muito rápido (Figura 14). A quantificação das 

células marcadas com PI confirmou que o tratamento com 25 µM de Lunatina-1 induziu um 

rápido aumento de permeabilidade das membranas plasmáticas das células MDA-MB-231 

(Figura 16). Foi possível observar 48% de células MDA-MB-231 marcadas com PI já desde o 

primeiro minuto de tratamento, chegando a 74% após 8 minutos e com o pico da atividade 

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

Imagens de campo claro (BF) e de fluorescência para Hoechst (HOE) e iodeto de propídio (PI), após o 

tratamento de células MDA-MB-231 tratadas com 25 µM de Lunatina-1 por 1h. Foram realizados 3 

experimentos independentes, cada um em duplicata, com  captura de imagens em 16 campos de cada 

poço.  
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Figura 15. Análise quantitativa do efeito da Lunatina-1 na integridade de membranas plasmáticas. 

Tratamento de células MDA-MB-231 com a Lunatina-1 (25µM). As células foram plaqueadas, 

coradas com iodeto de propídio (PI) e Hoechst (HOE), e tratadas com 25 µM de Lunatina-1. Os 

experimentos foram realizados no microscópio 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 não pareado. *** p < 0,001, para tratamento com 

Lunatina-1 vs. DMSO em todos os tempos de tratamento, Teste de Sidak para múltiplas comparações 

independentes. 

 

Visando aprofundar a análise do potencial efeito da Lunatina-1 na membrana celular 

da linhagem de câncer de mama basal-like, foi utilizado o marcador de membrana CellMask 

(Figura 16). As células MDA-MB-231 tratadas apenas com o veículo DMSO 0,5% exibiram a 

membrana plasmática bem delineada, com acúmulo do marcador nos limites celulares, 

enquanto foi possível perceber uma diminuição de coloração nos limites da membrana 

plasmática de células tratadas com 25 µM de Lunatina-1 por 5 minutos (Figura 16). 
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Figura 16. Avaliação qualitativa da estrutura da membrana celular 

 As células foram semeadas em lamínulas contendo poli-l-lisina e tratadas com 25 µM de Lunatina-1 

por 5 minutos, fixadas em Karnovsky. As células foram coradas CellMask Orange, para marcar a 

membrana plasmática, e com Hoechst (HOE), para marcar o núcleo. 

 

5.4.1. Lunatina-1 induz a redução de microvilosidades, aumento de estruturas 

semelhantes a poros e comprometimento da membrana plasmática de 

células MDA-MB-231 

Células MDA-MB-231 tratadas com o veículo (DMSO 0,5%) exibiram três fenótipos 

distintos, observados por microscopia eletrônica 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, protusões da membrana 

plasmática (FRANCHI et al., 2020), filopódia (KISO et al., 2018) e lamelopódia, sendo as 

microvilosidades longas e evidentes. 

 As células MDA-MB-231 tratadas com Lunatina-1 (25 µM) por 10 minutos 

apresentaram uma redução na densidade de células poligonais, possível redução de 

microvilosidades, e ausência de filopódias e lamelipódias (Figura 17). 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/6ItWJ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/MrfMr
https://paperpile.com/c/iFLNK2/MrfMr
https://paperpile.com/c/iFLNK2/MrfMr
https://paperpile.com/c/iFLNK2/3ypV7
https://paperpile.com/c/iFLNK2/3ypV7
https://paperpile.com/c/iFLNK2/3ypV7
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Figura 17. Avaliação estrutural da superfície de células MDA-MB-231 tratadas com Lunatina-1. 

As células foram semeadas em lamínulas de poli-l-lisina, tratadas com veículo (DMSO 0,5%) ou 25 

µM de Lunatina-1 por diferentes tempos, fixadas em Karnovisky e preparadas para análises de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). A figura mostra os aspectos morfológicos da superfície 

celular após 10 minutos de tratamento com DMSO 0,5% (painéis superiores) ou Lunatin-1 (painéis 

inferiores). Três fenótipos celulares diferentes são mostrados, incluindo globular (G), 

fusiforme/alongada (F) e poligonal (P). Lamelipódios (setas verdes) e filopódios (setas laranja) estão 

destacados. 

 

Utilizando um aumento entre 14.000 e 50.000 vezes, visando avaliar as alterações 

estruturais induzidas pelo peptídeo com maior detalhe, podemos observar nas células tratadas 

com Lunatina-1 (25 µM) por 10 minutos uma visível redução de microvilosidades nas de 
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fenótipo fusiforme, quando comparadas às tratadas com o veículo DMSO 0,5% (Figura 18). 

Essa redução foi considerada significativa após a quantificação do número de 

microvilosidades e área ocupada por essas estruturas na superfície das células (Figura 19).  

As microvilosidades constituem protrusões de membrana sustentadas pelo 

citoesqueleto de actina, com atividade sugestiva de transdução de sinais para ativação de 

linfócitos, tendo em vista a presença de certas proteínas sinalizadoras nesta estrutura 

(ORBACH; SU, 2020). Além de integrar o citoesqueleto (GAETA et al., 2021), possui 

atuação na motilidade celular, aumento da área de superfície celular (ORBACH; SU, 2020) e 

participa em funções diversas, incluindo absorção, secreção e indução de força mecânica (LIu 

et al., 2019). O aumento das microvilosidades em comprimento e densidade em câncer de 

pâncreas correlaciona positivamente com o aumento da captação de glicose, maior potencial 

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

Ademais, foram observadas estruturas semelhantes a poros nas células fusiformes com 

diâmetros de 41,8 ± 2,1 nm e 42,3 ± 1,2 após o tratamento, por 10 minutos, com DMSO 

(0,5%) e Lunatina-1 (25µM), respectivamente, sem diferença significativa. Contudo, as 

células tratadas com Lunatina-1 apresentaram uma maior quantidade dessas estruturas do que 

as tratadas com DMSO, após análise qualitativa (Figura 18) e quantitativa (Figura 20). 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/38dV3
https://paperpile.com/c/iFLNK2/FVCBZ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/FVCBZ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/FVCBZ
https://paperpile.com/c/iFLNK2/38dV3
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Fl5ui
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Fl5ui
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Fl5ui
https://paperpile.com/c/iFLNK2/Fl5ui
https://paperpile.com/c/iFLNK2/udB6T
https://paperpile.com/c/iFLNK2/udB6T
https://paperpile.com/c/iFLNK2/udB6T
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Figura 18. Lunatina-1 induz a formação de estruturas semelhantes a poros e reduz a quantidade de 

microvilosidades na membrana plasmática de células MDA-MB-231. 

As células foram semeadas em lamínulas de poli-l-lisina, tratadas com DMSO (0,5%) ou Lunatina-1 

(25 µM), fixadas em Karnovisky e preparadas para MEV. Para as células tratadas com DMSO, é 

possível notar a integridade das membranas citoplasmáticas, das microvilosidades e a presença de 

algumas estruturas semelhantes a poros nas células fusiformes e globulares (seta rosa). Vesículas 

(vermelho “v”) também são visualizadas em células globulares. Após o tratamento com a Lunatina-1, 

as células exibiram uma redução no número 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 superfície de células MDA-MB-231 

(A) Figuras representativas da medição de microvilosidades com imagem tratada no CellProfiller e a 

máscara para detecção das microvilosidades desenvolvida no Cellpose. A sobreposição de imagens 

celulares foi feita no CellProfiler. (B) Número de microvilosidades por superfície celular e (C) área da 

superfície celular ocupada pelas microvilosidades. Testes realizados utilizando 9 células diferentes por 

tratamento. * p < 0,05; Teste T de Student não pareado. 
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Figura 20. Lunatina-1 aumenta significativamente o número 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/Image J. ** p < 0,01; teste T de Student teste não pareado. 

 

As células de fenótipo globular tratadas com a Lunatina-1 (25µM) por 10 minutos 

apresentaram a membrana deformada, quando comparadas às de mesmo fenótipo tratadas com 

o veículo (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 

µM) e o veículo (DMSO 0,5%), é possível observar que a redução das microvilosidades em 

células fusiformes e a deformação das células globulares acontece desde os primeiros minutos 

do tratamento (Figura 21). Já após 15 minutos, as células tratadas (fusiformes e globulares) 

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

Finalmente, células MDA-MB-231 tratadas com PBS apresentaram uma morfologia 

semelhante ao veículo (DMSO 0,5%), demonstrando que a concentração utilizada desse 

solvente não induziu toxicidade para as células MDA-MB-231 (Figura 22), o que nos permite 

afirmar que os efeitos descritos nesta tese são induzidos pela Lunatina-1. 
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Figura 21.  Lunatina-1 induz um rápido comprometimento da membrana plasmática de células MDA-

MB-231. 

 Células foram semeadas em lamínulas de poli-l-lisina, tratadas com 25 µM de Lunatina-1 ou DMSO 

0,5% por diferentes tempos, fixadas em Karnovisky e preparadas para MEV. 
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Figura 22. A concentração utilizada de DMSO não induziu toxicidade aparente nas células MDA-

MB-231. 

Células foram semeadas em lamínulas de poli-l-lisina, tratadas com PBS ou DMSO 0,5% por 

diferentes tempos, fixadas em Karnovisky e preparadas para MEV. 
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Os efeitos citotóxicos 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 peptídeo MPLfcinB6 também provocou um 

aumento de permeabilidade da membrana, demonstrada pelo aumento da captação de PI,  e 

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

No presente trabalho, foram observadas diversas alterações na membrana celular, 

como a diminuição das microvilosidades, o aumento no número de estruturas semelhantes a 

poros, a ausência dos contornos evidentes e aumento de permeabilidade da membrana, 

sugerindo uma ação direta do peptídeo na membrana plasmática. 

Peptídeos com ação disruptiva de membrana (MDPs), como a Lunatina-1, são 

geralmente denominados como peptídeos líticos, devido a sua ação na membrana por ruptura, 

formação de poros ou micelas, podendo ser antimicrobianos (AMPs) e/ou antitumorais 

(ACPs). Esses peptídeos interagem eletrostaticamente com lipídios 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 ações dos peptídeos MDPs vêm sendo explicadas por três mecanismos distintos, 

sendo eles a formação de poros por modelos barril ou toroidal, bem como indução de danos a 

membrana e formação de micelas membranares pelo modelo carpete. Nos modelos de 

formação de poros transmembranares provocados por MDPs, o diâmetro dos danos 

observados varia entre 1-2 nm para o modelo barril e 3-10 nm no modelo toroidal. 

Adicionalmente, o MDP, para ser capaz de atravessar a membrana plasmática durante a 

formação dos poros, deve possuir em sua composição cerca de 20 resíduos de aminoácidos ou 

mais. No modelo carpete ocorre um recobrimento da membrana plasmática de maneira 

semelhante a um tapete, com consequente desintegração da mesma através da formação de 

https://paperpile.com/c/iFLNK2/A4Mi6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/A4Mi6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/A4Mi6
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+Ji59S
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+Ji59S
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+Ji59S
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+Ji59S
https://paperpile.com/c/iFLNK2/jwu8I+Ji59S
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partículas semelhantes a micelas e danos nas membranas com diâmetros maiores do que 10 

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

A Lunatina-1 é um peptídeo curto, contando com apenas 13 resíduos de aminoácidos, 

portanto, segundo a literatura, este peptídeo seria incapaz de atravessar a membrana 

plasmática durante a formação dos poros transmembranares. Estudos de bioinformática 

proposto por Chen e Mark sugerem que peptídeos curtos, como aureína e citoplina, induzem 

curvatura local na membrana, agindo como detergente, diferindo de peptídeos mais longos, 

como maculatina e caerina, que induzem curvatura de longo alcance, e são capazes de dobrar-

se, ligar-se à membrana plasmática estabilizando os poros transmembranares(CHEN; MARK, 

2011).  

Adicionalmente, as estruturas semelhantes a poros observadas na membrana 

plasmática de células MDA-MB-231 de fenótipo fusiformes possuem diâmetro 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 não foram observadas a formação de micelas membranares para confirmar esta 

suposição. Nas células de fenótipo globular, no entanto, foram observadas membranas 

plasmáticas completamente danificadas, sendo sugestivo uma ação semelhante a um 

detergente com a solvatação não apenas das estruturas membranares e sim da membrana como 

um todo. 

 É importante salientar que as células MDA-MB-231 de fenótipo fusiforme constituem 

de células com características mais próximas de células mesenquimais (TAVIANATOU et al., 

2019), o que poderia justificar as diferenças da ação do peptídeo observadas por SEM nessas 

células em relação a sua maior toxicidade observadas pela mesma técnica nas células de 

fenótipo globular. 
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A ação rápida da Lunatina-1 em células MDA-MB-231 sugere uma baixa propensão 

para o estabelecimento de resistência ao tratamento, o que é desejável, pois se observa um 

aumento de tumores resistentes aos tratamentos convencionais (LEUSCHNER; HANSEL, 

2004; LIN et al., 2021). 

As interações eletrostáticas dos MDPs com a membrana plasmática é insuficiente para 

o estabelecimento de seletividade quanto à toxicidade (VAEZI et al., 2020), o que também foi 

observada neste trabalho, pois a Lunatina-1 também foi citotóxica para as células não 

tumorais HEK-293. Contudo, essa desvantagem pode ser contornada ao conjugar os MDPs 

com proteínas que se liguem a proteínas superexpressas na membrana de tumores ou a um 

peptídeo direcionador de tumor (THP, do inglês), promovendo, assim, uma maior seletividade 

(LEUSCHNER; HANSEL, 2004). 

Por exemplo, um MDP denominado Hecate foi conjugado à cadeia β do hormônio 

luteinizante (LH), o que aumentou a sua seletividade para células de câncer de próstata em 

comparação com células não tumorais (LEUSCHNER et al., 2001). Esse mesmo peptídeo, 

juntamente a outros MDPs (Phor14 e Phor21), quando conjugados com 15 resíduos de 

aminoácidos da cadeia β da gonadotrofina coriônica (β CG) ou do hormônio liberador do 

hormônio luteinizante (LHRH), exerceram atividade citotóxica apenas em xenoenxertos de 

câncer de próstata em camundongos, diferindo da atividade induzida apenas pela 

administração dos MDPs não conjugados, que se mostraram inefetivos (HANSEL; 

LEUSCHNER; ENRIGHT, 2007).  

Apesar das vantagens acima mencionadas a respeito da conjugação de peptídeos 

MDPs com peptídeos THPs ou a proteínas que ligam-se em proteínas superexpressas na 

membrana de tumores, é importante salientar que a natureza covalente dessa reação tem como 

consequência a modificação da conformação da estrutura secundária 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 peptídeo ou polipeptídio gerado.  

Uma outra possível solução para minimizar a toxicidade de peptídeos MDPs em 

células não tumorais pode ser alcançada com a incorporação destes peptídeos em vesículas 

lipídicas, ou lipossomas, contendo peptídeos que alvejem proteínas superexpressas pela célula 

tumoral em questão. No caso do câncer de mama triplo negativo, o lipossoma poderia ser 

formulado juntamente com o peptídeo (AKRGARSTA) Linear TT1, alvejando a proteína p32 

(receptor trans-membrana gC1q), assim como nos estudos de D’Avanzo et al., 2021 

(D’AVANZO et al., 2021) 

 D’Avanzo et al., 2021, utilizaram a formulação Linear TT1-lipossomas para 

incorporação de fármacos antitumorais, como Sorafenib e Doxorubicina, onde obtiveram 

aumento da toxicidade destes em células de câncer 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 formação de poros pelo tratamento de células MDA-MB-231 com a 

Lunatina-1, resolvemos confirmar esse achado usando a estreptolisina O (SLO, sigla do 

inglês), um peptídeo sabidamente indutor de poros em diversos tipos celulares (KEYEL et al., 

2013, 2011). Como observado na Figura 23, o tratamento das células com concentrações 

superiores a 80 ng/mL de SLO por 20 minutos não apresentaram marcação com PI, portanto, a 

concentração de 80 ng/mL foi selecionada para os experimentos com SEM. 
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Figura 23. Imagens representativas de células MDA-MB-231 tratadas por 20 minutos com diferentes 

concentrações de estreptolisina O. 

Células foram tratadas com diferentes concentrações (80, 130, 200 ou 300 ng/mL) de estreptolisina O 

(SLO) ou PBS. Células coradas com iodeto de propídio (PI) 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 

marcação de células MDA-MB-231 tratadas por 30 minutos (SLO = 11,0 ± 5,96% vs. PBS = 

5,41 ± 3,42%, p < 0,05). Não foi observado um aumento significativo da permeabilidade das 

células ao PI após 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 execução dos experimentos. Após esses ensaios preliminares de permeabilização de 

membrana provocados pela SLO, este peptídeo foi usado como controle positivo de formação 

de poros nos ensaios de MEV. 

 
Figura 24. Indução 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 

propídio (PI) e Hoechst (HOE). A) Quantificação de células marcadas com o PI após 20 minutos de 

tratamento. B) Quantificação de células marcadas com o PI após 30 minutos de tratamento. * p < 0,05; 

Teste T de Student não 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 às 

induzidas pela Lunatina-1 (Figura 18). 

Keyel et al. (2011) notaram a presença de poros dentro de pequenos blebs na 

membrana de células HeLa provocados pelo SLO (KEYEL et al., 2011), o que não 

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 possível observar a 

formação de blebs na membrana após 30 minutos de tratamento com o SLO (Figura 25).  

 

 

Figura 25.  SLO induz a formação de poros, blebs e compromete a superfície de células MDA-MB-

231. 

Células foram semeadas em lamínulas de poli-l-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 presença de poros, ruptura mecânica, ou lise da bicamada lipídica pode romper a barreira 

de permeabilidade, permitindo, assim, um influxo de cálcio e um efluxo dos constituintes 

intracelulares, com consequente contração do citoesqueleto cortical induzida pela miosina e o 

aumento localizado da pressão hidrostática dentro do citoplasma circundante, o que 

visualizamos como uma bolha contendo a membrana danificada (bleb). Quando a célula é 



74 
 

 

capaz de reparar a lesão, o cálcio intra bleb é direcionado para fora e a bolha eventualmente se 

retrai. Caso a célula falhe no processo de reparação, a concentração de cálcio intra bleb 

continua a aumentar, com consequente aumento do bleb. Caso o dano à membrana seja 

extremamente extenso para a sua reparação, a célula sacrifica as regiões danificadas, 

descartando, assim, as bolhas obstruídas e permeabilizadas (BABIYCHUK et al., 2010).  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nesta tese, foi estudado o possível mecanismo de ação citotóxico da Lunatina-1, um 

peptídeo isolado do veneno do escorpião peruano Hadruroides lunatus em células MDA-MB-

231, uma linhagem celular de câncer de mama triplo-negativo (ER-/PR-/HER2-), 

notoriamente resistente à quimioterapia. A Figura 26 ilustra o mecanismo de ação da 

Lunatina-1 sugerido nessa linhagem celular. Como a atividade citotóxica da Lunatina-1 

ocorreu nos primeiros minutos de tratamento, acreditamos que seja reduzida a possibilidade 

de resistência 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 

eficácia dos medicamentos antitumorais. Sugerimos que a potencial citotoxicidade deste 

peptídeo em células não tumorais pode ser reduzida pelo uso de formulações que aumentem a 

sua seletividade contra células transformadas.
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Figura 26. Ilustração esquemática do mecanismo citotóxico 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 associatedwith 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-

teinswhencomparedwithMDA-MB-231. Themolecular differenceshighlighted in this

study may clarify the molecular basis behind cancer cells functioning and may reveal

novel signatures across the breast cancer cell models.
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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

phenomenon is attributed toearlydetectionand 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].

Atmolecular level, cancer progression includes a cellular reprogram

of the metabolic activities to overcome the uncontrolled growth, and

pooroxygenandnutrients supplies in consequenceof the tumorexpan-

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 andmonitoring 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 β-oxidation, tricarboxylic acid cycle (TCA), and oxidative phospho-

rylation (OXPHOS). Data suggest a negative regulation of theWarburg

effect forMGSO-3 andMACL-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%

solution5mg/dl penicillin/streptomycin in saline 0.9%, at 37◦Cwith5%

CO2. After reaching a cell monolayerwith>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 1ml of a solution containing protease inhibitor

(mini EDTA-free complement, Roche). Samples were centrifuged at

3000×g 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 μl 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 mMwas 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 quantificationwas per-

formed by fluorescent method (Qubit, Thermo). Samples were diluted

10 times with TEAB 20mMand 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. Reactionwas quenchedwith 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. Sampleswere kept at−20◦C

until further use.

2.3 Peptide labeling and sample pre-fractionation

The TMT 10plex (Thermo) was used to label 25 μg 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 % p-value
Adjusted p-value

(Benjamini–Hochberg)

Ribosome 87 4.7 2.00E-38 5.40E-36

Spliceosome 65 3.5 6.30E-20 8.70E-18

Carbonmetabolism 56 3.0 1.40E-17 1.30E-15

Protein processing in endoplasmic reticulum 69 3.7 6.10E-16 3.40E-14

Proteasome 31 1.7 1.90E-15 8.70E-14

Citrate cycle (TCA cycle) 22 1.2 1.60E-11 5.50E-10

Ribosome biogenesis in eukaryotes 40 2.1 2.30E-11 7.10E-10

Oxidative phosphorylation 52 2.8 2.70E-11 7.40E-10

RNA transport 60 3.2 1.50E-10 3.50E-09

Biosynthesis of amino acids 33 1.8 1.90E-09 4.10E-08

Glycolysis/gluconeogenesis 28 1.5 4.10E-07 7.60E-06

Protein export 14 0.7 4.90E-06 8.40E-05

Valine, leucine, and isoleucine degradation 20 1.1 2.10E-05 3.30E-04

Pyruvatemetabolism 18 1.0 2.60E-05 3.70E-04

Endocytosis 61 3.3 3.10E-05 4.30E-04

Metabolic pathways 230 12.3 4.60E-05 6.00E-04

Phagosome 41 2.2 1.40E-04 1.70E-03

Fatty acid degradation 17 0.9 2.10E-04 2.50E-03

Propanoatemetabolism 13 0.7 3.70E-04 4.10E-03

Fatty acid metabolism 18 1.0 3.70E-04 4.10E-03

Vasopressin-regulatedwater reabsorption 17 0.9 3.90E-04 4.20E-03

DNA replication 15 0.8 4.10E-04 4.20E-03

mRNA surveillance pathway 27 1.4 6.40E-04 6.30E-03

NAFLD 38 2.0 1.40E-03 1.30E-02

2-Oxocarboxylic acid metabolism 9 0.5 1.70E-03 1.50E-02

Fatty acid elongation 11 0.6 2.10E-03 1.80E-02

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 20 1.1 3.00E-03 2.50E-02

RNA degradation 22 1.2 3.80E-03 3.10E-02

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

sampleswerewashed three timeswith ammonium formate 20mM (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 × 100 μm inner diameter) packed with the

resin Reprosil-Pur C18-AQ (5 μm particle size) using the EasyLC HPLC

system (Thermo) at 20 μl/min. Peptide separation was achieved in the

analytical (20 cm long × 75 μm inner diameter) reverse-phase column

packed with the resin Reprosil-Pur C18-AQ (3 μm 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 μl/min. Eluted peptides were analyzed online in the mass spec-

trometerQ-ExactiveHF (Thermo). The instrumentwas operated in the

positive polarity and in the data-dependent acquisition (DDA) mode.

The peptide ions were accumulated until 3 × 106 ions or 120 ms, and

scanned out in the orbitrap using 120,000 resolution at m/z 200 Th.

The 20most 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 × 105 ions

or 120 ms, and analyzed in the orbitrap using 60,000 resolution atm/z

200 Th. Selected ions were included in the dynamic exclusion list for

15 s.
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F IGURE 1 Regulation profile of the proteins associated with the β-oxidation across the cell lines. Schematic representations of the β-oxidation
pathways inmitochondria 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. TheVolcano

plots and the heat maps were done using the DanteR (https://omics.

pnl.gov/software/danter). Venn diagramswere 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

https://omics.pnl.gov/software/danter
https://omics.pnl.gov/software/danter
http://www.biovenn.nl
https://david.ncifcrf.gov
https://cytoscape.org/
http://www.string-db.org
http://www.string-db.org
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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 andMACL-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 (columndendrogram).Webelieve 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 β-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 β-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

F IGURE 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 asmean± standard deviation (n= 3). ANOVA
corrected with Tukey, # versusMC and $ versusMA. 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 acrossmitochondrialmembranes. Park et al. [24] have shown that

CPT genes play an important role in TNBC tumorigenesis. CPT2 knock-

out in MDA-MB-231 inhibited transwell migration and cell growth

[24].
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F IGURE 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 cell line). ANOVA, analysis of variance; ND, not detected; TCA, tricarboxylic
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 β-oxidation, which may suggest a more aggres-

sive phenotype for MACL-1 and MGSO-3, which is in line with

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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F IGURE 4 Regulation profile of the proteins associated with OXPHOS across the cell lines. Schematic representations of theOXPHOS 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

3.4 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 enzymewas 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 inMGSO-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 inMDA-MB-231 andMGSO-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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F IGURE 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

dehydrogenaseC chain (LDHC)was found upregulated inMGSO-3 and

MACL-1 and downregulated inMCF-10A andMDA-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 “OXPHOS” 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 S6, 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 theseproteinswere founddownregulated (Figure4, andFigure S7,

Supporting Information). The proteomic datamay suggest that aerobic

pathways (TCA cycle andOXPHOS) aremore 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 OXPHOS) to anaerobic

pathways (glycolysis and fermentation) toproduceenergy 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 andMACL-1 cells favor aero-

bic means to produce energy (negativeWarburg 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

andMACL-1 cells than inMDA-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 14-3-3σ is an anti-apoptotic agent as it inhibits BAX

in the cytosol. On the other hand, the 14-3-3ε 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 andMACL-1 and downregulated inMDA-MB-231 andMCF-

10A. The anti-apoptotic protein 14-3-3σ was found downregulated in

MGSO-3 and MACL-1 and upregulated in MDA-MB-231. The 14-3-

3ε 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 14-3-3σ
downregulated inMGSO-3 andMACL-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.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank the VILLUM Center for Bioanalytical Sciences and

PRO-MS: Danish National Mass Spectrometry Platform for Functional

Proteomics (grant no. 5072-00007B) for support to the infrastructure.

This work was supported by “Conselho Nacional de Desenvolvimento

Científico e Tecnológico” (CNPq) [grant numbers: 421021/2016-0,

309122/2019-8, 312474/2017-2], “Fundação de Amparo à Pesquisa

de Minas Gerais” (FAPEMIG) [grant number: APQ-03242-16, PES-

00008-16, AUC-00056-15], and “Coordenação de Aperfeiçoamento

de Pessoal de Nível Superior” (CAPES) [FINANCECODE 001].

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The data that support the findings of this study are available from the

corresponding author upon reasonable request.

ORCID

ThiagoVerano-Braga https://orcid.org/0000-0002-7083-2588

REFERENCES

1. Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, I.,

Jemal, A., & Bray, F. (2021). Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN

estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185

countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 209–249. https://doi.org/
10.3322/caac.21660

2. Harbeck, N., & Gnant, M. (2017). Breast cancer. Lancet, 389(10074),
1134–1150. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(16)31891-8

3. Torre, L. A., Bray, F., Siegel, R. L., Ferlay, J., Lortet-Tieulent, J., & Jemal,

A. (2015). Global cancer statistics, 2012. CA: A Cancer Journal for
Clinicians, 65(2), 87–108. https://doi.org/10.3322/caac.21262

4. Perou, C. M., Sørlie, T., Eisen, M. B., Van De Rijn, M., Jeffrey, S. S., Rees,

C. A., Pollack, J. R., Ross, D. T., Johnsen, H., Akslen, L. A., Fluge, Ø.,

Pergamenschikov, A., Williams, C., Zhu, S. X., Lønning, P. E., Børresen-

Dale, A. L., Brown, P O., & Botstein, D. (2000). Molecular portraits of

human breast tumours. Nature, 406(6797), 747–752. https://doi.org/
10.1038/35021093

5. Cancer Genome Atlas, N. (2012). Comprehensive molecular portraits

of human breast tumours. Nature, 490(7418), 61–70. https://doi.org/
10.1038/nature11412

6. Foulkes, W. D., Smith, I. E., & Reis-Filho, J. S. (2010). Triple-negative

breast cancer. New England Journal of Medicine, 363(20), 1938–1948.
https://doi.org/10.1056/NEJMra1001389

7. Abdel-Wahab, A F., Mahmoud, W., & Al-Harizy, R. M. (2019). Target-

ing glucosemetabolism to suppress cancer progression: Prospectiveof

anti-glycolytic cancer therapy. Pharmacological Research, 150, 104511.
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2019.104511

8. Warburg, O. (1956). On the origin of cancer cells. Science, 123(3191),
309–314. https://doi.org/10.1126/science.123.3191.309

9. Munir, R., Lisec, J., Swinnen, J. V., &Zaidi, N. (2019). Lipidmetabolism in

cancer cells under metabolic stress. British Journal of Cancer, 120(12),
1090–1098. https://doi.org/10.1038/s41416-019-0451-4

10. Wang,Y., Xia, Y., &Lu, Z. (2018).Metabolic featuresof cancer cells.Can-
cer Communications (Lond), 38(1), 65. https://doi.org/10.1186/s40880-
018-0335-7

11. Wang, K., Jiang, J., Lei, Y., Zhou, S., Wei, Y., & Huang, C. (2019). Target-

ing metabolic – redox circuits for cancer therapy. Trends in Biochemical
Sciences, 44(5), 401–414. https://doi.org/10.1016/j.tibs.2019.01.001

12. Ding, Z., Wang, N., Ji, N., & Chen, Z. S. (2022). Proteomics technologies

for cancer liquid biopsies.Molecular Cancer, 21(1), 53. https://doi.org/
10.1186/s12943-022-01526-8

13. Nusinow, D. P., Szpyt, J., Ghandi, M., Rose, C. M., Mcdonald, E.

R, Kalocsay, M., Jané-Valbuena, J., Gelfand, E., Schweppe, D. K.,

Jedrychowski, M., Golji, J., Porter, D. A., Rejtar, T.,Wang, Y. K, Kryukov,

G.V., Stegmeier, F., Erickson,B.K.,Garraway, L.A., Sellers,W.R.,&Gygi,

S. P. (2020). Quantitative proteomics of the cancer cell line Encyclope-

dia. Cell, 180(2), 387–402.e16. https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.12.
023

14. Huang, A., Zhang, M., Li, T., & Qin, X. (2018). Serum proteomic analysis

by tandem mass tags (TMT) based quantitative proteomics in gastric

cancer patients.Clinical Laboratory,64(5), 855–866. https://doi.org/10.
7754/Clin.Lab.2018.171129

https://orcid.org/0000-0002-7083-2588
https://orcid.org/0000-0002-7083-2588
https://doi.org/10.3322/caac.21660
https://doi.org/10.3322/caac.21660
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(16)31891-8
https://doi.org/10.3322/caac.21262
https://doi.org/10.1038/35021093
https://doi.org/10.1038/35021093
https://doi.org/10.1038/nature11412
https://doi.org/10.1038/nature11412
https://doi.org/10.1056/NEJMra1001389
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2019.104511
https://doi.org/10.1126/science.123.3191.309
https://doi.org/10.1038/s41416-019-0451-4
https://doi.org/10.1186/s40880-018-0335-7
https://doi.org/10.1186/s40880-018-0335-7
https://doi.org/10.1016/j.tibs.2019.01.001
https://doi.org/10.1186/s12943-022-01526-8
https://doi.org/10.1186/s12943-022-01526-8
https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.12.023
https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.12.023
https://doi.org/10.7754/Clin.Lab.2018.171129
https://doi.org/10.7754/Clin.Lab.2018.171129


10 of 11

15. Hoshino, A., Kim, H. S., Bojmar, L., Gyan, K. E., Cioffi, M., Hernandez,

J., Zambirinis, C P., Rodrigues, G., Molina, H., Heissel, S., Mark, M. T.,

Steiner, L., Benito-Martin, A., Lucotti, S., Di Giannatale, A., Offer, K.,

Nakajima, M., Williams, C., Nogués, L., . . . Lyden, D. (2020). Extracellu-

lar vesicle and particle biomarkers definemultiple human cancers.Cell,
182(4), 1044–1061.e18. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.07.009

16. Raffel, S., Klimmeck, D., Falcone, M., Demir, A., Pouya, A., Zeisberger,

P., Lutz, C., Tinelli, M., Bischel, O., Bullinger, L., Thiede, C., Flörcken,

A., Westermann, J., Ehninger, G., Ho, A. D., Müller-Tidow, C., Gu, Z.,

Herrmann, C., Krijgsveld, J., . . . Hansson, J. (2020). Quantitative pro-

teomics reveals specific metabolic features of acute myeloid leukemia

stem cells.Blood,136(13), 1507–1519. https://doi.org/10.1182/blood.
2019003654

17. Ryu, J., & Thomas, S. N. (2021). Quantitativemass spectrometry-based

proteomics for biomarker development in ovarian cancer. Molecules,
26(9), 2674. https://doi.org/10.3390/molecules26092674

18. Wu, D., Zhang, P., Ma, J., Xu, J., Yang, L., Xu, W., Que, H., Chen, M., &

Xu, H. (2019). Serumbiomarker panels for the diagnosis of gastric can-

cer. Cancer Medicine, 8(4), 1576–1583. https://doi.org/10.1002/cam4.

2055

19. Krug, K., Jaehnig, E. J., Satpathy, S., Blumenberg, L., Karpova, A.,

Anurag, M., Miles, G., Mertins, P., Geffen, Y., Tang, L. C., Heiman, D. I.,

Cao, S.,Maruvka, Y. E., Lei, J. T., Huang, C., Kothadia, R. B., Colaprico, A.,

Birger, C., Wang, J., . . . Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium.

(2020). Proteogenomic landscape of breast cancer tumorigenesis and

targeted therapy. Cell, 183(5), 1436–1456.e31 e1431. https://doi.org/
10.1016/j.cell.2020.10.036

20. Correa, C. R., Bertollo, C. M., & Goes, A. M. (2009). Establishment

and characterization of MACL-1 and MGSO-3 cell lines derived from

human primary breast cancer. Oncology Research, 17(10), 473–482.
https://doi.org/10.3727/096504009789735404

21. Corrêa, N. C. R., Kuasne, H., Faria, J. A. Q. A., Seixas, C. C. S., Santos,

I. G. D., Abreu, F. B., Nonogaki, S., Rocha, R. M., Silva, G. A. B., Gobbi,

H., Rogatto, S. R., Goes, A. M., & Gomes, D. A. (2013). Genomic and

phenotypic profiles of two Brazilian breast cancer cell lines derived

from primary human tumors. Oncology Research, 29(4), 1299–1307.
https://doi.org/10.3892/or.2013.2284

22. Rodrigues-Ribeiro, L., Melo-Braga, M. N., Kjeldsen, F., Gómez-

Mendoza, D. P., & Verano-Braga, T. (2019). Assessment of protein

extraction and digestion efficiency of well-established shotgun pro-

tocols for heart proteomics. Analytical Biochemistry, 578, 51–59.
https://doi.org/10.1016/j.ab.2019.05.006

23. Perez-Riverol, Y., Csordas, A., Bai, J., Bernal-Llinares, M.,

Hewapathirana, S., Kundu, D. J., Inuganti, A., Griss, J., Mayer, G.,

Eisenacher, M., Pérez, E., Uszkoreit, J., Pfeuffer, J., Sachsenberg, T.,
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