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RESUMO

BORGES EVANGELISTA, Kimberly. Cultura celular de linhagens celulares 
tumorais e análise proteômica baseada em espectrometria de massas: análise 
do efeito de veneno da serpente Bothrops jararaca. 2022. 69 p. Trabalho de 
Conclusão de Curso (Especialização em Toxinas de Interesse em Saúde) – Centro 
de Formação de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, São Paulo, 
2022.

As técnicas de cultura celular são utilizadas desde o começo do século XX e vêm 

ganhando espaço em diferentes áreas de pesquisa. Um exemplo é na 

farmacodinâmica, em estudos cujo objetivo é observar o efeito de drogas, 

biofarmacos e compostos tóxicos, como venenos de serpentes. O veneno de 

serpentes é composto por uma mistura complexa de proteínas, peptídeos, 

aminoácidos, nucleotídeos, lipídeos e carboidratos que apresentam uma gama de 

ações isoladas ou em conjunto. Diversos estudos têm sido realizados a fim de 

analisar o potencial uso de venenos para o tratamento de doenças tais como o 

câncer utilizando diferentes metodologias, sendo duas delas: a cultura celular 

utilizando linhagens celulares tumorais e a proteômica. Proteômica consiste na 

análise dos conjuntos de proteínas e suas isoformas expressas em uma amostra 

biológica, podendo ser um organismo, tecido ou célula. A análise proteômica 

baseada em espectrometria de massas é uma técnica que separa e identifica 

proteínas por meio da medição de sua massa, medida com base na relação 

massa/carga de íons em fase gasosa. O presente trabalho busca analisar e 

caracterizar o perfil morfológico e proteômico das linhagens celulares tumorais sob 

efeito do veneno da serpente Bothrops jararaca a partir da cultura de células 

tumorais MCF-7 e MDA-MB-231. Foram observadas diferentes morfologias entre as 

diferentes linhagens celulares após tratamento com baixa (0,63 μg/mL) e alta dose 

sub-citotóxica (2,5 μg/mL) de veneno. A análise por espectrometria de massas 

permitiu a identificação de diferentes proteínas em cada uma das amostras e a 

presença de proteínas comuns entre amostras controle e tratadas com as diferentes 

doses de veneno. Trabalhos subsequentes utilizando doses diferentes de veneno e



tempo de tratamento permitirão melhor caracterizar o perfil proteômico das

diferentes linhagens tumorais sob efeito do veneno de B. jararaca.

Palavras-chave: Cultura celular. Linhagem celular de câncer. Espectrometria de

Massas. Proteoma. Veneno. Bothrops jararaca.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Família Viperidae e Bothrops jararaca

Na natureza existem mais de 100 mil espécies de animais venenosos e

peçonhentos, podendo ser mamíferos, répteis, anfíbios, insetos e aracnídeos, além

de diversas espécies de peixes e moluscos, na qual o veneno desempenha um

papel importante na imobilização, inabilitação, digestão da presa e na defesa contra

predadores (KINI, 2006; STOCKER, 1990) .

No Brasil existem cerca de 392 espécies de serpentes sendo 63 espécies

consideradas serpentes peçonhentas (COSTA; BÉRNILS, 2015) que são divididas

em duas famílias: a Elapidae que corresponde aos gêneros Micrurus e

Leptomicrurus, e a Viperidae correspondente aos gêneros Bothrops, Crotalus e

Lachesis (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING, 2003; MELGAREJO, 2009).

A família Viperidae estão divididas em quatro subfamílias: Azemiopinae,

Causinae, Crotalinae e Viperinae (MCDIARMID; CAMPBELL; TOURÉ, 1999). Elas

são conhecidas por apresentarem fosseta loreal (orifício termorreceptador)

(UNDERWOOD, 1967) com exceção da subfamília Viperinae. A subfamília

Crotalinae é a mais diversificada, apresentando mais de 190 espécies divididas em

29 gêneros (GUTBERLET JUNIOR; CAMPBELL, 2001) dos quais 12 gêneros

ocorrem no continente americano: Agkistrodon, Atropoides, Bothriechis, Bothriopsis,

Bothrocophias, Bothrops, Cerrophidion, Crotalus, Lachesis, Ophryacus, Porthidium e

Sistrurus (CAMPBELL; LAMAR; BRODIE, 2004).

Segundo o Ministério da Saúde, os acidentes ofídicos constituem um sério

problema de saúde pública no Brasil, com média de 26.000 casos ao ano. Cerca de

80% dos acidentes ofídicos são causados por serpentes da família Viperidae, mais

especificamente do gênero Bothrops (RIBEIRO; JORGE, 1997), podendo levar o

indivíduo picado a óbito ou a sequelas capazes de gerar incapacidade temporária ou

definitiva para o trabalho e atividades habituais (SINAN, 2021).

A B. jararaca é caracterizada pela cabeça em forma de lança e habitam

ambientes predominantemente úmidos, relacionado ao domínio morfoclimático da

Mata Atlântica. Ela é encontrada em zonas rurais e periferias de grandes cidades e
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possui hábito noturno e crepuscular (DIAS, 2013; HARTMANN; HARTMANN;

GIASSON, 2003; PINHO; PEREIRA, 2001; RIBEIRO; JORGE, 1997).

1.2 O veneno da B. jararaca

O veneno é uma mistura complexa composta por proteínas, peptídeos,

aminoácidos, nucleotídeos, lipídios e carboidratos que apresentam uma gama de

ações isoladas ou em conjunto (CALVETE; JUÁREZ; SANZ, 2007; DOLEY; KINI,

2009; FOX; SERRANO, 2007, 2005, 2008; TANJONI et al., 2005) que resultam em

ações hemotóxicas, cardiotóxicas, citotóxicas ou neurotóxicas (JIN; VARNER, 2004;

WHITE, 2005).

O veneno da B. jararaca apresenta três principais ações: proteolítica,

coagulante e hemolítica, sendo a atividade proteolítica um fator importante para

caracterização clínica de um acidente botrópico (AZEVEDO-MARQUES; CUPO;

HERING, 2003; AZEVEDO MARQUES; HERING; CUPO, 2009; DIAS, 2013),

através da degradação de proteínas da matriz extracelular, plasma e superfície

celular (LAING et al., 2003). Além disso, o veneno pode causar lesão local tecidual,

mionecrose, edema, alterações cardiovasculares, choque hipovolêmico, alteração de

coagulação e alterações renais, resultante da ação conjunta da atividade enzimática

e tóxica do veneno (BJARNASON; FOX, 1994; CAPRONI, 2009).

Cerca de 90 a 95% do peso seco do veneno da B. jararaca é composta por

uma mistura complexa de proteínas sendo que algumas são enzimas como

serinoproteinases, metaloproteinases, fosfolipases A2 (FLA2), L-aminoácidos

oxidases (LAAOs) e nucleotidases (DIAS, 2013; NICOLAU et al., 2017). As

metaloproteinases são enzimas proteolíticas associadas à fibrinólise e coagulação, e

estão envolvidas na migração de células e no reparo tecidual, além de estarem

relacionados a efeitos patológicos como o câncer (HOOPER, 1994). As

serinoproteinases afetam a homeostase e a trombose agindo na cascata de

coagulação causando um desequilíbrio homeostático (MATSUI; FUJIMURA; TITANI,

2000). As PLA2 são enzimas capazes de hidrolisar as ligações éster na posição sn2

dos glicerofosfolipídeos, liberando ácido araquidônico, importante para biossíntese

de muitos mediadores envolvidos na inflamação, tais como as prostaglandinas,

tromboxanos e leucotrienos (CUNHA; FULY; ARAUJO, 2011). As L-aminoácidos
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oxidases são flavoenzimas pertencentes à classe de oxiredutases, que produzem o

alfa-ceto, peróxido de hidrogênio e amônia (TAN; FUNG, 2008).

1.3 Potencial terapêutico do veneno

Constituintes de venenos de serpentes têm sido isolados e estudados por

apresentarem potencial terapêutico no tratamento de diversas doenças como, por

exemplo, o Eptifibatide, comercializado como Integrillin, derivado do veneno da

serpente Echis carinatus e produzido pela Millennium Pharmaceuticals e

Schering-Plough e utilizado como uma droga anti-plaquetária (PHILLIPS;

SCARBOROUGH, 1997) e o inibidor da enzima conversora de angiotensina I, o

Captopril produzido pela Bristol-Myers Squibb cujo componente ativo foi derivado do

veneno de B. jararaca e que é utilizado no combate à hipertensão e insuficiência

cardíaca (CAMARGO et al., 2012; FERREIRA, 1965; ROCHA E SILVA; BERALDO;

ROSENFELD, 1949).

Além do potencial utilização dos derivados das toxinas de veneno de

serpentes no tratamento de diversas doenças (FOX; SERRANO, 2007), existem

atualmente diversos trabalhos descrevendo características anti-tumorigênicas do

veneno de serpente (JAIN; KUMAR, 2012; MARSH; WILLIAMS, 2005; VYAS et al.,

2013). Visando a terapia contra o câncer, o uso de proteínas, peptídeos ou enzimas

derivadas do veneno de serpente são analisados para buscar componentes capazes

de danificar componentes na membrana celular interferindo no transporte de

substâncias ou transdução de sinal através da membrana ou perturbarem a

membrana de células cancerosas de modo a afetar a migração e proliferação

dessas células (YAMAZAKI; MORITA, 2007).

1.4 Proteoma do veneno

Nos últimos anos, análises do veneno por espectrometria de massas têm

permitido esclarecer a composição e a variabilidade de proteínas e peptídeos

presentes no veneno de serpentes (FOX; SERRANO, 2008).
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Existirem na literatura, inúmeras abordagens envolvendo a caracterização

bioquímica e fisiológica da ação do veneno ou derivados isolados de venenos sobre

linhagens celulares ou tecidos (BATEMAN et al., 2013; CALDERON et al., 2014;

LEIGUEZ et al., 2014; MORA et al., 2005; MOREIRA et al., 2014), porém são

poucos os trabalhos mapeando o proteoma de linhagens celulares de câncer após o

tratamento com venenos de serpentes.

O desenvolvimento de metodologias e tecnologias mais sensíveis utilizando

espectrômetros de massas acoplados a nano-cromatografia líquida de alta eficiência

(nano-LC/MS) tem permitido análises proteômicas mais precisas e cobrindo um

maior número de proteínas detectadas no mapeamento do proteoma presente em

um determinado tipo celular após um estímulo ou estresse. Estas análises permitem

entender funções biológicas de proteases, peptidases e peptídeos associados a

desordens metabólicas e doenças como o câncer (BARROS et al., 2012a, 2012b;

HAVRE et al., 2008; MEST; MENTLEIN, 2005; TAGORE et al., 2009).

Estudos do efeito do veneno de B. jararaca sobre algumas linhagens

celulares tumorais já foram realizadas por nosso grupo (KISAKI et al., 2021). O

efeito do veneno foi testado sobre linhagens tumorais de mama MCF7 e

MDA-MB-231 que apresentam características não metastática e metastática

respectivamente, e que se caracterizam por apresentar alto grau de eficiência

glicolítica que garante a ligação entre célula tumoral e a matriz extracelular

(FURTADO et al., 2012; NEGROMONTE FILHO, 2011), além de serem mais

resistentes às drogas terapêuticas (AHMED, 2011). Os resultados mostraram que a

partir da análise da classificação funcional das proteínas identificadas sem o

tratamento com veneno e com baixa e alta (sub-letal/citotóxica) concentrações de

veneno houve mudanças no perfil do conjunto de proteínas na função molecular,

processo biológico, componente celular, classe de proteína e via celular (KISAKI et

al., 2021).

Baseado no trabalho de Kisaki e colaboradores (2021), analisamos o efeito do

veneno de B. jararaca como parte do treinamento em diferentes técnicas

laboratoriais incluindo cultura celular de linhagens tumorais e preparo de amostras e

análise proteômica baseada em espectrometria de massas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar e caracterizar o perfil morfológico e proteômico das linhagens

celulares tumorais de mama MCF7 e MDA-MB-231 sob o efeito do veneno de B.

jararaca.

2.2 Específicos

-Tomar conhecimento de técnicas de cultura celular e bioquímica de proteínas

- Cultivo de linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231

- Análise morfológica por microscopia ótica das linhagens tumorais MCF-7 e

MDA-MB-231 sob efeito do veneno de B. jararaca

- Tomar conhecimento de técnicas de análise proteômica baseada em

espectrometria de massas

- Identificação de proteínas por espectrometria de massas do tipo LTQ-Orbitrap

Velos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 foram obtidas da Dra

Rosângela Aparecida Wailemann Mansano do Laboratório de Ciclo Celular (LECC/

CeTICS). As células foram transferidas para uma garrafa T25 contendo 5 mL de

meio de cultura. Foram utilizados os meios de cultura DEMEM (Dulbeccos’s Modifed

Eagle’s Medium, Gibco, Nova Iorque, Estados Unidos) para o cultivo da linhagem

MCF-7 e RPMI (Rosewell Park Memorial Institute, Gibco, Nova Iorque, EUA) sem

vermelho fenol para o cultivo da linhagem MDA-MB-231. Os meios de cultura foram

suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado e os antibióticos ampicilina a

25 mg/L e estreptomicina a 100 mg/L. As células foram posteriormente transferidas

para garrafas T75 com 10 mL de meio de cultura e mantidas em estufa a 37°C e 5%

de CO2. O repique das células foi feito sempre que atingiam 70-80% de confluência.

3.2 Veneno de B. jararaca

Foi utilizado veneno de B. jararaca (lote 01/09-2) extraído e liofilizado pelo

departamento de herpetologia do Instituto Butantan e cedida para uso e teste no

Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada.

3.3 Tratamento das células com veneno de B. jararaca e lise celular

As células foram cultivadas em frascos T25 e após atingirem 70-80% de

confluência foram carenciadas com DMEM (MCF-7) e RPMI (MDA-MB-231) sem

soro fetal bovino por 24 horas. Após esse período, foram adicionadas ao meio de

cultura dose baixa (0.63 μg/mL) e dose sub-citotóxica (2.5 μg/mL) de veneno de B.

jararaca seguindo o mesmo protocolo utilizado por Kisaki et al (2021). Vinte e quatro

horas depois, as células foram lavadas com PBS gelado e lisadas com 1 mL de

ureia 8 M + inibidores de protease e fosfatase (Halt protease & phophatase

single-use inhibitor cocktail, Thermo Fischer Scientific, Illinois, EUA). Após a adição

da solução de lise, foi utilizado um rodo (raspador de células/ cell scraper) para

espalhar a solução e coletar o lisado celular da superfície através de força mecânica

e transferir o conteúdo para um tubo eppendorff no gelo. A amostra foi agitada em
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vórtex por 15 segundos a cada 5 minutos por 30 minutos. A amostra foi centrifugada

a 1000 rpm por 30 segundos e uma alíquota de 50 μL do sobrenadante foi separado

para quantificação de proteínas. O lisado foi estocado até o preparo da amostra para

análise no espectrômetro de massas.

3.4 Quantificação de proteínas

As proteínas obtidas dos lisados celulares foram quantificadas através do

método BCA (Bicinchoninic Acid protein assay, Thermo Fischer Scientific, Illinois,

EUA) em placas de 96 poços. Neste tipo de ensaio, íons de cobre formam

complexos com ligações peptídicas, produzindo produtos e cor púrpura que são

lidos em espectrofotômetro a 562nm. Diluições seriadas do sobrenadante foram

plaqueadas em placa de 96 poços com fundo chato, onde foi adicionada uma

mistura de 50:1 de soluções A (bicinconinato de sódio 10g/L, carbonato de cálcio 20

g/L, tartrato de sódio 1,6 g/L, NaOH 4 g/L e bicarbonato de sódio 9,5 g/L): solução B

(sulfato de cobre pentahidratado 40 g/L). A placa foi incubada a 37° C por 2 h e a

leitura feita em espectrofotômetro FlexStation 3 (Molecular Devices, California, EUA)

a 562 nm utilizando o software SoftMax Pro (vs 3.0.22). A curva padrão foi feita

fazendo-se uma diluição seriada com albumina bovina (BSA) partindo inicialmente

de 2 mg/mL a 0.032 mg/mL.

3.5 Preparação de amostra para análise proteômica - Digestão FASP e

dessalinização com Stage tip

Após condicionamento do filtro para digestão, foram acoplados em tubos de 2

mL e submetidos à centrifugação em todos os passos. Foram adicionados 30 μL da

amostra lisada com 200 μL de UA (ureia 8 M em Tris 0,1 M/ HCl pH 8,5) e

centrifugados a 14.000 g por 15 minutos. Foram adicionados mais 200 μL de UA, as

amostras foram centrifugadas novamente e o flow-through descartado. Foram

adicionados 100 μL de ditiotreitol (DTT) 0,02 M em UA para redução das pontes

dissulfeto, incubados por 30 minutos em temperatura ambiente e em seguida

centrifugados a 14.000 g por 10 minutos. Foram adicionados 100 μL de solução

iodoacetamida (IAA) 0,05 M em UA para alquilação das cisteínas, mantidas por 30

minutos no escuro em temperatura ambiente. Foram adicionados novamente 100 μL
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UA e centrifugados a 14.000 g por 10 minutos. Esse processo foi repetido 3x. Foram

ainda adicionados 100 μL de solução ABC (NH4CO3 0,05 M em água MilliQ) e

centrifugados a 14.000 g por 10 minutos. Esse passo foi repetido por 3 vezes. Foram

adicionados 20 μL de tripsina, quantidade suficiente para se obter uma razão de

1:50 de enzima:proteína e incubado a 37 °C por 18 horas. A reação tripsínica foi

interrompida adicionando 30 μL de ácido acético glacial. As amostras de peptídeos

resultantes do processo de digestão tripsínica foram submetidas ao processo de

dessalinização com Stage-tip usando ponteira P-100 com membrana SDB-XC para

remoção de sal. As ponteiras foram acopladas em tubos eppendorff de 2 mL e

centrifugadas em todos os passos. Antes de iniciar o Stage tip, as membranas foram

condicionadas utilizando 20 μL de solução 80% acetonitrila (ACN) e 0,5% ácido

trifluoroacético (TFA) (solução B) e 5% ACN e 0,5% TFA (solução A) e centrifugadas

a 1000 g por 3 minutos. A amostra foi aplicada ao Stage Tip e centrifugada a 800 g

por 5 minutos e lavada com 20 μL de solução A e centrifugada a 1000 g por 3

minutos. Os peptídeos retidos na coluna foram eluídos com solução B e

centrifugandos a 1000 g por 5 minutos. O eluato foi seco em speedvac (Hetovac

VR-1, Heto Lab Equipment, Allerod, Dinamarca) e dissolvido em ácido fórmico 0,1%

para subsequente análise em cromatografia líquida acoplada ao espectrômetro de

massas (nLC-MSMS).

3.6 Análise proteômica por espectrometria de massas

A proteômica por shotgun foi realizada no espectrômetro de massas do tipo

LTQ- Orbitrap Velos (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) acoplado à

cromatografia líquida nLC EASY 1000 (Thermo Scientific). Foi realizado o gradiente

segmentado com 85 min de 5 - 30% do solvente B (ácido fórmico 0,1% em ACN)

seguido por 10 min de 30 - 90% do solvente B, 10 min a 90% de solvente B, 2 min

de 90 a 5% do solvente B e equilíbrio por 18 min em 5% de solvente B com fluxo de

200 nL/min em uma pré-coluna (ID 100 µm x OD 360 µm) empacotada com 5 cm de

resina C18 com beads Jupiter de 10 µm (Phenomenex Inc., Torrance, California,

USA). Essa pré-coluna foi acoplada a outra coluna analítica (ID 75 µm x OD 360 µm)

empacotada com 15 cm de resina C18 com beads AQUA de 5 µm (Phenomenex

Inc.). Os dados foram coletados em um modo dependente de aquisição de dados
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(DDA) no qual os cinco íons precursores mais intensos de cada ciclo foram

selecionados para fragmentação no tipo dissociação induzida por colisão (CID) por

90 segundos e a voltagem do nanospray foi selecionada para 2.3kV com

temperatura da fonte de ionização em 250 oC. O tempo de injeção no ion trap e no

FT-MS foram de 100ms cada, com resolução de 30.000 através do intervalo de m/z

de 300-1800.

3.7 Identificação de proteínas e busca em banco de dados

A identificação das proteínas foi realizada utilizando-se o programa Mascot

(Matrix Science, versão 2.4.0, Boston, EUA) contra o banco de dados Homo sapiens

do Uniprot baixados em outubro de 2021. Como parâmetros para busca foram

utilizados: oxidação da metionina como modificação variável e carbamidometilação

da cisteína como modificação fixa. A busca foi realizada com tolerância de 10 ppm

para MS e 0,5 Da para MS/MS.
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4 RESULTADOS

4.1 Cultivo de células

O cultivo celular das células MCF-7 e MDA-MB-231 permitiu verificar que as

células crescem de formas diferentes. A linhagem MCF7 cresce mais lentamente

comparada à linhagem MDA-MB-231. Enquanto a célula da linhagem MDA-MB-231

demorava cerca de 3 dias para atingir uma confluência de 80%, a célula da linhagem

MCF7 demorava cerca de 4 a 5 dias.

4.2 Análise morfológica celular do efeito de veneno de B. jararaca

As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram plaqueadas com 1,5x105 e 1x105,

respectivamente, em garrafas T25. Após as células atingirem 80% de confluência,

as células foram carenciadas de soro por 24 h e tratadas com PBS (controle), 0,63

μg/mL e 2,5 μg/mL de veneno de B. jararaca por 24 h. Verificamos que as células da

linhagem MDA-MB-231 tiveram maior quantidade de morte celular onde as células

diminuíam de tamanho, ficavam menos confluentes e desgrudavam da placa,

enquanto a linhagem MCF-7 apresentou um número reduzido de células

desprendidas da placa (Figura 1)

Figura 1 - Imagens das células MCF7 (A) e MDA-MB-231 (B) tratadas com PBS

(Controle), 0,63 g/mL e 2,5 g/mL de veneno de B. jararaca por 24h

A.
CTR 0,63 ug/mL 2,5 ug/mL
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B.
CTR 0,63 ug/mL 2,5 ug/mL

Fonte: própria autora, 2022.
Nota: A. linhagem celular MCF-7; B. linhagem celular MDA-MB-231.

4.3 Preparação das amostras para análise proteômica baseada em

espectrometria de massas: lise celular e quantificação de proteínas

As linhagens celulares foram lisadas respeitando o total de 24 horas a partir

do tratamento com PBS ou veneno. Inicialmente as amostras foram quantificadas

utilizando o método do kit BCA.

Tabela 1 - Concentração de proteínas totais

Réplica Concentração
do veneno/ μg/ mL MCF-7/ μg MDA-MB-231/ μg

1

0 (controle) 0,403 0,388

0,63 0,661 0,425

2,5 0,652 0,196

2

0 (controle) 0,717 0,770

0,63 0,670 0,236

2,5 0,787 0,484

3

0 (controle) 0,684 0,730

0,63 0,755 0,475

2,5 0,827 0,241

Fonte: própria autora, 2022.
Total de proteínas em microgramas obtidas em cada condição (controle tratado com PBS e 0,63
μg/mL e 2,5 μg/mL de veneno de B. jararaca) nas diferentes réplicas biológicas.
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4.4 Análise proteômica

A análise das amostras por espectrometria de massas das três réplicas de

cada uma das condições permitiu a identificação de 69 a 862 proteínas nas células

MCF7 e 20 a 705 proteínas nas células MDA-MB-231 (Tabela 2). A lista de todas as

proteínas identificadas em cada uma das amostras está na nuvem e pode ser

baixada através do link:

<https://drive.google.com/drive/folders/1-vfnxwLp0IShTW5Kpz2iaXku6HU4V

GQX?usp=sharing>.

Tabela 2 - Total de proteínas identificadas nas amostras

Réplica
Concentração de

veneno/ μg/mL
MCF7 MDA-MB-231

1 0 72 238

0,63 862 20

2,5 741 663

2 0 69 25

0,63 668 240

2,5 640 286

3 0 104 156

0,63 692 36

2,5 366 705

Fonte: própria autora, 2022.
Número de proteínas identificadas em cada uma das condições testadas (controle tratado com PBS e
veneno a 0,63 mg/mL e 2,5 mg/mL

O perfil de TIC (Total ion count, ou contagem total de espectros em inglês) dos

dados de MS1 de cada uma das amostras são mostrados nas Figuras 2A-2R.
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Figura 2 - Perfil de contagem total de espectros de cada uma das amostras

analisadas.

A. MCF7, controle, réplica 1.

B. MCF7, controle, réplica 2.
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C. MCF7, controle, réplica 3.

D. MCF7, tratado com veneno 0,63 μg/ mL, réplica 1
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E. MCF7 tratado com 0,63 μg/ mL de veneno, réplica 2.

F. MCF7 tratado com 0,63 μg/ mL de veneno, réplica 3.
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G. MCF7, tratado com veneno a 2,5 μg/ mL, réplica 1.
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H. MCF7 tratado com 2,5 μg/ mL de veneno, réplica 2.

I. MCF7 tratado com 2,5 μg/ mL de veneno, réplica 3.



32

J. MDA-MB-231, controle, réplica 1.

K. MDA-MB 231 controle, réplica 2
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L. MDA-MB 231 controle, réplica 3.

M. MDA-MB-231, tratado com veneno 0,63 μg/ mL, réplica 1.
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N. MDA-MB-231, tratado com 0,63 μg/ mL de veneno, réplica 2.
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O. MDA-MB-231, tratado com 0,63 μg/ mL de veneno, réplica 3.

P. MDA-MB-231, tratado com veneno 2,5 μg/ mL, réplica 1.
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Q. MDA-MB-231, tratado com veneno 2,5 μg/ mL, réplica 2.

R. MDA-MB-231, tratado com veneno 2,5 μg/ mL, réplica 3.

Fonte: própria autora, 2022.
Análise por espectrometria de massas das amostras de linhagem celular MCF-7 e MDA-MB-231
tratadas com PBS (controle) ou veneno de B. jararaca. A-C: MCF-7 tratada com PBS (réplicas 1-3),
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D-F: MCF-7 tratada com 0,63 μg/ mL (réplicas 1-3), G-I: MCF-7 tratada com 2,5 μg/ mL (réplicas 1-3),
J-L: MDA-MB-231 tratada com PBS (réplicas 1-3), M-O: MDA-MB-231 tratada com 0,63 μg/ mL
(réplicas 1-3), P-R: MDA-MB-231 tratada com 2,5 μg/ mL (réplicas 1-3).

A análise por espectrometria de massas das células MCF7 permitiu a

identificação de um total de 163 proteínas diferentes no grupo controle, 1292

proteínas nas amostras tratadas com veneno a 0,63 μg/mL e 1080 proteínas nas

amostras tratadas com veneno a 2,5 μg/mL. Nas células MDA-MB-231 identificamos

305 proteínas no grupo controle, 255 proteínas nas amostras tratadas com veneno a

0,63 μg/mL e 1080 proteínas nas amostras tratadas com 2,5 μg/mL.

A análise utilizando o diagrama de Venn das proteínas identificadas nas

células MCF7 mostrou 72 proteínas exclusivamente no grupo controle, 479 proteínas

nas amostras tratadas com 0,63 μg/mL de veneno e 261 proteínas nas amostras

tratadas com 2,5 μg/mL de veneno de B. jararaca. Setenta e quatro proteínas foram

identificadas em comum entre o grupo controle e tratado com baixa concentração de

veneno a 0,63 μg/mL, 813 proteínas em comum entre o grupo de amostras tratadas

com baixa e alta dose de veneno, e 80 proteínas em comum entre as amostras

controle e tratadas com alta dose de veneno. Sessenta e três proteínas foram

identificadas em comum entre todas as 3 condições (Figura 3A).

Nas células MDA-MB-231 a análise mostrou 107 proteínas exclusivamente do

grupo controle, 80 proteínas nas amostras tratadas com 0,63 μg/mL de veneno e

872 proteínas nas amostras tratadas com 2,5 μg/mL de veneno. Cento e vinte e três

proteínas foram identificadas em comum entre o grupo controle e tratado com baixa

concentração de veneno a 0,63 μg/mL, 175 proteínas em comum entre o grupo de

amostras tratadas com baixa e alta dose de veneno, e 156 proteínas em comum

entre as amostras controle e tratada com alta dose de veneno a 2,5 μg/mL. Oitenta e

uma proteínas foram identificadas em comum entre todas as três condições. (Figura

3B).
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Figura 3 - Diagrama de Venn mostrando o número de proteínas identificadas no

grupo controle, grupo tratado com baixa (0,63 g/mL) e alta (2,5 g/mL) dose de

veneno de B. jararaca nas células MCF7 (A) e MDA-MB-231 (B)

A. B.

Fonte: própria autora, 2022.
O diagrama mostra o número de proteínas exclusivas em cada uma das condições bem como as
proteínas identificadas em comum entre cada uma das amostras e em comum entre todas as
condições.
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5 DISCUSSÃO

Um dos objetivos no cultivo das células tumorais in vitro é observar a

alteração na morfologia e proliferação celular após tratamento com toxinas tais como

veneno de serpentes. Por serem células tumorais, elas apresentam um defeito no

mecanismo de morte e divisão celular comparado com o de células não tumorais,

além de serem mais resistentes ao manejo com fármacos ou no caso do presente

estudo, venenos. Dessa forma, esta alternativa acaba sendo muito interessante em

ensaios de farmacodinâmica.

A fim de realizar o treinamento com cultura celular e análise proteômica, neste

projeto utilizamos como modelo experimental de treinamento as linhagens celulares

tumorais de mama: MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7 - câncer de mama não

metastático) e MDA-MB-231 (linhagem celular de câncer de mama triplo negativo

metastático). Apesar da mesma origem, de serem muito similares e altamente

correlatas, as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 são diferentes em alguns aspectos

importantes. A linhagem MCF-7 é um modelo para terapia hormonal, uma vez que

ela é positiva para receptores de estrógeno e progesterona, porém ela é negativa

para HER2v (SHIRAZ et al., 2011), considerada pouco agressiva e não invasiva

(GEST et al., 2013).

A célula MDA-MB-231 é um modelo ideal para realizar estudos e tratamentos

voltados à quimioterapia, uma vez que ela é conhecida por ser triplo negativo, ou

seja, ela é negativa para os receptores de estrógeno e progesterona, bem como

HER2 (GOLDHIRSCH et al., 2013). Também é mais propenso à ação de agentes

citotóxicos, uma vez que ela não possui capacidade íntegra do reparo do DNA por

causa da mutação do gene BRCA e TP53. Assim, ambos os tipos celulares

apresentam resistência e sensibilidades diferentes a diversos tipos de drogas e

tratamentos.

Baseado nos dados do trabalho de mestrado da aluna Carolina Yukiko Kisaki

publicados recentemente na revista Toxicon (KISAKI et al., 2021), utilizamos estas

células como modelo de treinamento no cultivo celular e as concentrações de

veneno de B. jararaca determinadas como baixa e alta-dose sub-citotóxica de

veneno.
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Foram analisadas o efeito do veneno de B. jararaca nos dois tipos de

linhagens tumorais de mama que mostrou diferentes comportamentos.

A observação morfológica das células tratadas com baixa e alta dose de

veneno mostrou que as células MCF7 são mais resistentes ao veneno de B. jararaca

pois pouco mudou a confluência na placa, enquanto as células MDA-MB-231

sofreram maior número de descolamentos de placa.

A proteômica baseada no mapeamento celular estuda a identificação das

proteínas em compartimentos celulares específicos e determinação de suas

características funcionais. A proteômica também analisa as interações

proteína-proteína a fim de caracterizar sistematicamente complexos proteicos, que

podem ser importantes no desenvolvimento da doença ou da droga, comparando a

nível molecular, o nível proteico das células em situações normais e patológicas

(LAMOND; MANN, 1997). Estudos dos efeitos da veneno de serpentes em

diferentes linhagens celulares tumorais, tais como as linhagens LS174T

(adenocarcinoma colorretal), HCT116 (carcinoma colorretal), HT29 (adenocarcinoma

colorretal), HEL92.1.7 (eritroleucemia) e SK-BR-3 (adenocarcinoma de mama),

demonstraram que a veneno de serpentes, tais como a Calloselasma rhodostoma,

Macrovipera lebetina e Bothrops mattogrossensis, inibem significativamente a

viabilidade celular, seja com a veneno bruta ou fracionada (TAVARES et al., 2016;

ZAKRAOUI et al., 2017). Como parte do presente estudo, amostras de linhagens

celulares MCF7 e MDA-MB-231 tratadas com diferentes concentrações de veneno

foram preparadas para análise proteômica baseada em espectrometria de massas.

Essa análise foi realizada baseando-se no trabalho de Kisaki e colaboradores

(2021).

Foram preparadas três réplicas de cada condição e a análise por

espectrometria de massas permitiu identificarmos até 862 proteínas em uma única

amostra (condição de 0,63 μg/mL na célula MCF7, réplica 1). Porém, em algumas

das amostras obtivemos um baixo número de identificação: 20 proteínas na

condição 0,63 μg/mL na célula MDA-MB-231, réplica 1, 25 proteínas na amostra

controle da célula MDA-MB-231, réplica 2, e 36 proteínas na condição 0,63 μg/mL

na célula MDA-MB-231, réplica 3. Aparentemente nessas amostras houve uma

possível perda de amostra durante as etapas de modificação química, digestão
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tripsínica e dessalinização das amostras. Descartarmos problemas no equipamento

uma vez que o perfil de TIC dessas amostras (Figuras 2M, 2K e 2O) mostram que

praticamente não havia peptídeos nessas amostras. Por outro lado, verificamos que

o perfil de TIC das amostras em que foram identificadas mais de 500 proteínas:

MCF7 tratada com 0,63 μg/mL de veneno réplicas 1, 2 e 3 (Figuras 2D, 2E e 2F

respectivamente), MCF7 tratada com 2,5 μg/mL réplicas 1 e 2 (Figuras 2G e 2H

respectivamente) e MDA-MB-231 tratadas com 2,5 μg/mL réplicas 1 e 3 (Figuras 2P

e 2R respectivamente) mostraram perfis com inúmeros picos ao longo do tempo

(eixo X).

As listas de proteínas identificadas nas três réplicas foram agrupadas e

analisadas em conjunto. Essa análise mostrou que identificamos 40, 37 e 52

proteínas exclusivas em cada uma das amostras controle, 358, 251 e 469 proteínas

tratadas com 0,63 μg/mL e 242, 223 e 140 proteínas tratadas com 2,5 μg/mL de

veneno, respectivamente. Além disso, 63 proteínas foram identificadas em comum

em todas as condições na linhagem MCF-7. A análise das amostras da linhagem

MDA-MB-231 permitiu identificar 5, 146 e 98 proteínas exclusivas em cada uma das

amostras controle, 165, 3 e 15 proteínas tratadas com 0,63 μg/mL e 219, 574 e 649

proteínas nas amostras tratadas com 2,5 μg/mL de veneno. Além disso, 81 proteínas

foram identificadas em comum em todas as condições na linhagem MDA-MB-231.

Estes dados diferem bastante dos dados obtidos por Kisaki et al (2021)

(Figura 4). Observamos que as amostras referentes ao grupo controle de todas as 3

réplicas em MCF7 não foram satisfatórias, porém, observamos 802 proteínas em

comum entre as amostras tratadas com baixa e alta dose de veneno. Dessa forma,

cremos que novas preparações de amostra referente ao grupo controle poderiam

aumentar as proteínas identificas em comum entre todas as 3 condições. O mesmo

ocorreu com as amostras de MDA-MB-231 onde o número de proteínas em alta e

baixa dose se mostraram muito diferentes comparados aos dados pré-existentes.

Será necessário que novas amostras sejam preparadas para dados mais precisos.
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Figura 4 - Representação diagramática da análise comparativa de proteínas

identificadas nas células MCF7 (A) e MDA-MB-231 (A) tratadas com PBS (CTRL) em

azul, 0,63 g/mL em vermelho e 2,5 g/mL em verde de veneno de B. jararaca.

A. B.

Fonte: Kisaki et al, 2021.
Diagrama de Venn das proteínas identificadas em linhagens celulares tumorais MCF-7 e
MDA-MB-231 tratadas com PBS e veneno de B. jararaca.

A análise realizada previamente por Kisaki e colaboradores permitiu identificar

inúmeras proteínas cuja abundância aumentou mais de 1,5x ou diminuíram menos

de 0,75x. Comparativamente, os autores verificaram que a linhagem celular MCF-7

apresentou um maior número de proteínas que mudaram de abundância comparado

com o MDA-MB-231. A análise dessas proteínas mostrou que elas estavam ligadas

ao metabolismo e sistema imune/inflamação e as proteínas que mais se

destacaram, tais como HEL-S-156an, MCCC2, GSTM3, IARS, Histona H3.2,

MTCH2, HEL-S-132-P e MRPL12 estavam relacionadas ao câncer e ligadas às vias

de proliferação celular, invasão, metástase, apoptose e resposta ao estresse.

A repetição das análises das amostras que apresentaram baixo número de

identificação de proteínas e a continuidade das análises dos dados gerados por

espectrometria de massas permitirá uma melhor comparação com os dados obtidos

por Kisaki e colaboradores (KISAKI et al., 2021). Além disso, análise de diferentes

concentrações e tempos e utilizando diferentes linhagens celulares tumorais e não

tumorais e o aprofundamento das análises do perfil das proteínas exclusivas bem

como nas proteínas identificadas em comum entre todas as amostras de cada uma

das condições e a análise semi-quantitativa das proteínas em comum em todas as
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condições permitirá traçar um perfil mais completo do efeito do veneno de B.

jararaca sobre as linhagens celulares tumorais vs não tumorais.
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

O trabalho com cultura de células de linhagens tumorais facilita a manutenção

das culturas e é um importante meio de análises farmacodinâmicas. O tratamento

com veneno de B. jararaca teve resultado satisfatório na análise morfológica,

permitindo a visualização das diferenças entre duas linhagens tumorais tanto

pré-tratamento com veneno quanto pós-tratamento com veneno. A metodologia para

obtenção de amostras para análise por espectrometria de massas deve estar

sempre em constante aprimoramento. Os resultados obtidos neste trabalho, em

comparação com estudo similar, mostram que durante a obtenção das amostras

pode ter ocorrido perda das mesmas, sendo recomendado repetir os experimentos

para obter resultados mais contundentes e compatíveis com os descritos na

literatura. Uma análise aprofundada utilizando parâmetros adicionais de

concentração de veneno e tempos de tratamentos diferentes bem como utilizar

diferentes linhagens celulares tumorais e não tumorais poderão traçar um perfil mais

completo do efeito do veneno de B. jararaca sobre linhagens celulares tumorais vs

não tumorais. Este trabalho foi de grande valia para o aprimoramento das técnicas

trabalhadas e pôde ser estendido para outras modalidades de formações

acadêmicas.
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