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RESUMO

O numero de pacientes com cancer colorretal (CCR) esta aumentando mundialmente. Evidéncias
crescentes tém mostrado que o microambiente tumoral desempenha um papel importante no
desenvolvimento e progressdao do CCR. Embora acessar o0 microambiente tumoral possa ser uma
abordagem terapéutica promissora, 0s mecanismos pelos quais as células inflamatérias
promovem a tumorigénese do CCR n&o sdo bem conhecidos. As tecnologias de culturas de células
tridimensionais (3D), que melhor mimetizam o microambiente complexo dos tecidos, estdo sendo
crescentemente avaliadas como uma ferramenta para a triagem pré-clinica de novas moléculas
clinicamente promissoras e para o estudo do metabolismo tecidual. Estudos de metabdlitos
excretados no espaco extracelular (secretoma) permitem o entendimento da dindmica do
metabolismo de tecidos, mudangas causadas pelo desenvolvimento tumoral e intervengdes
terapéuticas. Embora bem avancados no campo da protedmica, estudos do secretoma de
metabdlitos de baixo peso molecular (< 1500 Da) ainda sdo muito escassos. Este estudo apresenta
um protocolo de metabolémica ndo direcionada baseada na técnica hibrida de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo para a analise de metabdlitos de
baixo peso molecular excretados nos meios de cultura 3D e co-culturas (modelo de secretoma).
Para tanto, foram analisadas células de carcinoma de c6lon humano HT-29 e pré-adipocitos 3T3-
L1 em monocultura 3D e co-cultura 3D. A identificacdo putativa de metabdlitos identificou um
conjunto de metabdlitos, entre os quais, &cido araquiddnico, &cido glicérico, &cido
docosapentaendico e beta- alanina, os quais estdo relacionados ao cancer e obesidade. Este
protocolo representa uma possibilidade de catalogar metabdlitos excretados no meio extracelular
de uma maneira compreensiva e ndo direcionada, abrindo caminho para a geracéo de hipoteses
metabdlicas que certamente contribuirdo para o entendimento do metabolismo tecidual, interacdo
de tecido com tecido e respostas metabolicas para as mais variadas intervencdes. Além disso, traz
potencial para a determinacdo de novas vias metabolicas e identificar de forma com preciséo
biomarcadores tumorais e de outras doencas. Os metabdlitos indicados no nosso estudo, tem uma
relagdo intima com o microambiente tumoral de acordo com a reviséo da literatura.

Palavras chaves: Espectrometria de Massas. Cultura de Células 3D. Neoplasia Colénica.
Biomarcadores.
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ABSTRACT

The number of colorectal cancer (CRC) patients is increasing worldwide. Accumulating evidence
has shown that the tumor microenvironment (TME) plays an important role in the development
and progression of CRC. Although targeting the TME could be a promising therapeutic approach,
the mechanisms by which inflammatory cells promote CRC tumorigenesis are not well
understood. Three-dimensional (3D) cell culture technologies, which more closely mimic the
complex microenvironment of tissue, are being increasingly evaluated as a tool for the preclinical
screening of clinically promising new molecules, and for the study of tissue metabolism. Studies
of metabolites released into the extracellular space (secretome) allow understanding the metabolic
dynamics of tissues and changes caused by tumor development and therapeutic interventions.
Although quite advanced in the field of proteomics, studies on the secretome of low molecular
weight metabolites (< 1500 Da) are still very scarce. This study presents an untargeted metabolomic
protocol based on the hybrid technique of liquid-chromatography coupled with high- resolution
mass spectrometry for the analysis of low-molecular-weight metabolites released into the culture
medium by 3D cultures and coculture (secretoma model). For that, HT-29 human colon carcinoma
cells and 3T3-L1 preadipocytes were analyzed in 3D-monoculture and 3D-coculture. The putative
identification of the metabolites indicated a sort of metabolites, among them arachidonic acid,
glyceric acid, docosapentaenoic acid and beta-Alanine which are related to cancer and obesity.
This protocol represents a possibility to list metabolites released in the extracellular environment
in a comprehensive and untargeted manner, opening the way for the generation of metabolic
hypotheses that will certainly contribute to the understanding of tissue metabolism, tissue-tissue
interactions, and metabolic responses to the most varied interventions. Moreover, it brings potential
to determine novel pathways and accurately identify biomarkers in cancer and other diseases. The
metabolites indicated in our study have a close relationship with the tumor microenvironment in
accordance with the literature review.

Keywords: Mass Spectrometry. 3D cell culture. Colonic Neoplasm. Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenca que lidera as causas de morte no mundo, sendo aproximadamente
10 milhdes de mortes em 2020, ou um em cada seis no total de desfechos letais (Figura 1).
Estima- se, no mesmo periodo, de acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
19.3 milhdes de novos casos de cancer em todo 0 mundo. Dentre os tipos mais diagnosticados
destacam-se os canceres de mama (2.3 milhdes de casos novos, 11,7%), pulméo (11,4%), célon
e reto (10,0%) prostata (7,3%) e estdmago (5,6%) sendo, portanto, o cancer colorretal (CCR) o
terceiro tipo mais incidente. De acordo com a Ultima estimativa global, é o segundo mais letal,
responsavel por 9,4% das mortes pela doenca, ficando atras apenas do cancer de pulméo e
0 numero de casos estd aumentando globalmente (GLOBOCAN, 2022). Particularmente,
pacientes em estagio 4 de CCR, tem 10% de taxa de sobrevivéncia em 5 anos (SCHMITT,;
GRETEN, 2021).

Numbers

234524.8
13057.6-34524.8
6090.8-13057.6

1519.2-6090.8 [l Not applicable
<1519.2 No data

2y World Health

Alrights reserved. employed and of {23
P 5 W "‘,! Organization

e
©International Agency for
Research on Cancer 2022

FIGURA 1. Namero estimado de mortes em 2020 em decorréncia do cancer, incluindo todos os tipos,
ambos 0s sexos e todas as idades. Fonte: GLOBOCAN, 2022.

Idade, presenca de pdlipos colorretais, histéria familiar de céancer colorretal, algumas
variagOes genéticas, consumo excessivo de alcool, obesidade, inatividade fisica, tabagismo, assim
como histdria de doenca inflamatéria intestinal sdo destacados como fatores de risco para 0 CCR
(NHI, 2022; SCHMITT; GRETEN, 2021; SOLTANI et al., 2019). Nesse cenario, é notorio que a

carcinogénese CCR detém ampla complexidade, além de resultar da interacdo entre fatores
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genéticos e ambientais (LI; LAI, 2009). A fim de compreender o processo de carcinogénese
colorretal, Fearon e \olgeinstein  (1990) descreveram o0 modelo adenoma-carcinoma,
elucidando a transicdo do adenoma polipdide para o carcinoma colorretal (FEARON;
VOGELSTEIN, 1990; SABISTON; TOWNSEND, 2002), envolvendo o acumulo de mutac6es
em oncogenes, a exemplo do K-ras e B-Catenina, e inativagdo de genes de supresséo tumoral,
como APC e TP53 (FRATTINI et al., 2004. MARTINEZ et al., 2011; SCALISE et al., 2016).
Entretanto, a carcinogénese do CCR é um o6timo exemplo da dependéncia da interacdo da
presenca de diversas mutag6es essenciais com o0 microambiente tumoral para a evolugdo do tumor
(SCHMITT; GRETEN, 2021).

Pacientes com doenca inflamatéria do intestino tém risco maior de desenvolver CCR. O
estresse oxidativo é um fator importante no estagio inicial da carcinogénese, podendo ser induzido
por dano no DNA causado por espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERAS)
produzidas pelo infiltrado de células imunes e outros mutagénicos. De acordo com um numero
crescente de evidéncias, o microambiente tumoral, particularmente composto por células
inflamatdrias do sistema imunologico como macrofagos, desempenha um papel importante no
desenvolvimento e progressdo do CCR. Os mecanismos pelos quais as células inflamatorias
promovem a carcinogénese ndo sdo amplamente conhecidos e o estudo do microambiente tumoral
pode ser uma abordagem terapéutica promissora (MIZUNO; KAWADA,; SAKAI, 2019).

Citocinas liberadas do infiltrado inflamatério também podem aumentar o nimero de EROs
e ERAs nas células epiteliais pré-malignas, podendo alterar a modificacéo epigenética dos genes
supressores do tumor resultando na promocdo da tumorigénese. Nos estdgios tardios da
formagdo do tumor as citocinas e as quimiocinas, podem apoiar 0 crescimento tumoral
promovendo angiogénese e suprimindo a resposta imune anti-tumoral (MIZUNO; KAWADA;
SAKAI, 2019). Outros fatores no intestino como a microbiota e componentes da dieta podem
influenciar no desenvolvimento do cancer (LUCAS; BARNICH; NGUYEN, 2017). A
inflamacdo persistente facilita a promogéo do tumor ativando a proliferacdo de propriedades anti
apoptoticas das células tumorais (SCHMITT; GRETEN, 2021).

A obesidade, uma epidemia global que afeta adultos e criancas, € um estado de inflamacao
cronica lenta que pode ser causada por uma alteragdo do metabolismo lipidico, influenciada por
lipideos como acidos graxos (AGs) e seus metabolitos secundarios (JAIN; AUSTIN; FENTON,
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2019). Muitos mediadores destes lipideos servem como moléculas de sinalizacdo potentes da
inflamac&o, as quais podem posteriormente alterar o metabolismo lipidico e levar a carcinogénese,
e 0 entendimento desta relacdo pode ser vital para prevencao e tratamento do CCR (PAKIET et al.,
2019). Com base no ultimo levantamento realizado pela GLOBOCAN em 2012, o cancer de colon
figura na terceira coloca¢do quando associado ao elevado indice de massa corporal no mundo,

independentemente do sexo (Figura 2).
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FIGURA 2. Ultimo levantamento realizado pela Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) em 2012
atribuindo o elevado indice de massa corporal a cénceres em diferentes sitios no organismo,
independentemente do sexo. O eixo y corresponde a incidéncia de pessoas diagnosticadas com o
respectivo cancer destacado no eixo x. Fonte: figura adaptada de GLOBOCAN, 2022.

Sabe-se que celulas cancerosas apresentam alteracdes no metabolismo lipidico, que podem
levar a mudancas estruturais nas suas membranas, quebra da homeostase de energia, sinalizagao
celular, expressdo génica e distribuicdo de energia afetando numerosas funcées, entre elas 0 modo
de acdo das drogas para tratamento (PAKIET et al., 2019). Por exemplo, ativacdo da
ciclooxigenase-2 nas células endoteliais resulta na conversdo do acido araquidénico (AA) a
prostaglandina E2 (PGE2), regulando mdaltiplas funcdes das células imunes e promovendo o
crescimento das celulas de cancer de cdlon. Muitas destas descobertas sdo recentes e seu
mecanismos ndo sdo completamente conhecidos nos levando a um novo capitulo da pesquisa da
lipidémica (JAIN; PICKENS; FENTON, 2018).
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Entre 30 e 50% dos cénceres podem ser prevenidos evitando-se os fatores de risco e
implementando-se estratégias de prevencdo. O peso desta enfermidade sobre os sistemas de
salde também pode ser minimizado através da deteccdo precoce e tratamento apropriado.
Portanto para reducdo da mortalidade pela doenca podemos contar com o diagndstico precoce e
triagem. Os métodos de triagem objetivam identificar individuos com achados sugestivos de um
cancer especifico ou de uma condicdo pré-maligna antes que o paciente desenvolva sintomas
(GLOBOCAN 2022). O diagnostico precoce esta diretamente relacionado ao tempo de sobrevida
(BRUERA et al., 2010; EISENHARDT, 2013; RAWLA; SUNKARA; BARSOUK, 2019). A
maioria dos casos de CCR sdo diagnosticados em estadgio avancado, sdo tratados com
quimioterapia e radioterapia e tem prognostico reservado (BERGER et al., 2010;
GRABENBAUER; HOLGER, 2016). O diagnostico precoce conta, atualmente, com exames
invasivos, como a sigmoidoscopia e colonoscopia, que sao pouco aceitos pela populagdo em geral,
eportanto ndo s&o amplamente realizados (ISSA; NOUREDDINE, 2017). Nesse sentido, o
diagnostico precoce poderia ser implementado caso fosse possivel identificar biomarcadores de

diagnostico especificos para 0 CCR.

Biomarcadores sdo substancias ou estruturas que podem ser medidas e que possuem a
capacidade de prever, diagnosticar, dar progndstico e estadiamento do curso de uma doenca
(BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP, 2021). Em oncologia, existem o0s
biomarcadores de diagndstico, progndstico e de previsdo. Os marcadores de diagnosticos definem
se 0 paciente possui a doenga, 0s de prognostico fornecem informagdes em relagdo a evolugéo e
desfecho de uma determinada doenca e, por fim, os de previsdo fornecem uma resposta prévia
sobre o beneficio de determinada terapéutica, (DE ROOCK et al., 2009; MOLINA et al., 2019).

Com relacdo ao CCR, muitos estudos tém buscado identificar marcadores séricos de
diagnostico, porém, até 0 momento, os disponiveis sdo o antigeno carcinoembrionario (CEA), que
€ 0 mais utilizado e serve para acompanhamento e o antigeno de carboidrato 19-9 (CA 19-9)
(DE ROOCK et al., 2009; GONZALEZ-PONS; CRUZ-CORREA, 2015). Contudo, este dltimo
ndo possui como o CEA, especificidade para o CCR. O CA 19-9 é menos sensivel e menos
especifico tem maior importancia em afecgdes pancreatobiliares e evolucéo de pacientes em pos-
operatério (HUNDT; HAUG; BRENNER, 2007; YU et al., 2021).

O CEA é uma glicoproteina de alto peso molecular e tem seu valor como biomarcador de
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prognostico e monitoramento, uma vez que niveis aumentados estéo relacionados com a evolugéo
do céncer e determinam mau progndéstico. Porém, esses altos niveis de CEA no sangue nao
sdo especificos para 0 CCR, pois também estdo presentes em outras doengas como neoplasias de
pancreas, pulmdo, ovario, doenca inflamatoria intestinal, patologias hepaticas, pancreatite e
tabagismo (GONZALEZ-PONS; CRUZ-CORREA, 2015; HOSKOVEC et al, 2012).
Evidencia-se assim, a importancia de investigar um biomarcador diagnostico especifico
para o CCR (Figura 3).

DIAGNOSTICO — TARDIO TRATAMENTO PROGNOSTICO
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FIGURA 3. Representacdo  esquemdtica dos biomarcadores  relacionados  com a
carcinogénese e obesidade. IMC — indice de Massa Corporal. CCR — Cancer Colorretal. CEA - Antigeno

Carcinoembrionério. CA 19.9 - Antigeno de Carboidrato 19-9.

Para isto os modelos in vitro podem ser adequados, desde que técnicas mais aprimoradas
como as culturas tridimensionais (3D) sejam utilizadas para minimizar as limitacGes das culturas
em monocamada (CALEFFI et al., 2021). Tradicionalmente, as avaliagdes pré-clinicas séo feitas
com cultura monocamada de linhagens celulares em duas dimensdes (2D). Embora esse tipo
de cultura de células tenha sido amplamente usada no passado, a falta de complexidade e
arquitetura estrutural deste modelo, € um dos motivos pelos quais 0 modelo é falho ao informar
0 verdadeiro processo bioldgico que ocorre in vivo onde o crescimento celular é tridimensional
e independente e existe também, a tendéncia da cultura 2D de superestimar a atividade tumoral
(IMAMURA et al., 2015; SAYDE et al., 2021; TATULLO et al., 2020).

Além das culturas, modelos animais podem ser utilizados na pesquisa para reproduzir o
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desenvolvimento do processo da doenca em humanos. Dos modelos existentes, 0s mais
comumente utilizados sdo animais com tumores induzidos por agentes quimicos e animais
geneticamente modificados (DE-SOUZA; COSTA-CASAGRANDE, 2018).

Por outro lado, modelos de cancer de c6lon em animais obesos s6 podem ser obtidos com
tumores murinos, no microambiente do animal, o que traz distanciamento dos mecanismos que
ocorrem em humanos. Xenoenxerto de tumor de c6lon € possivel e esta muito bem descrito na
literatura, entretanto ndo se pode esperar, em animal imunossuprimido, onde este crescimento
tumoral ocorrera, respostas mediadas por células envolvidas na inflamacdo de forma confiavel.
Algumas outras desvantagens da utilizacdo destes modelos sédo: mutacgdes advindas da dieta ainda
ndo foram descritas, pois 0s animais ndo desenvolvem neoplasia ao longo do tempo necessario,
alguns agentes indutores promovem toxicidade hepatica, nas muta¢des dos genes APC, 0s animais
morrem em 120 dias, e as outras mutacOes tem que ser combinadas com mutag6es dos genes APC
(DE-SOUZA et al., 2018). Assim, os sistemas de cultura de células 3D baseados em levitacdo
magnética sdo uma boa alternativa em relagcdo ao modelo animal e a cultura convencional (Figura
4).

(A) 2D cell culture (B) 3D cell culture
i A O
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FIGURA 4. Comparacgdo entre técnicas para cultura de célula em duas (A) e trés dimensdes
(B). Fonte: SAYDE et al., 2021.

Avancos recentes na tecnologia de organoides revolucionaram as ferramentas de cultura
in vitro para a pesquisa criando modelos de cultura 3D que recapitulam a heterogeneidade celular,

estrutura e funcdes dos tecidos primarios. Essa tecnologia permite aos pesquisadores recriar
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6rgdos e doencas humanas em uma placa, trazendo assim grandes promessas para muitas
aplicacdes translacionais como medicina regenerativa, desenvolvimento de drogas e medicina
de precisdo (DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013).

O sistema de cultura 3D € estabelecido pela suspensdo da cultura para evitar o contato fisico
direto com a placa plastica, o que pode ser obtido através de técnicas com e sem andaimes. Embora
estes modelos 3D sejam eficientes para diversas areas de pesquisa, existem diferencas
consideraveis entre as diversas técnicas existentes com relacdo a elaboracéo e custo. A cultura
de células 3D magnética, consiste em magnetizar células usando um conjunto de nanoparticulas de
ouro e Oxido de ferro cruzadas (“reticuladas") com nanoparticulas de poli-I lisina, para promover
absorcdo de células e entdo a formacado de culturas 3D em placas especiais com a assisténcia de
magnetos para levitacdo ou bioimpressdo (CALEFFI et al., 2021). Uma unidade magnética é
colocada imediatamente acima da cultura para levitar e guiar magneticamente as células para
promover a agregacdo em horas de levitacdo. Essas células levitam bem abaixo do menisco no
centro do poco, onde se auto-modelam em esferdides (DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013).

Constata-se que as interacdes celulares entre componentes da matriz extracelular (MEC) e
as células neoplésicas sdo favoraveis ao processo de carcinogénese. O componente estromal
consiste basicamente em células ndo tumorais do préprio tecido, células do sistema imune
(macrofagos, neutréfilos e linfocitos), fibroblastos e células endoteliais, que séo responsaveis pela
inducdo da neoangiogénese (BALKWILL; CAPASSO; HAGEMANN, 2012) e pela producao
de fatores de crescimento (IGF-1 e FGFs) e substancias pré-tumorais (TGF-) (CHEN; SONG,
2019; ERIN et al., 2020), além de componentes da matriz extracelular, vasos sanguineos,
linfaticos e nervos. Todos esses componentes, celulares ou ndo, formam o microambiente
tumoral (AREF; BARBIE, 2017; GUPTA; DUTTA, 2020; MBEUNKUI; JOHANN, 2009).
Sabe-se hoje que a cultura tridimensional (3D) é capaz de contornar as desvantagens da cultura
2D por permitir estruturacgdo celular tridimensional semelhante aos tecidos naturais, interagdes e
adesOes intercelulares, simulacdo de caracteristicas tumorais in vivo, como hipdxia, necrose,
invasdo, metastase, anti-apoptose e resisténcia a farmacos (ALTUNBEK et al., 2019; BENIEN;
SWAMI, 2014; BRESLIN; O'DRISCOLL, 2013; LEE; CHAUDHURI, 2021; MEIER-
HUBBERTEN; SANDERSON, 2019). Dessa forma, um ambiente in vitro projetado
adequadamente em cultura 3D pode permitir a pesquisa de biomarcadores pela semelhanca

com a biologia tumoral in vivo.



18

A metabol6mica - técnica que envolve o perfilamento dos metabdlitos enddgenos de um
sistema biolégico - tem demonstrado grande potencial para uso no diagndstico precoce e
tratamento personalizado de varios canceres, incluindo o CCR. Aplicando técnicas analiticas
avancadas e ferramentas de bioinformatica, a metabolémica é explorada para biomarcadores que
estdo associados com a carcinogénese e prognostico (DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013).

O metaboloma é um conjunto de moléculas abaixo de 1.5 kDa que sdo produzidas em
resposta a fatores intrinsecos bioldgicos e ambientais. A espectrometria de massas de alta
resolucdo, tipicamente usando cromatografia liquida, tem sido utilizada para deteccdo desses
metabolitos (NICHOLSON; LINDON, 2008). Estudos que utilizam esta técnica, provém uma
analise compreensiva do metaboloma e revolucionaram o estudo de moléculas pequenas. A
metabolémica baseada na espectrometria de massas de alta resolucdo acoplada a
cromatografia liquida pode ser dividida em categorias, como (i) com alvo definido a qual é uma
abordagem analitica quantitativa pré-estabelecida de uma lista de metabolitos conhecidos e (ii) sem
alvo definido a qual é caracterizada pela medida simultdnea de muitos metabolitos de cada
amostra, normalmente sem conhecimento prévio dos seus constituintes e suas mudancas. A
principal vantagem da analise sem alvo definido é a descoberta de novos metabolitos com relacéo
ao contexto do estudo (NALBANTOGLU, 2019).

Estudos recentes tém utilizado a espectrometria de massas ndo apenas em pesquisas
clinicas, mas também em modelos de cultura (BOZZI et al., 2017; MESSIAS et al., 2018),
apresentando resultados promissores na pesquisa de metabdlitos celulares, extracelulares e na

busca de marcadores tumorais e possiveis alvos terapéuticos (Figura 5).
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FIGURA 5. Sintese dos processos que envolvem a analise de metabdlitos celulares via espectrometria

de massas.

O secretoma do cancer parece atuar um papel importante nas principais caracteristicas dos
canceres, como proliferacdo excessiva, invasdo, metastase, apoptose reduzida, invasdo
imunoldgica, angiogénese, alteragdo do metabolismo energético e desenvolvimento de resisténcia
a terapia anti-cancer. As células cancerosas sdo capazes de modificar sua expressdo proteica e assim
levar a alteracdo de proteinas secretoras e outras moléculas. A alteracao do cancer secretoma e do
microambiente tumoral tém sido reconhecidos como um dos principais fatores que influenciam a
biologia dos tumores (JIN et al., 2020; LIN; ZHANG; LUO, 2020).

Portanto, a andlise do secretoma do céncer representa uma ferramenta crucial para
descobrir novos biomarcadores tumorais. O desenvolvimento e aprimoramento da espectrometria
de massas fornece ferramenta adequada para estudar o secretoma tumoral em culturas de células.
Considerando o aumento da incidéncia do CCR, o aumento concomitante da obesidade
globalmente e, portanto, do estado inflamatdrio que propicia o desenvolvimento do cancer, também
que a maioria dos casos de CCR sdo diagnosticados em estagio avancado, e, portanto, com pior
prognostico, além da auséncia de biomarcadores especificos e sensiveis ao desenvolvimento do
CCR, justifica-se a pesquisa de novos biomarcadores para desenvolvimento, evolugdo e
prognéstico do CCR (Figura 6).
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FIGURA 6. A cultura de célula 3D aliada a analise metabolémica possibilita a identificacdo de potenciais

biomarcadores associados a obesidade e o cancer colorretal (CCR).
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2. OBJETIVOS
2. 1. Objetivo geral

Realizar screening de potenciais biomarcadores em modelo tumoral in vitro de cultura
tridimensional (3D) de cancer de colon e analisar a possivel influéncia do tecido adiposo no

screening destes marcadores quando as células cancerosas sdo co-cultivadas com adipdcitos.

2. 2. Objetivos Especificos

° Desenvolver modelo tumoral in vitro de cultura 3D de adenocarcinoma colorretal

humano (tumoroide).

° Desenvolver um modelo in vitro de co-cultura 3D para estudo do secretoma de células de

adenocarcinoma colorretal humano na presenca de células adiposas.

° Estudar as possiveis interacBes das células adiposas e as células de adenocarcinoma
colorretal humano através da andlise do secretoma da co-cultura destas células por

espectrometria de massas.

° Identificar potenciais biomarcadores no adenocarcinoma colorretal humano por

espectrometria de massas.
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3. CAPITULOS

3.1. CAPITULO 1: Artigo publicado na revista PLOS ONE, na éarea de protocolos e editoragéo
da Professora Emily Chenette.

Liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry metabolomics: A
useful tool for investigating tumor secretome based on a three-dimensional co- culture

model.
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Abstract

Three-dimensional (3D) cell culture technologies, which more closely mimic the complex
microenvironment of tissue, are being increasingly evaluated as a tool for the preclinical
screening of clinically promising new molecules, and studying of tissue metabolism. Studies
of metabolites released into the extracellular space (secretome) allow understanding the met-
abolic dynamics of tissues and changes caused by therapeutic interventions. Although quite
advanced in the field of proteomics, studies on the secretome of low molecular weight metab-
olites (< 1500 Day) are still very scarce. We present an untargeted metabolomic protocol
based on the hybrid technique of liquid chromatography coupled with high-resolution mass
spectrometry for the analysis of low-molecular-weight metabolites released into the culture
medium by 3D cultures and co-culture (secretome model). For that we analyzed HT-29
human colon carcinoma cells and 3T3-L1 preadipocytes in 3D-monoculture and 3D-co-cul-
ture. The putative identification of the metabolites indicated a sort of metabolites, among them
arachidonic acid, glyceric acid, docosapentaenoic acid and beta-Alanine which are related to
cancer and obesity. This protocol represents a possibility to list metabolites released in the
extracellular environment in a comprehensive and untargeted manner, opening the way for
the generation of metabolic hypotheses that will certainly contribute to the understanding of
tissue metabolism, tissue-tissue interactions, and metabolic responses to the most varied
interventions. Moreover, it brings the potential to determine novel pathways and accurately
identify biomarkers in cancer and other diseases. The metabolites indicated in our study have
a close relationship with the tumor microenvironment in accordance with the literature review.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC}) is the third most common cancer in the world and the second most
deadly. Every year 1,8 million people are diagnosed and about 900,000 patients die from CRC
[1]. It is usually diagnosed at advanced stages due to the limitations of current screening meth-
ods used in the clinic [2-4]. Only two blood-based biomarkers are available to monitor CRC
patients: carcinoembryonic antigen (CEA) and carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9). CEA, is
a high molecular weight glycoprotein, found in embryonic tissue and colorectal malignancies.
However, high levels of this compound in the blood are not specific for CRC and elevated lev-
els of CEA are found in advanced stages of a fraction of CRC patients. The CA19-9 antigen,
compared to CEA, is less sensitive and specific for CRC [5]. There is an urgent need to develop
new biomarkers and modalities to detect, diagnose, and monitor the disease.

Pre-clinical in vitro evaluation is traditionally carried out in two-dimensional (2D} cell
monoculture representing an easy and well-established methodology. The growth in 2D sur-
face results in cell and cytoskeleton’s flattening and remodeling, changing important factors in
the tumor microenvironment iz vivo such as nuclear form, protein and lipid synthesis, bio-
chemical responses, and signaling cascades. It is widely held that 2D culture is unable to simu-
late the original tumor microenvironment, which grows three-dimensionally (3D) [6, 7]. This
is why many compounds and drugs are active in 2D culture models but are not successful in
subsequent preclinical tests [8, 9].

The 3D culture systems have received attention to avoid certain disadvantages of 2D-cul-
ture models [10, 11]. Three-D spheroids are formed by cell aggregation mediated by the inter-
action between integrin and extracellular matrix with subsequent compaction by
transmembrane protein interactions such as E-cadherin [12, 13]. This allows three-dimen-
sional cell cultures to structure similar to natural tissues, to present intercellular interactions
and adhesions, and simulate iz vivo tumor characteristics such as hypoxia, necrosis, invasion,
metastasis, anti-apoptosis and drug resistance [14-18].

Metabolomics, an approach targeted at comprehensive profiling of the metabolites in a bio-
logical system, has demonstrated its great potential for use in the early diagnosis and personal-
ized treatment of various cancers including CRC [19, 20]. By applying advanced analytical
techniques and bioinformatics tools, the metabolome can be mined for biomarkers associated
with carcinogenesis and prognosis [4].

The metabolome is the set of molecules below 1.5 kDa produced in response to intrinsic
biological and environmental factors [21]. It is the net result of the integration of systemic met-
abolic processes and reveals the metabolite-enzyme relationships that regulate these processes.
Thus, the metabolome, in contrast to genome or proteome, has been considered a more
instantaneous representation of the phenotype, since its changes occur more quickly than
changes in genes or proteins, and may indicate, in a time closer to the real one, current biologi-
cal events. Additionally, several drug target a specific metabolite by inhibiting its enzyme or
receptor, which are proteins and not genetic sequences. In this context, metabolomics studies
seem more promising for discovering new molecules and metabolic pathways for potential
therapeutic targets. Thus, recognizing that metabolites play significant and dynamic roles in
biological processes has made metabolomics a key area in studies of systemic profiles in dis-
eases and medicine in general [22].

Metabolomic studies that use liquid chromatography coupled to mass spectrometry
(LC-MS) as an analytical technique, provide a comprehensive analysis of the metabolome and
revolutionize the study of small molecules. LC-MS-based metabolomics can be categorized
into (i) targeted analysis which is a pre-established quantitative analytical approach to a list of
known metabolites and (ii} untargeted metabolomics which is characterized by the

PLOS ONE | hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0274623  September 21, 2022
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simultaneous measurement of a large number of metabolites of each sample, usually without
prior knowledge of the constituents and changes in them. The main advantage of untargeted
metabolomics is the discovery of new metabolites in relation to the study context; therefore, it
is considered a hypothesis-generating approach [23].

Two approaches are considered when performing metabolomic studies of cultured cell
lines. Those focused on intracellular metabolites of isolated cells and those focused on the
secretome or extracellular metabolites released (ERM) by cells in the culture medium. The
analysis of ERM provides a picture of the metabolites resulting from the exchange carried out
between the cells and the culture medium. This approach has the following advantages: ensur-
ing little (or non-existent) handling of cells, which avoids the production of artifacts, allowing
the monitoring of metabolic activity in response to experimental disturbances without cell dis-
ruption, enabling the monitoring of metabolic changes over time within the same culture and
avoid carrying out long and multiple extraction procedures, which also enable the production
of technical artifacts that can lead to concealment or unwanted manipulation of biological
results [24]. However, the disadvantages of working with the secretome include matrix effects
related to the salty media composition, which is rich in sugars, lipids, proteins, and water and
might interfere in the analysis. The dilution of the metabolites of interest in the media also
impacts the detection sensitivity [25].

Here we present a liquid chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry
metabolomic based protocol for the analyses of ERM. For the development of the protocol,
culture medium from monoculture spheroids and co-culture (from HT-29 and 3T3-L1 cells)
were analyzed. The putative identification of relevant molecular features for each spheroid
type and those influenced by co-culture demonstrate the applicability of the method to the
study of the metabolism of these spheroids and their tissue-tissue interactions with a focus on
discovering new therapeutic targets, biomarkers and their associated metabolic pathways.

Material and methods

The protocol described in this peer-reviewed article is published on protocols.io, [doi.org/10.
17504/protocols.io.b24vggwé] and is included for printing as S1 File with this article.

Expected results

For this protocol, we used untargeted ultra-performance liquid chromatography coupled to
electrospray ionization quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF) operating
in high energy collision spectral acquisition mode (MS$) mode approach to investigate differ-
ences between extracellular metabolomic profiles of HT-29 and those of 3T3-L1 spheroids.
The presence of adipose tissue can influence the development of CRC in vivo [26]. To better
understand this influence in vitro, we used a model of HT-29 cell line as cancer cells and
3T3-L1 as adipocytes [27]. These cell lines were cultured separately and co-cultured, and their
secretome was used to investigate the tumor microenvironment and the interaction between
cancer cells and the adipocyte tissue.

CSH (charged surface hybrid) particles were designed to enable sample loading and
improve peak symmetry when using low ionic strength mobile phases, as instructed by the
manufacturer. Reversed-phase columns, such as the chosen CSH C18, are broadly used for
metabolomics investigation in different matrices such as plasma [20], serum [28], urine [29],
tissue [30], and cell cultures [31], as chromatographic columns of this type generally result in
the detection of more features [32]. The ERM obtained after the co-cultivation of both cell
types was investigated. In the beginning, a total of 2658 molecular features were detected in the
positive ionization mode and 3521 features were detected in the negative ionization mode.
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(PDF)
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These features retain the information of retention time and mass-to-charge ratio (tR_m/z) of
each metabolite elucidated after the LC-MS runs.

Volcano plot statistical analysis of all cultured conditions compared with the blank samples
(cultured medium only) provide the number of characteristic metabolites of each spheroid as
reported in Table 1.

Only molecular features with log2 (FC) > 0 were considered because they represent an
increase of the metabolite abundance in the medium due to the contact with the organoids.
The statistical comparison (volcano plot) of all three different conditions was also performed
and returned some relevant metabolites of each cell type as depicted in Table 2. Although
Table 2 brings a small number of metabolites when compared to the detected ones, these
metabolites were the ones that met the statistical criteria of relevance, as well as the annotation
criteria based on MS/MS and isotopic pattern recognition. Indeed, in untargeted metabolo-
mics, linking chemical structures to the data obtained by mass spectrometry remains a signifi-
cant challenge. The vast majority of information collected by metabolomics is the so-called
“dark matter," i.e., chemical signatures that remain uncharacterized [33].

Arachidonic acid (ARA), 5-HETE, and dihomo-y-linolenic acid (DGLA) stood out among
the listed metabolites. Studies have related ARA in the colorectal cancer carcinogenesis pro-
cess, with the influence of the inflammatory process on tumor growth and progression
through the interaction of inflammatory cytokines and chemokines with tumor cells [34-36].
Cajal cells and F2d fibroblasts, mesenchymal components of colonic tissue related to CCR,
have already demonstrated high concentrations of ARA metabolism genes [37, 38]. Therefore,
ARA was studied as a therapeutic target due to its direct involvement in the process of inflam-
mation and carcinogenesis of colorectal cancer. Corroborating to these data, the use of ibupro-
fen and aspirin by adult patients reduced the risk of progressing to cancer for premalignant
and advanced-stage lesions, as well as for recurrent adenomas [39, 40], suggesting that ARA
inhibition may indeed play an important role in colorectal carcinogenesis. Fig 1 shows the
increase of some metabolites, ARA included, which were positively or negatively impacted by
the CRC spheroid in the presence of adipocytes. Furthermore, studies demonstrate the
increase of 5-lipoxygenase (5-LOX), part of the ARA pathway, and its metabolite, 5-HETE, in
tumor tissues of the prostate, pancreas, colon, stomach and cervix [41-46].

DGLA is related to linoleic acid metabolism, an unsaturated fatty acid found in omega-6,
which is associated with increased tumor growth, size, and metastatic potential [47]. Diets rich
in omega-6 would be related to pro-inflammatory effects in the body, which may predispose to
CRC development in long-term exposure [47, 48]. Also noteworthy are y-glutamyltyrosine
and y-glutamylisoleucine as glutathione metabolites, a potential biomarker of tumorigenesis,
beta-alanine, an indicator of tumor protein metabolism reprogramming, and histidinal, a
metabolite of histidine, which is involved in several biological responses related to tumor
growth [49-52]. The biological findings point to relevant aspects of tumor metabolism and
highlight the potential of the protocol described here as a valuable tool in the metabolism
study of in vitro model CCR based on 3D culture and co-culture cells.

Table 1. Molecular features of 3D cultured cells.

Cell Type Negative Mode Positive Mode
HT-29 191 features 3 features
3T3-L1 329 features 267 features

HT-29+3T3-L1 | 129 features 14 features

a. characteristic metabolites of each spheroid after comparison with the blank samples (cultured media only).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0274623 1001
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Table 2. Representative secretome from 3D culture or 3D co-cultured spheroids.

Feature Code® Log2 (FC)® Putative assignment Identifiers® Comparative abund 4
R _m/z HT-29 | 3T3-L1 | HT-29 +3T3-L1

8.49_303.2320m/z 1.5 Arachidonic Acid C00219 HMDB0001043 v NA DOWN
0.75_151.0247m/z 3.2 Glyceric Acid C00258 IIMDB0000139 v DOWN DOWN
8.59_329.2473m/z 1.1 Docosapentaenoic Acid* Cl16513 HMDB0001976 v DOWN DOWN
0.61_134.0460m/z 4.0 Beta Alanine C00099 HMDB0O000056 v DOWN up
1.67_291.0973m/z 93 y-Glutamyltyrosine C03363 HMDB0011741 v NA NS
3.52_241.1184m/z 6.8 ¥-Glutamylisoleucine 03363 HMDB0011170 v NA NS
8.13_301.2162m/z 3.5 5-1IETE C04805 IIMDB0011134 v NA NS
9.00_305.2475m/z 25 Dihomo-y-linolenic acid C03242 TIMDB0002925 v NA NS
0.77_153.0402m/z 4.8 Xanthine C00385 HMDB0000292 v NA NS

0.54_139.0743n 1.5 Histidinal €01929 HMDB0012234 NA NA v

0.56_251.1008n 2.6 Deoxyadenosine C00559 HMDB0000101 NA NA v
4.58_245.0920m/z 15.5 Formyl-N-acetyl-5-methoxykynurenamine C05642 HMDB0004259 NA v NS
0.54_802.6697m/z 11.5 PC(0-38:0) C00958 TIMDB0013408 NA v NS
0.61_232.0824m/z 8.4 2-Keto-6-acetamidocaproate C05548 HMDB0012150 NA v NS
4.43_407.1214m/7, 79 2-S glutathionyl acetate 14862 HMDB0062198 NA v NS
1.39_298.0970m/z T 5°-Methylthioadenosine C00170 HMDB0001173 NA v NS
0.65_152.0566m/z 7.6 Guanine C00242 HMDB0000132 NA v NS
0.50_364.2445m/z 7.0 MAG(14:1) C01885 TIMDB0011531 NA v NS

a. tR = retention time; m/z — mass to charge ratio.

b. Compared to blank samples (culture media only).

c. HMDBXXXXXXX, metabolites described in the Human Metabolome Database (HMDB—https://hmdb.ca/); CXXXXX, described in the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes database (KEGG—https://www.genome.jp/kegg/

d. ¥ = presence; NA = absence; UP and DOWN = more or less abundant respectively, when compared with HT-29 culture; NS = not significantly impacted when
compared with IIT-29 culture.

* Annotated by exact mass only.
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Fig 1. Heatmap of the metabolites from HT spheroids impacted by the co-culture with 3T3 adipocytes. The colors are normalized to the relative abundance of
each metabolite. Samples (vertical axis) and metabolites (horizontal axis) are separated by Ward’s algorithm and the dendrogram was scaled using Pearson’s
correlation. The clusters containing tumor spheroid alone and co-culture with tumor and adipocyte spheroids are highlighted in green and red, respectively.
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4. CONCLUSAO GERAL 31

Os modelos de cultura e co-cultura 3D desenvolvidos serviram para a pesquisa de
metabdlitos que poderdo auxiliar na busca de biomarcadores para 0 CCR, através da andlise do
secretoma tumoral, representado pelos meios de culturas das células. Os metabolitos encontrados
estdo relacionados a carcinogénse e, portanto, esse modelo de estudo abre caminhos para a

futura pesquisa de biomarcadores tumorais (Figura 7).
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FIGURA 7. Avancos alcangados pelo presente estudo e perspectivas futuras a partir dos resultados

obtidos.
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