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RESUMO
PepGAT, um peptideo sintético que, em estudos anteriores, revelou atividade antimicrobiana,
demostrou recentemente a indu¢ao de morte de células de cancer colorretal (CCR) humano
HCT-116 e baixa toxicidade em células normais. Nosso estudo evidenciou que o PepGAT
perturba as vias envolvidas na sobrevivéncia do cancer e potencializa a acdo do 5-Fluorouracil
(5-FU) no CCR. Para isso, foi realizada uma anélise do perfil proteico em cé¢lulas HCT-116
ap6s tratamento com PepGAT, utilizando UHPLC MS/MS e PatternLab V. Ensaios de
fluorescéncia foram usados para avaliar a integridade da membrana e as espécies reativas de
oxigénio (EROs), além de andlises de viabilidade celular, apoptose, ciclo celular e invasdo da
matriz extracelular na presenca de 5-FU. Os resultados revelaram que o PepGAT induz o
acumulo precoce de EROs e alteragdes no perfil proteico de células HCT-116, onde houve uma
diminuicdo da abundancia de proteinas envolvidas no metabolismo de EROs e metabolismo
energéticos, ciclo celular, reparo de DNA, migracdo, invasdo, agressividade do cancer e
proteinas envolvidas na resisténcia ao 5-FU. O PepGAT induziu apoptose mais cedo em células
HCT-116, parada do ciclo celular e inibiu a migra¢do das células HCT-116, diminuindo em 6
vezes 0 5-FU em relacdo ao HCT-116 e reduzindo sua toxicidade para células no cancerosas. A
analise in silico mostrou uma correlagdo entre os dados protedmicos e os dados do TCGA,
revelando que 12 proteinas acumuladas para baixo por PepGAT em células HCT-116 também
sao0 maiores em amostras de pacientes com CCR. Essas descobertas sugerem fortemente os
multiplos mecanismos de agdo exibidos pelo PepGAT contra as células do CCR e seu potencial
para ser estudado sozinho ou em combinagdo com 5-FU para desenvolver novos estudos contra
CCR e novos medicamentos contra ele; além de estudar as proteinas ndo apenas como

biomarcadores, mas também como possiveis alvos terapéuticos no CCR.

Palavras-chave: Peptideos sintéticos; Cancer colorretal; Perfil diferencial de proteinas;

Espectrometria de massas.



ABSTRACT

PepGAT, a synthetic peptide that has shown antimicrobial activity in previous studies, has
recently been shown to induce death in HCT-116 human colorectal cancer (CRC) cells and to
have low toxicity in normal cells. Our study showed that PepGAT disrupts the pathways
involved in cancer survival and potentiates the action of 5-Fluorouracil (5-FU) in CRC. To this
end, an analysis of the protein profile in HCT-116 cells after treatment with PepGAT was carried
out using UHPLC MS/MS and PatternLab V. Fluorescence assays were used to evaluate
membrane integrity and reactive oxygen species (ROS), as well as analyses of cell viability,
apoptosis, cell cycle and extracellular matrix invasion in the presence of 5-FU. The results
revealed that PepGAT induces early accumulation of ROS and alterations in the protein profile
of HCT-116 cells, where there was a decrease in the abundance of proteins involved in ROS
metabolism and energy metabolism, cell cycle, DNA repair, migration, invasion, cancer
aggressiveness and proteins involved in resistance to 5-FU. PepGAT induced earlier apoptosis
in HCT-116 cells, cell cycle arrest and inhibited the migration of HCT-116 cells, decreasing 5-
FU by 6 times compared to HCT-116 and reducing its toxicity to non-cancerous cells. In silico
analysis showed a correlation between proteomic and TCGA data, revealing that 12 proteins
accumulated down-regulated by PepGAT in HCT-116 cells are also higher in samples from
CRC patients. These findings strongly suggest the multiple mechanisms of action exhibited by
PepGAT against CRC cells and its potential to be studied alone or in combination with 5-FU to
develop new studies against CRC and may develop new drugs against it; in addition to studying

the proteins not only as biomarkers but also as possible therapeutic targets in CRC.

Keywords: Differential proteomics; Colorectal cancer; Synthetic peptides; Biomarkers; Mass

spectrometry.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

O cancer esta entre uma das doencas que mais tem afetado a populacdo mundial
nos ultimos anos. Apesar dos grandes avancgos cientificos, continua a ser um problema de saude
que transcende latitudes. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ocorreram
aproximadamente 10 milhdes de mortes em 2020, das quais as mais comuns foram cancer de
pulmao (com 1,80 milhdo de mortes), colon e reto (916 mil mortes), figado (830 mil mortes),
estomago (769 mil mortes) e mama (685 mil mortes). Paralelamente, estudos anteriores
colocaram o cancer da mama feminino como o tipo de cancer com maior frequéncia de
diagnostico, com 11,7% do total de casos, seguido pelos correspondentes 11,4% para o cancer
do pulmao e 10,0% para o cancer colorretal. Segundo dados da Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC), uma em cada cinco pessoas no mundo desenvolve cancer
durante a vida (IARC, 2023; SUNG et al., 2021; WHO, 2022).

Até 2022, estudos em ambos 0s sexos posicionaram o cancer do pulmao como o
cancer com maior frequéncia de diagnéstico a nivel mundial, representando 12,4% do total de
casos, seguido pelo cancer da mama feminino com 11,6% que anteriormente representava o
maior numero de casos; em terceiro lugar estd o cancer colorretal com 9,6%, o cancer de
prostata com 7,3% e o cancer de estomago com 4,9%. No entanto, o cancer de pulmao continua
sendo a principal causa de morte entre os 10 principais tipos de cancer, sendo responsavel por
18,7% de todas as mortes por essa doenga cronica (BRAY et al., 2024).

A Asia, o continente onde reside mais da metade da populagio mundial (59,2%),
lidera o maior numero de mortes por cancer em todo o mundo, com 56,1% e com quase metade
de todos os casos (49,2%). Um dos fatores que influenciam ¢ o diagnoéstico tardio, que
contribuiu para que regides como a Africa e a Asia tivessem uma taxa de mortalidade, em
contraste, mais alta em comparagdo com a carga de incidéncia da doenca. Embora a Europa
tenha menos de 10% da populacdo mundial (9,6%), isso ndo compensa os altos niveis de cancer
e mortalidade, que representam 22,4% e 20,4% da populagdo mundial, respectivamente (BRAY
et al., 2024).

Esses nimeros ndo estdo muito distantes da realidade do Brasil, um pais que
enfrenta varios desafios (por exemplo, desigualdade social) e que, de acordo com o relatdrio do
indice de Desenvolvimento Humano (IDH) 2021/2022, ocupa a 87* posi¢do entre 191 paises,
com um valor de IDH de 0,754 (CONCEICAO P., 2022). Segundo estimativas do Instituto

Nacional do Cancer (INCA), o tumor maligno mais comum no Brasil ¢ o cancer de pele nao
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melanoma, que representa 31,3% do total de casos, seguido pelo cancer de mama feminino
(10,5%), prostata (10,2%), colorretal (6,5%), pulmao (4,6%) e estomago (3,1%) (INCA, 2022).
Entre 1979 e 2022 foram registrados 239.644 6bitos por cincer, representando 15,52% do total
de oObitos no Brasil, onde o estado do Ceara forneceu 60,62/100 mil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

Tanto no Brasil quanto no mundo, as tendéncias de crescimento populacional sdo
um fator importante que influencia a carga de cancer. As previsoes para o ano de 2050 projetam
que havera mais de 35 milhdes de novos casos de cancer (incluindo cancer de pele nao
melanoma, com excecdo do carcinoma basocelular) em todo o mundo, um aumento de 77% em
relacdo aos 20 milhdes de casos estimados em 2022; onde a populagdo mundial atingiu 8
milhoes de pessoas e sera de 9,7 bilhdes em 2050. No Brasil, a estimativa para o periodo de trés
anos, de 2023 a 2025, ¢ de que havera 704.000 novos casos de cancer, 483.000 excluindo o
cancer de pele nao melanoma. (BRAY et al., 2024; INCA, 2022).

1.2 Cancer colorretal
1.2.1 Epidemiologia e etiologia

Dados da OMS classificaram o cancer colorretal (CCR) em terceiro lugar com 1,93
milhdes de casos registrados. Em relacdo aos indices de mortalidade, esta neoplasia ocupa o
segundo lugar com 916.000 mortes, ficando atras apenas do cancer de pulmao. Paralelamente,
o sul da Europa, Australia e Nova Zelandia possuem as taxas de incidéncia mais altas do mundo,
com 25,1 e 24,1 por cada 100 000 casos em homens e 16,1 e 21,5 por cada 100 000 casos em
mulheres, respectivamente (BRAY et al., 2024; WHO, 2022).

No Brasil, o CCR ocupa a segunda posi¢do entre as neoplasias mais frequentes. De
acordo com a estimativa realizada pelo INCA 2022 serdo esperados 45.630 novos casos para o
2024. Foi identificado que o sexo feminino possui maior incidéncia (Fig. 1), com 23.660 casos,
em comparacdo com o sexo masculino, com 21.970 casos (com um risco de 21,41 e 20,78 por
100.000, respectivamente). No Ceara se estima um total de 1.210 novos casos, com uma taxa
de 10,86/100 mil habitantes (INCA, 2022). Para o 2022 foram registradas 21.255 mortes as
quais representaram 8,87 % do total de mortes por céncer nesse ano (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022)
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Figura 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Homens Mulheres Mzama feminina TI610 30,1%
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Cavidade oral 10.900 4 6% Glandula tiregide 14.160 5,8%
Esdfago 8.200 34% Estomago 8.140 3.3%
Bexiga 7.870 3.3% Corpo do ttero 7840 3,2%
Laringe 6.570 27% Owario 7310 3.0%
Linfoma niao Hodgkin 6.420 27% Pancreas 5.690 23%
Figado 6.390 27% Linfoma nao Hodgkin 5620 23%

Fonte: INCA, (2022)

Considerando os fatores de risco externos que contribuem para o desenvolvimento
do CCR, a dieta e o estilo de vida tém sido descritos como influéncias importantes. Bebidas
alcodlicas, fumo, gordura corporal, carnes vermelhas e processadas representam os principais
componentes que ajudam a aumentar o risco de desenvolver esta doenga (CLINTON;

GIOVANNUCCI; HURSTING, 2020).

Alguns eventos moleculares comuns no CCR incluem a ativagdo da via Wnt/B-
catenina (GILES; VAN ES; CLEVERS, 2003), onde a inativacdo do gene supressor de tumores
APC (Adenomatous Polyposis of the Colon - Polipose Adenomatosa do Colon) leva ao acimulo
de PB-catenina nos enterdcitos, promovendo a formacao de poélipos adenomatosos (FODDE,
2002; WEINBERG, 2008; YANG et al., 2006). Durante esse estagio, a ativagdo do oncogene
KRAS promove o crescimento anormal das células nesses polipos, levando a formacao de
adenocarcinomas (MCCORMICK, 2016; MENG et al., 2021; RYAN; CORCORAN, 2018) e a
perda da func¢do do gene supressor de tumor 7P53 (LIU et al., 2015). Também foi relatado que
mutagdes germinativas no homoélogo mutS 2 (MSH2) e no homoélogo mutL 1 (MLHI),
considerados biomarcadores no CRC, causaram a supressdo de genes de reparo de
incompatibilidades e, como consequéncia, danos irreparaveis ao DNA (GUO et al., 2023).
Nesse sentido, as mutagdes de MSH2 e MLH1 sdo contribuintes claros para o desenvolvimento
do cancer colorretal hereditario sem polipose - Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer
(HNPCC), enquanto alteracdes do gene APC levam ao desenvolvimento da polipose
adenomatosa familiar - Familial Adenomatous Polyposis (FAP), precursora dos adenomas
(KINZLER; VOGELSTEIN, 1996; YANG et al., 2006). Pode-se afirmar que a FAP e 0o HNPCC sao
os representantes claros do cancer de colon hereditario (LYNCH; DE LA CHAPELLE, 2003).
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Outra causa que contribui para a patogénese do CCR s3o as alteragdes no
microbioma intestinal, em que as bactérias que regulam esses tumores, E. coli por exemplo,
tém sido implicadas na transmissao de mutagdes. Um dos mecanismos € provocar a expressao
de quimiocinas e citocinas ao influenciar negativamente no muco que protege o epitélio do
colon. Desta forma, ocorre a formacdo de microambientes imunologicos que contribuem para
a tumorigénese (PLEGUEZUELOS-MANZANO et al., 2020; SEARS; GARRETT, 2014; THOMAS
etal., 2017).

1.3 Classificacao
1.3.1 Adenoma

O adenoma ndo ¢ estritamente um cancer, mas ¢ o primeiro estagio do
desenvolvimento da carcinogénese. Esse primeiro estagio ocorre com a formagao de pequenas
estruturas chamadas pdlipos, também denominados polipos adenomatosos, foi documentado
que, com o tempo, esses adenomas podem aumentar o risco de CCR (AMHRICAN et al., 1994;
COTTET et al., 2012). Durante anos, os adenomas ganharam importancia devido as
caracteristicas que podem apresentar: adenoma geral, adenomas multiplos, adenomas grandes
e de alto grau. Por outro lado, hé outro tipo de adenoma diferente do convencional, chamado
adenoma fechado, que ndo apresenta uma mutagdo no gene APC, mas no gene BRAF
(BRENNER et al., 2012; SPRING et al., 2006). O adenoma fechado descreve um grupo mais
diversificado, mencionado a seguir (FARRIS et al., 2007).

1.3.2 Adenocarcinoma do célon ou pélipos hiperplasicos

Considerado o tipo mais comum de CCR, ele ¢ responsavel por mais de 95% da
incidéncia dessa doenga (MASUD et al., 2021). Os adenocarcinomas de colon formam-se nas
células do epitélio que fazem parte do revestimento do intestino grosso, onde se espalham para
outras partes (MANGAL; CHAURASIA; KHAJANCHI, 2020). Foi relatado que
aproximadamente 90% dos adenocarcinomas sdo atribuidos ao CCR. Portanto, a identificacao,
caracterizacao e a classificagdo da doenca nos seus diferentes estagios em tecidos benignos do
colon ou adenocarcinomas do célon tém sido de grande importancia (BANERJEE et al., 2017,
YILDIRIM; CINAR, 2022). Através destes polipos hiperplasicos surgem os adenomas serrilhados
tradicionais (TSA), os adenomas serrilhados sésseis (SSA) e os polipos hiperplasicos

verdadeiros (HARRISON; BENZIGER, 2011).

Pode-se afirmar que o CCR ¢ uma doencga heterogénea e complexa, pois apresenta

varias vias para o seu desenvolvimento como a muta¢do do gene APC (com sinalizacdao
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APC/Wnt) de um epitélio normal para um adenoma, apds o adenoma inicial ha interveng¢ao do
KRAS (BRAF/KRAS) resultando em um adenoma intermedidrio, perda de heterozigosidade
(LOH) ocasionando variagdes nas copias do gene, levando a um adenoma tardio e,
consequentemente, a0 CCR propriamente dito (CAPPELL, 2008; HARRISON; BENZIGER, 2011;
NGUYEN; DUONG, 2018).

Figura 2 — Classifica¢ao e desenvolvimento do cancer colorretal causado por mutagdo dos
genes MSH2 e MLH]I, perda do gene supressor de tumor APC e ativagdo do oncogene KRAS
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Fonte: Feito no Biorender

1.4 Tratamento para o cancer colorretal

1.4.1 Tratamentos convencionais

A cirurgia tem sido considerada o tratamento primario para a remog¢ao do tumor
(KUIPERS et al., 2015; XIE; CHEN; FANG, 2020). Entre as abordagens cirargicas que foram
introduzidas como um dos principais tratamentos estdo: cirurgia aberta, abordagem
laparoscdpica, cirurgia roboética, excisdo mesorretal total transanal (TaTME) e disseccao de
linfonodos pélvicos laterais. Na cirurgia aberta, ¢ feita uma longa incisdo no abdome para
remover o cancer, ja a abordagem laparoscopica, conhecida como cirurgia minimamente
invasiva, envolve a realizac¢do de varios pequenos cortes no abdomen com ferramentas especiais
e tem a vantagem de uma recuperagdo mais rapida. A cirurgia robotica, por outro lado, € um
desenvolvimento recente, envolvendo um equipamento no qual o cirurgido controla os bragos
da méquina para remover o cancer. A abordagem transanal ¢ adequada para pacientes com pelve
estreita, obesidade visceral e tumores retais baixos. Por fim, a disseccao lateral do linfonodo
pélvico tem o objetivo de aumentar a sobrevida do cancer, mas foi sugerido que essa pratica
poderia levar a disfuncdo sexual ou urinaria sem um beneficio oncoldgico considerdvel
(CANCER RESEARCH UK, 2022; KIM et al.,, 2018; MATSUDA et al.,, 2018; THE
AMERICAN CANCER SOCIETY MEDICAL AND EDITORIAL CONTENT TEAM, 2024;
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VIGNALI et al., 2019). Embora a cirurgia seja de grande importancia no tratamento do CCR,
a complexidade dessa doenga exige uma abordagem integral, incluindo medicamentos para

melhorar a qualidade de vida do paciente.

No final do século XX ¢ inicio do século XXI, o 5-Fluorouracil (5-FU) tem sido
um dos medicamentos tradicionalmente usados como quimioterapico para a sobrevivéncia do
CRC (Akkad et al., 2015b; Banerjee et al., 2017b; Tournigand et al., 2004; Xie et al., 2020).
Em 1957, Heidelberger e colaboradores sintetizaram varias 5-fluoropirimidinas, incluindo o 5-
FU, que exerceu atividade antitumoral contra tumores transplantados em camundongos e ratos.
Esse antimetabolito analogo a uracila substitui o hidrogénio na posi¢do C-5 por um atomo de
fltor na base nitrogenada. Como uma das diferengas quimicas importantes entre 0 DNA e o
RNA ¢ a troca entre timina e uracila, a alteragao timina-uracila/5-FU causada pela substituigao
da timina no DNA pode levar a formagdo de pares de bases adenina-uracila/5-FU
(HEIDELBERGER et al., 1957; VERTESSY; TOTH, 2009; VODENKOVA et al., 2020). Isso é de
grande importancia para a compreensdo do mecanismo de a¢do do 5-FU, pois, por compartilhar
uma estrutura caracteristica com a pirimidina, integra-se ao DNA e ao RNA de maneira
semelhante (BLONDY et al., 2020). O 5-FU administrado por via intravenosa exerce seu
mecanismo de agdo convertendo-se em seus metabolitos ativos: 5-fluorouridina-5'-trifosfato
(FUTP), 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato (FdUTP) e 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-
monofosfato (FAUMP). Esse ultimo ¢ fundamental, pois inibe a enzima timidilato sintase (TS),
que ¢ essencial para a conversdo de 2'-desoxiuridilato (DUMP) em 2'-desoxitimidilato (DTMP).
Como a sintese de DTMP ¢ necessaria para a sintese de DNA na célula cancerosa, sua inibigao
resulta na redu¢do da proliferacdo celular (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003;
MOJARDIN et al., 2013; VODENKOVA et al., 2020).

Entretanto, o 5-FU ¢ frequentemente utilizado em combinacdo com outros
medicamentos, como a leucovorina (LEU) que aumenta o efeito da inibicdo da enzima TS e,
portanto, a eficacia do 5-FU (ANDRE et al., 2004; BUTTACAVOLI et al., 2020; PIEDBOIS,
2004; VAN LAETHEM, 2001). Outros esquemas de combinagdo com o objetivo de otimizar
o tratamento quimioterapico no CCR sdo a inclusdo de agentes citotoxicos, como o irinotecano
(IRI), que inibe a topoisomerase I bloqueando o reparo do DNA, a oxaliplatina (OX), que
também induz danos ao DNA, a capecitabina (CAP), que ¢ um pro-farmaco do 5-FU, e a
estrutura das combinacdes tradicionalmente empregadas: FOLFOX (5-FU+LEU+OX),
CAPOX (CAP+0OX) e CAPIRI (CAP+IRI) (EISTERER; PRAGER, 2019; SKARKOVA et al.,
2019; TAM et al., 2023; XIE; CHEN; FANG, 2020). Por fim, FOLFIRI (5-FU/LEU/IRI),



24

FOLFOXIRI (5-FU+LEU+OX+IRI) também foram usados em regimes de quimioterapia (DE
MATTIA; CECCHIN; TOFFOLI, 2015).

Em termos de sobrevida global (SG), argumentou-se que o tratamento individual
de primeira linha ndo ¢ inferior aos esquemas combinados (VAN CUTSEM et al., 2014; XIE;
CHEN; FANG, 2020). Os agentes biologicos podem ser utilizados como alternativa a
quimioterapia ou em sinergismo com a mesma, também denominados de terapia direcionada,
tém como alvo receptores especificos nas células cancerigenas (LEE; TAN; OON, 2018). Os
principais representantes desses medicamentos sdo: cetuximabe e panitumumabe, que
bloqueiam a atividade do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), que influencia
significativamente na proliferacdo e diferenciacdo celular; bevacizumabe, aflibercept e
regorafenibe, bloqueiam o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF/VEGFR) regulado
positivamente no cancer; regorafenibe, ramucirumabe, pembrolizumabe, nivolumabe,
ipilimumabe, podem responder a algumas vias para fornecer locais-alvo para essa terapia e
suprimir o crescimento do tumor (DESHMUKH; PRAJAPATI; HARWANSH, 2023; EISTERER,;
PRAGER, 2019; VASUDEV; REYNOLDS, 2014; XIE; CHEN; FANG, 2020).

Por fim, a radioterapia tem sido uma opcao de tratamento complementar em que
raios X ou particulas sdo usados para destruir as células cancerigenas. Embora nio seja
comumente usada para tratar CCR devido a mobilidade do 6rgdo e a sua fronteira com 6rgaos
adjacentes (rim, intestino delgado e figado), no caso do cancer retal, ela pode ser usada antes
da cirurgia em conjunto com a quimioterapia para encolher o tumor ou apds a cirurgia para
remover quaisquer células malignas remanescentes. Essa combina¢do da implementacdo da
radioterapia com a quimioterapia ¢ conhecida como terapia neoadjuvante (AGRONOVICH,;
BERTHELET, 2000; FEENEY et al., 2019; THE AMERICAN CANCER SOCIETY MEDICAL AND
EDITORIAL CONTENT TEAM, 2024).

Consequentemente, a radioterapia e a cirurgia tém sido consideradas tratamentos
locais, enquanto a terapia direcionada e a quimioterapia sdo consideradas tratamentos
sistémicos. Apesar desses avan¢os no tratamento do cancer colorretal, foi documentada uma
taxa consideravel da resposta desfavordvel a quimioterapia, resultando na morte de muitos
pacientes devido a resisténcia das células cancerigenas aos efeitos dos medicamentos. Essa
resisténcia foi dividida em dois tipos: intrinseca, na qual as células tumorais ja tém componentes
que conferem resisténcia antes do tratamento com medicamentos; ou adquirida, na qual a
resisténcia progride durante o tratamento, devido a fenotipos tumorais resistentes a

medicamentos (DE MATTIA; CECCHIN; TOFFOLI, 2015; EMRAN et al., 2022; VAGHARI-
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TABARI et al., 2022, 2024). Além disso, algumas respostas indesejadas aos tratamentos foram
relatadas, nas quais quimioterapicos como o 5-FU causaram anemia, erup¢do cutanea, febre,
vomito, diarreia, estomatite e outros efeitos toxicos comuns, exigindo o estudo, a pesquisa € o
desenvolvimento de novos tratamentos que possam diminuir os efeitos adversos, aumentar a
eficacia ou ser uma alternativa individual aos medicamentos atuais (LATCHMAN;

GUASTELLA; TOFTHAGEN, 2014; VODENKOVA et al., 2020; ZHANG et al., 2018).

1.4.2 Peptideos sintéticos como estratégia para o tratamento de cincer colorretal

Nas tdltimas décadas a utilizagc@o de peptideos sintéticos - Synthetic Peptides (SPs)
tem sido uma alternativa terapéutica para lidar com o CCR. Os SPs sd@ao moléculas formadas por
aminodcidos que, j4 em meados do século passado, comegaram a ganhar importancia ndo so
pelo desenvolvimento de métodos de sintese, mas também por apresentarem algumas virtudes
aplicdveis no campo da medicina: alta atividade, especificidade, seletividade, poucos efeitos
colaterais, predicdo metabdlica e menor toxicidade quando comparado a outras moléculas
pequenas e peptideos naturais (ERAK et al., 2018; MADE; ELS-HEINDL; BECK-
SICKINGER, 2014; VIGNEAUD et al., 1953).

Paralelamente, os SPs ndo sé apresentaram aplicagdes importantes como peptideos
sintéticos antimicrobianos (SAMPs), peptideos antifungicos e peptideos antivirais (PAV), mas
também como tratamento contra alguns tipos de cancer, ferramentas de diagnostico para
doencas autoimunes (MULLER, 2012; NAJM et al., 2021; VANZOLINI et al., 2022) e como
biomarcadores de doengas cardiovasculares (GRIECO; GOMEZ-MONTERREY, 2019). O
desenho de SPs pode ser realizado a partir de ferramentas de bioinformatica e técnicas
computacionais, usando modelos estatisticos e bancos de dados funcionais para projetar novas
sequéncias (de novo) ou melhorar as existentes a fim de otimizar suas atividades terapéuticas,
suas caracteristicas e propriedades fisico-quimicas; um exemplo desses bancos de dados para o
desenho de SPs sao: DADP (Database of anuran defence peptides) para o estudo de alguns
peptideos bioativos relacionados a defesa do hospedeiro; APD3 (Peptide Data Base), para
peptideos ativos contra organismos e antioxidantes; CAMP para identificar, prever e alterar a
atividade antimicrobiana de peptideos antimicrobianos naturais e sintéticos (GAWDE et al.,

2023; LIMA etal., 2021; NOVKOVIC et al., 2012; TORRES et al., 2019; ZHANG et al., 2024).

Foi revelado que a sintese quimica ¢ um dos padrdes a serem seguidos para o
desenvolvimento de peptideos de origem sintética, que pode ser em fase soluvel e so6lida; no
entanto, isso depende das caracteristicas ou propriedades desejadas; por exemplo, para

peptideos e proteinas maiores, geralmente sdo empregadas producdes recombinantes, em que
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0s genes sa0 eXpressos em um sistema in vivo ou in vitro; ou enzimaticas, em que os peptideos
sdo produzidos por meio de enzimas digestivas. Outro método usado é a fermentagdo
microbiana, que envolve o uso de enzimas bacterianas para quebrar as proteinas em peptideos
menores (AKBARIAN et al., 2022; CHAI; VOO; CHEN, 2020; MARTIN et al., 2020;
ZOMPRA et al., 2009).

Os peptideos antimicrobianos naturais sao biomoléculas que fazem parte do sistema
imunologico de organismos vivos e, portanto, t€ém a propriedade de defender o hospedeiro
contra agentes infecciosos; no entanto, esses produtos demonstraram algumas desvantagens,
como a geragdo de metabolitos nocivos, alto custo de produgdo, longa sequéncia de
aminodacidos, meia-vida curta devido a instabilidade das enzimas digestivas e alteracdes no pH
(BOTO; DE LA LASTRA; GONZALEZ, 2018a; NORDSTROM; MALMSTEN, 2017; SARKAR;
CHETIA; CHATTERIJEE, 2021; TORRES et al., 2019; VANZOLINI et al., 2022). Os SAMPs tém a
particularidade de superar as desvantagens que caracterizam os peptideos naturais para
melhorar sua eficiéncia, pois ndo precisam de concentracdes mais altas para exercer seu

mecanismo de agdo (BOTO; DE LA LASTRA; GONZALEZ, 2018b; LIMA et al., 2021).

1.4.2.1 Peptideos sintéticos antimicrobianos (SAMPs) para o tratamento do cancer.

Foi demonstrado que os SAMPs tém atividade contra varios tipos de cancer, como
cancer de mama, cancer de pulmao, cancer de figado, leucemia e cancer gastrico (AGHAMIRI
et al., 2021; CHEN et al., 2012a; KUNDA, 2020; PAN et al., 2015; TONK; VILCINSKAS;
RAHNAMAEIAN, 2016; ZHANG; YANG; ERICSSON, 2019). O carater catidnico, a
seletividade e a hidrofobicidade permitem que eles tenham atividade nas células cancerigenas,
pois compartilham algumas semelhancas com a célula bacteriana, como os lipidios carregados
de anions que lhes conferem caracteristicas de membrana; essas propriedades contribuem para
considerar um reposicionamento para seu uso como terapia anticancerigena (DE ALMEIDA

GOMES et al., 2024; LU et al., 2022; YANG et al., 2017).

Ao desenhar SAMPs contra o CCR, sdo fornecidos detalhes de seus aspectos
moleculares, o que contribui para a compreensao de como agem em seu local de agdo. Da
mesma forma, permite a manuten¢do e melhoria de alguns critérios como hidrofobicidade e
carga positiva, que ¢ derivada da alteragdo de alguns aminoacidos na sequéncia original. Um
exemplo disso € a substitui¢do de Ala por Lys, que resulta no aumento da carga catidnica, o que
permitird melhor interacdo com a membrana celular. Em geral, esses fatores permitem eliminar

algumas deficiéncias terapéuticas que seus andlogos naturais t€ém proporcionado, além da
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redugdo ou auséncia de citotoxicidade nas células normais (CHAUHAN et al., 2021; LIU et al.,

2019).

Souza e colaboradores (2020) desenvolveram uma metodologia para o desenho de
SAMPs, o que permitiu sua caracterizagdo e otimizacdo por meio de ferramentas de
bioinformatica. Para o desenho desses peptideos, a proteina quinase foi selecionada
aleatoriamente para obter uma sequéncia de proteina, obtida do banco de dados do NCBI; em
seguida, os servidores dPABB e CellPPD foram selecionados para caracteriza-los com base em
sua atividade antibiofilme e penetracdo celular, respectivamente (GAUTAM et al., 2015;
SHARMA et al., 2016). Um desses SAMPs desenhados foi o GATIRAVNSR denominado
PepGAT, que atendeu as caracteristicas mencionadas acima, além de ter uma sequéncia curta
de dez residuos de aminoacidos. Em relagdo as suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
nesse estudo verificou-se que o peptideo PepGAT tem carga (+2), portanto, foi considerado
cationico; paralelamente, observou-se que ele tem uma propor¢ao hidrofobica de 40% e um
indice Boman < 2.5, o que confere atividade antimicrobiana (HUANG; HUANG; CHEN, 2010;
SOUZA et al., 2020). A Figura 2 mostra os modelos 3D da estrutura helicoidal secundaria de
PepGAT. A estrutura helicoidal secundaria do PepGAT possui duas voltas.

Figura 2 - Modelo 3D de PepGAT

Fonte: Adaptado de SOUZA et al., (2020)



28

Esse modelo foi obtido usando a ferramenta de bioinformatica PEPFold
(THEVENET et al., 2012), onde as superficies azuis representam aminoacidos cationicos,
especialmente devido a presenca de dois residuos de arginina (R), e as superficies vermelhas
representam aminoacidos anionicos, devido a existéncia de dois residuos de lisina (K) e um de

arginina (R).

O PepGAT apresentou uma massa experimental de 1044,90 Da. Apds a analise de

bioinformatica, ele foi  sintetizado pela  empresa  Chempeptide  Limited

(http://chempeptide.com/ - Shanghai, China) com qualidade e pureza > 95%, que foi avaliada
por cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa acoplada a espectrometria de
massa (DIAS et al., 2020). Os ensaios antibacterianos mostraram que o PepGAT (50 pg. mL ')
inibiu K. pneumoniae, S. aureus, B. subtilis e S. enterica em 25, 38, 31 e 80%. Seu mecanismo
de acdo foi o dano, a alteragdo na membrana e superprodugdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) - Reactive Oxygen Species (ROS) na celula bacteriana (SOUZA et al., 2020). Por fim,
o PepGAT ndo apresentou capacidade alergénica, hemolitica (pois nao foi toxico para eritrocitos
de coelho) (SOUZA et al., 2020) e toxica, presentando seguranca para embrides de peixe-zebra
e células humanas (fibroblastos de pulmao fetal humano, MRC-5 e queratindcitos HaCaT) que

¢ um aspecto importante para suas aplicagdes clinicas (SOUZA et al., 2022).

Consequentemente, a avaliagdo dos SPs para CCR poderia incorporar diversas
vantagens que ja foram observadas nos SAMPs, como apresentar fun¢des que ndo eram
propriedade do prototipo original. Dado que ha anos nao estava muito claro se os SPs poderiam
combater as células cancerigenas (HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008; SOUZA et al., 2020). Todos
esses aspectos evidenciaram a necessidade da pesquisa in vitro e in silico do peptideo PepGAT

para estudar sua atividade no CCR.

De forma preliminar, nosso grupo de pesquisa analisou a atividade citotoxica do
PepGAT (95 puM) em quatro linhas celulares (AGP-01, HCT116, MCF7 e SKMELI19;
correspondentes o adenocarcinoma gastrico, CCR, cancer de mama e melanoma maligno da
pele, respectivamente), das quais a HCT116 apresentou uma inibicdo maior de 58,69%. Vale a
pena mencionar que, para essa analise, o 5-FU (23 nM) foi usado como controle positivo e o
DMSO (0,1%) como controle negativo. Consequentemente, foi obtida uma concentracao
inibitoria média (CI50) de 125,4 uM (MESQUITA et al., 2024). Este dado ndo est4 longe do
que ¢ afirmado na literatura onde foram encontrados valores semelhantes ou superiores ao CI50
de 1254 uM. A Tabela 1 apresenta o CI5S0 de alguns peptideos sintéticos em diferentes

linhagens de células cancerosas em comparacdo com PepGAT.
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Tabela 1 - Citotoxicidade de alguns peptideos sintéticos contra diferentes linhagens de células

cancerosas
Composto CI50 (uM) Linhagens celulares Referéncia
Ple > 500 WiDr HSU et al., 2022
GIGB-300 271,00 A549 CIRIGLIANO et al., 2017
LTX318 248,00 HT-29 CHAUHAN et al., 2021
Ple-a 197,30 WiDr HSU et al., 2022
(RW); 159,00 MCE7 BAUKE AZI;)IZADA ctal,
(RW); 143,00 HepG2 BAUKE AZLO?;DA ctal,
(RW); 132,00 HT.29 BAUKE A;Lolrm etal.,
PepGAT 125,4 HCT-116 MESQUITA et al., 2024

CI50: concentragdo inibitoria média. WiDr: adenocarcinoma de colon. A549: cancer de pulmao. HT-29: carcinoma

de c6lon. MCF7: cancer de mama. HepG2: carcinoma hepatico. HCT-116: cancer colorretal.

Nos tltimos anos, medicamentos anticancer de origem peptidica foram estudados
com o objetivo de superar a fase clinica. Até o0 momento, cinco peptideos foram aprovados pela
Administragdo de Alimentos e Medicamentos - Food and Drug Administration (FDA) e pela
Agéncia Europeia de Medicamentos - European Medicines Agency (EMA) (CHINNADURALI
et al., 2023). Destes, os primeiros trés: Tebentafusp (CHEN; CARVAJAL, 2022; HOWLETT
et al., 2023), Buserelina (AGUILAR-ROJAS et al., 2012), e a Triptorelina (MERSEBURGER;
HUPE, 2016; PLOUSSARD; MONGIAT-ARTUS, 2013), sdo baseados em SPs, enquanto a
Dactinomicina ¢ a Plitidepsina sdo compostos derivado de produtos naturais (BEZIAT et al.,

2020; LEISCH; EGLE; GREIL, 2019; LOSADA et al., 2020; MOORE et al., 1999).

Embora peptideos com potencial para o tratamento do CCR tenham sido
identificados, sua aprovacao pela FDA ou EMA ainda ndo foi alcangada. Um dos principais
obstaculos ¢ a transi¢ao prolongada para a fase clinica, frequentemente apontada como limitante
para que esses tratamentos sejam utilizados como terapia contra o CCR (COOPER et al., 2021).
Um exemplo ¢ o Dolcanatida, um peptideo sintético desenvolvido para o tratamento de
problemas gastrointestinais, que podem estar associados ao desenvolvimento do CCR (CABRI
et al., 2021). Isso justifica a necessidade de continuar investigando novos tratamentos, como o
PepGAT, que, além de apresentar citotoxicidade contra células HCT-116, induziu a

fragmentacao nuclear, afetando o ciclo celular. Observou-se um aumento do niimero de células
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na fase Sub-G1, acompanhado por uma reducao na fase S e, como consequéncia, sua parada na

fase G2/M (MESQUITA et al., 2024).

Além disso, foi demonstrado que o PepGAT desencadeia apoptose em células HCT-
116, reguladas pela via da caspase 3/7, além de induzir superproducao de ROS, danos a
membrana celular por formagdo de poros e consequente morte celular (MESQUITA et al.,
2024). Nesse contexto, observou-se que o PepGAT reduziu em 70% a capacidade de invasdo
das células HCT-116 em uma matriz extracelular, além de modular a expressao de genes
associados a eventos pro-apoptéticos, como o aumento na expressdo de BAX e supressdao da

expressao de KRAS (MESQUITA et al., 2024).

Apesar desses dados promissores, ainda existem aspectos que precisam ser
avaliados, como a realizagao de um estudo mais detalhado sobre seu efeito, incluindo a analise
do perfil proteico, a fim de obter informagdes mais precisas sobre seu mecanismo de agdo. Além
disso, ¢ necessaria uma avaliacdo do efeito combinatério de PepGAT com 5-FU em células
HCT-116. Nesse sentido, serd realizada uma analise para investigar o perfil proteico e analisar

a resposta celular apos o tratamento com PepGAT.

2HIPOTESE
O tratamento com PepGAT em células HCT-116 tem o potencial de modular o
proteoma celular, fornecendo informacgdes relevantes sobre seu mecanismo de agdo; além de

aumentar a suscetibilidade das células HCT-116 ao 5-FU.

3OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Analisar o perfil proteico em linhagens de células tumorais HCT-116 apos

tratamento com PepGAT.

3.2 objetivos especificos
v' Avaliar o efeito de PepGAT com base na sua citotoxicidade, determinando o
valor de CI50, como investigar o seu mecanismo de agao.
v' Comparar o perfil proteico entre o grupo controle € o grupo tratado com
PepGAT.
v' Avaliar o efeito combinatério de PepGAT com 5-FU, investigando um possivel

efeito sinérgico.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Manutencio e cultura de célula

A linhagens de CCR HCT116 foi obtida do banco de células do Laboratorio de
Farmacogenética do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM),
cultivada em meio Dulbecco's Meio de Eagle modificado (DMEM), suplementada com 10% de
soro fetal bovino (FBS) (Gibco®) e 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina (5000 U/mL e
5000 mg/mL, respectivamente) (Invitrogen®), mantido em uma incubadora a 37°C em 5% de
CO:z. Foi observado a confluéncia celular em um microscopio invertido (Leica DMIL LED).
As células foram lavadas em solugdo tampao de fosfato (PBS), dissociadas com tripsina-EDTA

a 0,5%, que foi inativada com DMEM.

4.2 Ensaio de fluorescéncia para avaliacido da integridade da membrana por iodeto de
propidio (IP)

As células HCT-116 foram semeadas em placas de 96 pogos, a uma densidade de
0,3x10* por poco por diferentes periodos (12, 14, 16 e 18 horas). Apos do semeado, elas foram
tratadas em triplicata com PepGAT na sua concentragcdo correspondente a CI50. O DMSO a
0,01% foi utilizado como controle negativo. Além da lavagem dos pogos com PBS (10%), as
células foram removidas com tripsina-EDTA (0,25%) e neutralizadas com DMEM. Apos a
centrifugacdo, o pellet foi ressuspenso no escuro por 30 min com IP (5 pg/mL). A suspensao
resultante foi transferida para suas placas correspondentes para leitura em um Cytation 3 Cell
Multi-mode Reader (BioTek®), com um filtro de fluorescéncia de excitagao e emissao de 535

nm e 617 nm, respectivamente.

4.3 Analise de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A linhagem de células HCT-116 foi semeada em placas de 96 pocos (0,3x10* por
poco) em 12, 14, 16 e 18 horas. Apos do semeado, elas foram tratadas em triplicata com
PepGAT em sua correspondente concentragdo CI50 e o DMSO, 0,01% foi usado como controle
negativo. Apos a lavagem das células com PBS, elas foram separadas com tripsina-EDTA
(0,25%). O complexo enzimdatico foi neutralizado com DMEM centrifugado, € o pellet
resultante foi ressuspenso com Diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA, 10 uM) e
incubado por 30 min no escuro. Esta suspensao foi transferida para suas placas correspondentes
para realizar as leituras em um leitor de microplacas Cytation 3 Cell Multi-mode Reader
(BioTek®) com comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 480 nm e 525 nm,

respectivamente.
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4.4 Lise e extracdo do proteoma celular: preparacio das amostras tratadas com PepGAT
para a analise protedmica

As células HCT116 (1x10° por pogo) foram semeadas em placas de seis pogos
durante 24 horas. Apos do semeado, elas foram tratadas com PepGAT por 24 horas na
concentragdo CIS0 (125,4 uM). 0,01% de dimetilsulfoxido (DMSO) foi usado como controle
negativo. As amostras foram deixadas para incubar por 24 h em atmosfera umidificada a 37°C
e 5% de CO». Ap6s a incubagdo, as células foram removidas usando tripsina-EDTA (0,25%)
por 15 min. Depois, a tripsina foi neutralizada com DMEM, e as cé¢lulas foram lavadas trés
vezes com 50 mM de NA™acetato, pH 5,2 e centrifugadas a 5000 g por 5 min a 10 °C. Para
andlise protedmica, foi seguida a metodologia descrita por BRANCO et al, 2022.
Resumidamente, as células foram congeladas em 50 mM de NA "acetato pH 5,2, sonicadas por
60 min, depois congeladas novamente, e sonicadas novamente por 60 min, e entdo centrifugadas
a 10 000 g, por 10 min a 4 °C. O sobrenadante com proteinas foi coletado, e a quantificacdo de

proteinas foi feita usando o equipamento Nanodrop (ThermoFisher).

4.5 Digestao de proteinas

As proteinas foram reduzidas com 10 mM de ditiotreitol (DTT) por 1 hora a 37 °C
em banho seco. Em seguida, foram alquiladas com 15 mM de iodoacetamida (IAA) por 30 min
a 37 °C em banho seco. Apos a redugado e alquilagdo, as proteinas (100 mg) foram digeridas
com tripsina (20 pg/mL) por 17 horas a 37 °C no escuro. Os peptideos digeridos foram
dessalinizados em um dispositivo de vacuo acoplado a uma coluna de extragdo em fase s6lida
(SPE) Ci3. Os peptideos dessalinizados foram secos em um concentrador de vacuo SpeedVac
(Concentrator Plus), ressuspensos em acido formico (0,1%) e quantificados usando o Qubit

Protein Assay Kit (ThermoFisher) para analise protedmica.

4.6 Analise protedmica

Os peptideos dessalinizados (1 pg) foram injetados em um cromatografo UHPLC
(Thermo Scientific) com uma coluna capilar Cig (PICOCHIP®) de 75 um de diametro interno
x 15 um de ponta interna, em fase reversa, acoplada a um espectrometro de massas Q Exactive
Plus Orbitrab (Thermo Scientific). O gradiente de elui¢ao do peptideo foi realizado ao longo
de 145 minutos, utilizando o solvente A (0,1% de 4cido formico em agua ultrapura) e o solvente

B (0,1% de 4cido férmico em acetonitrila), a uma vazao de 0.300 pL/min.
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4.7 Analise de dados

A geracdo dos arquivos "raw", a deconvolucao de espectros m/z, a quantificacao e
a identificacdo de proteinas foram realizadas com o software PatternLab (versao 5) (Carvalho
et al., 2016). O banco de dados de referéncia do proteoma humano, Uniprot, foi utilizado até a
obtencdo das sequencias decoy. A digestdo com tripsina, a modificagdo fixa da
carbamidometilacdo da cisteina e a modificacdo variavel da oxida¢do da metionina foram
incluidas na analise. Além da maxima parcimonia, foi realizada a Peptide Spectrum Matching
(PSM) e o Extracte lon Chromatogram (XIC) foi obtido com tolerancia maxima de 10 ppm. O
SEPro2 foi escolhido para pré-selecionar os resultados com maior confianga, mantendo uma
taxa de descoberta falsa — false discovery rate (FDR) de 1%. Apds a geracdo dos diagramas de
Venn feitos na plataforma InteractiVenn para comparagdo entre os grupos (HEBERLE et al.,

2015), a plataforma STRING (https://string-db.org/) foi utilizada para prever os mecanismos

moleculares de possiveis interagdes entre proteinas reguladas diferencialmente.

As proteinas encontradas somente em um grupo foram consideradas
exclusivamente desse grupo. Para as proteinas detectadas em ambos os grupos, chamadas
proteinas sobrepostas, seguiu-se uma ‘‘fold-change’’ para identificar aquelas com acumulacao
para cima (fold-change >1,5; valor de p < 0,05) e as que acumularam para baixo (fold-change
<0,5; valor de p < 0,05). J4 as proteinas com fold-change entre 0,5 e 1,5 foram consideradas

que nao sofreram alteracdo (BRANCO et al., 2022).

4.8 Analise de enriquecimento funcional de ontologia genética (GO)

Foi realizado uma analise de enriquecimento funcional para determinar as proteinas
reguladas diferencialmente. Para isso, foi considerado o proteoma humano do banco de dados
UniProt. Foram destacadas as 5 primeiras proteinas mais reguladas (acumuladas para acima e
para baixo) de cada grupo (controle e PepGAT) e também foram levadas em consideracdo as
proteinas exclusivas, cujas vias foram caracterizadas em relagdo a sua fungdo molecular,
processo bioldgico e sua localizacdo subcelular. As vias proteicas exclusivas e reguladas
diferencialmente foram determinadas utilizando o software RStudios (versao 2023.03.0) onde

os resultados foram considerados estatisticamente significativos para um valor de p < 0,05.

4.9 Avaliacido da citotoxicidade do efeito combinado de PepGAT e 5-FU contra HCT-
116
A citotoxicidade do PepGAT em combinagao com 5-FU foi avaliada usando Alamar

Blue e 5-FU sozinho como controle positivo. Para esse proposito, foi realizada uma curva dose-
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resposta, onde PepGAT foi usado em seu CI50 e 5-FU na faixa de 0 nM a 40 nM. As células
foram semeadas em uma placa de 96 pogos em uma densidade de 3x10° células por pogo e
incubadas por 24 horas. Em seguida, as células foram tratadas apenas com PepGAT e
combinadas com PepGAT + 5-FU por 24 e 72 horas. Apos o término do tratamento, o Alamar
Blue foi adicionado a 0,2 mg/mL e incubado por 3 horas. Finalmente, a leitura foi realizada
pela BioTek Synergy HI (BioTek, Winooski, VT), com comprimento de onda de

excitacao/emissao de 560/590 nm.

4.10 Avaliacio da citotoxicidade em linhagem celular nao tumoral pelo Alamar Blue

Em seguida, a linhagem celular ndo tumoral estabelecida a partir de fibroblastos
pulmonares humanos MRC-5 foi usada para avaliar a citotoxicidade do 5-FU e sua combinacao
com PepGAT em 24 e 72 horas de tratamento. A linhagem celular MRC-5 foi semeada na
concentragio de 3x10% e 5x10° células/pogo em uma placa de 96 pogos por 24 e 72 horas de
experimento, respectivamente. Apos a fixacgao celular, as células MRC-5 foram tratadas com 5-
FU em duas concentragdes distintas: a concentragdo correspondente a CI50 do 5-FU contra o
HCT-116 (23 nM) e a concentracdo correspondente a CIS0 do 5-FU + PepGAT contra HCT-116
(6,9 nM). A combinagdo do PepGAT com o 5-FU (6,9 nM) também foi avaliada. Apos o tempo
de exposicao, 20 puL do reagente Almar Blue (ThermoFisher) foram adicionados a cada poco.
Apbs 3 horas, a fluorescéncia foi medida (Ex/Em: 590 nm/560 nm) no Cytation™ 3 Cell
Imaging Multi-Mode Reader (Bio Tek) e a viabilidade foi avaliada.

4.11Analise do ciclo celular

Para avaliar se a combinagdo de PepGAT e 5-FU tem um efeito influente no ciclo
celular, foram semeadas células HCT-116 em placas de 24 pogo a uma densidade de 3x10* por
poco e entdo incubadas por 24 horas. Elas foram tratadas com PepGAT e 5-FU na CI50 (6,9
nM e 23 nM). Posteriormente, todas as células foram removidas dos pocos e centrifugadas,
onde o pellet obtido foi ressuspenso em uma solucao de etanol a 80% a 4°C por 30 minutos
para permitir a permeabilizagdo das células. Apds a centrifugacdo, as células ressuspensas
foram incubadas com IP (50 pg/mL) por 25 minutos. Finalmente, apds nova centrifugagdo, as
células foram ressuspensas em PBS 1X para logo analisar 10.000 eventos de cada amostra por
citometria de fluxo (BD FACSVerseTM). Para a analise dos dados de citometria de fluxo foi

utilizado o software FlowlJo.
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4.12Analise de Apoptose

As células HCT-116 (3x10* por pogo) foram semeadas em placas de 24 pogos e
incubadas durante 24 horas. Apos do semeado, elas foram tratadas em combinacdo com
PepGAT e 5 FU nas suas correspondentes CIS0 por 24 horas. Depois disso, as células foram
lavadas com PBS e ressuspensas em 200 uL de tampao de ligagdo de Anexina contendo 4 pL.
de Anexina V-FITC. Elas foram entdo incubadas com IP por 20 minutos utilizando o BD
Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I. As células foram ressuspensas em

PBS, e 10.000 eventos de cada amostra foram analisados por citometria de fluxo (BD

FACSVerseTM).

4.13Analise da invasio da matriz extracelular na presenca de PepGAT com 5-FU

Antes do ensaio de invasdo, a viabilidade celular foi realizada usando o ensaio de
azul de tripano. Em seguida, pellets transwell contendo um poro de 8 pm e revestidos com
Matrigel foram usados em uma placa de 6 pogos. O Matrigel foi diluido em uma quantidade de
20 uL. em DMEM sem Soro Fetal Bovino (SFB) em uma proporg¢ao de 1:6, que foi adicionada
dentro de cada inserto e incubado a 37 °C até que a solidificacdo fosse alcangada. Em seguida,
1 mL de DMEM sem SFB foi plaqueado em uma densidade de 40x10* células, que foram
agregadas em cada inserto na camara superior e tratadas com PepGAT (125,4 uM) e em
combinagdo com 5-FU (6,9 nM e 23 nM). Em seguida, 2 mL de DMEM com SFB foram
adicionados as partes externas do inserto (dentro do mesmo poco) e incubados por 24 horas.
Por fim, a parte interna do inserto foi descartada. As células que invadiram a matriz, passaram
pelos poros e aderiram a superficie do inserto foram coradas com corante Giemsa para

quantificagdo em microscopio invertido.

4.14 Extracio total de RNA total e analise qPCR

Em seguida, buscamos investigar se o tratamento com PepGAT altera a expressao
génica dos genes metabolicos HIF 1A, SLC241, HK1, LDHA E PRPSI na linhagem de células
de cancer de colon HCT-116. Assim, as células foram plaqueadas (1x10° células/pogo) em uma
placa de 6 pocos e, apos de 24 horas, os pocos foram tratados com PepGAT por 24 horas.
Depois da exposi¢do, as células foram tripsinizadas e o mRNA total foi extraido usando o
método TRIzol® Reagent (Life Technologies®, EUA), de acordo com o protocolo do
fabricante. Em seguida, a concentragdo de RNA foi determinada usando NanoDrop (Thermo
Scientific) e a transcri¢do reversa foi realizada usando o kit cDNA de alta capacidade (Life

Technologies®, EUA).
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A PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foi realizada usando o kit Fast
SyberGreen (Applied Biosystems, EUA). Os niveis de expressao de HIFIA (NM_001530.3),
SLC241 (NM_006516.2), HKI (NM _001322364.1), LDHA (NM_005566.3) e PRPSI
(NM_002764.4) foram determinados usando o gene RPLPO (NM_001101.5) como referéncia
para normalizacdo da expressdo entre os grupos. Esses genes foram escolhidos para validar o
que foi encontrado na protedmica. A eficiéncia do primer foi determinada para todos os genes
descritos. Todos os requisitos propostos em Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments - MIQE Guidelines foram seguidos. O nivel de

2-84CT " considerando células ndo tratadas (controle

expressdo foi calculado usando o método
negativo) como um calibrador dos experimentos. Usando o equipamento QuantStudios 5

(Thermo Fisher Scientific). A tabela 2 mostra os primers utilizados na anélise de qPCR.

Tabela 2 — Primers utilizados na analise de gPCR

Gene Acesso Primer forward Primer reverse
HFIA NM_001530.3 CCCTGCACTCAATCAAGAAG GGACTAGGTGTCTGATCCTG
SLC2A41 NM_006516.2 TCCTGCCCTGTTGTGTATAG CAGGAGTGAGGTGGTGTATT
HK] NM_001322364.1 GATCACGTGGACAAAGGGT ACGTCCAGGTCAAATTCCTC
LDHA NM_005566.3 TCTGGATTCAGCCCGATT TACAGGCACACTGGAATCTC
PRPS1 NM_002764.4 ACCTCCATTGCAGACAGGCT GATGGCCACCCGATCCTTCA

RPLPO NM _001101.5 CTTGTCTGTGGAGACGGATTAC TCTTCCTTGGCTTCAACCTTAG

4.15 Analises in silico da expressao de mRNA de alvos PepGAT em amostras de CCR
Assim, procuramos analisar a expressao de mRNA de proteinas que demostraram
ser reguladas negativamente pelo tratamento com PepGAT em bancos de dados com livre
acesso contendo informacgdes do transcriptoma do Atlas do Genoma do Cancer - The Cancer
Genome Atlas (TCGA) e Expressdo de Genotipo-Tecido - Genotype-Tissue Expression
(GTEX). Os padroes de expressao no tumor (n=275) e no normal (n=349) dos genes SLC241,
LDHA, GSS, TXNDCS, DDX21. NPM1,RCC2, PCNA, IDH1, RPIA, TXNDC17 ¢ FKBP4 foram

avaliados pelo software GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/).

4.16 Analise estatistica

A andlise de dados foi realizada a partir dos resultados para comparar médias entre
os grupos com um desvio padrdo de trés repeticdes para cada experimento. O controle (0,1%
DMSO) foi comparado com os grupos tratados utilizando ANOV A unidirecional para analise

de citotoxicidade, ciclo celular, apoptose e invasdo; bidirecional para analise da cinética de
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espécies reativas de oxigénio (EROs) e porcentagem de permeabilizagdo da membrana
avaliando duas condigdes (o grupo tratado e o tempo), onde uma diferenca significativa foi
considerada para um valor *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001. Os dados

foram avaliados com o GraphPad Prism versao 10.3.0 (507).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PepGAT induz o acimulo precoce de EROs nas células HCT-116

Nosso trabalho anterior relatou o efeito de PepGAT sozinho, com uma CI50 de
125,4 uM o que influenciou um aumento no acumulo de EROs e na permeabilizagao da
membrana em 24 h (MESQUITA et al., 2024). Apesar de serem importantes moléculas de
sinalizacdo (SIES; JONES, 2020), os niveis de EROs devem ser regulados; caso contrario,
niveis desnecessariamente altos podem levar a célula a morte, induzindo danos ao DNA,
proteinas e lipidios na membrana (AN et al., 2024). Foi demostrado que a capacidade do
PepGAT de aumentar a permeabilizagdo da membrana ¢ dependente de EROs em Cryptococcus
neoformans (AGUIAR et al., 2023). Com base em uma analise cinética, tentamos mostrar a
correlagdo entre o acumulo de EROs e o aumento da permeabilizacio da membrana pela

captagdo IP em células HCT-116 (Fig. 3).

Portanto, foi avaliado o acimulo de EROs ¢ a captacao de IP em células HCT-116
tratadas com PepGAT ao longo do tempo (Fig. 3). A anélise revelou que apos 12 h de contato,
0 PepGAT aumentou o acimulo de EROs em células HCT-116 2,8 vezes com o pico de acumulo
de EROs em 14 h aumentando o acimulo de EROs 6,0 vezes do que as células controle (Fig.
3A). Os tempos de 16 e 18 h sdo marcados por uma reducao de EROs e aumentaram novamente
em 24 h, conforme revelado por nosso estudo anterior (MESQUITA et al., 2024). O aumento
nos niveis de EROs ao longo do tempo ndo foi seguido pelo aumento na captacio de IP pelas
células HCT-116, conforme revelado na Fig. 3B. No entanto, mostramos anteriormente que em
24 h, o PepGAT induziu a permeabilizagdo da membrana em células HCT-116 (MESQUITA et
al., 2024). A explicacdo para isso se baseia na via pela qual a superprodugdo de ROS induzida
pelo PepGAT levou a danos na membrana no HCT-116. As EROs induziram danos a varias

moléculas importantes para a vida celular (AN et al., 2024).
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Figura 3 — Andlise do mecanismo de a¢do do PepGAT com base na cinética de acumulagdo de
EROs e IP (para avaliar a integridade da membrana). (A) Acumulagdo de EROs (B) a captagdo
de IP ¢ medida por fluorescéncia ao longo do tempo. Os dados sdo representados como a média
+ desvio padrao de trés experimentos independentes. ANOVA e pos-teste de Tukey compararam
0s grupos com o controle negativo (0,01% DMSO). Diferencas significativas: *P <0,05; **P <
0,01; ***P <0,001; ****P <(,0001.
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A andlise de citometria de fluxo revelou um niimero maior de células HCT-116 IP
+ e Anexina V+, seguido por um nimero maior de células apoptoticas do que células de controle
(Fig. 4), o que corrobora os niveis de EROs. Nosso trabalho anterior mostrou um aumento nos
niveis de EROs em 24h, apoptose pela caspase 3/7, uma reducao nos niveis de mRNA de BCL2
e um aumento nos niveis de mRNA de BAX (MESQUITA et al., 2024). Com base nesses dados,
levantamos a hipotese de que o acimulo anterior de EROs em 12 h e 14 h (Fig. 3A) levou a
danos e fragmentacao do DNA, desencadeando apoptose pela caspase 3/7. Além disso, os niveis
mais altos do gene BAX pro-apoptdtico e os baixos niveis do gene BCL2, que ¢ um inibidor do
apoptose, podem em ultima analise, levar as células HCT-116 a formacao de poros e a morte

celular (MCKENZIE et al., 2020).

Curiosamente, a capacidade do PepGAT de induzir mais cedo a superacumulacgao
de EROs em células cancerigenas ¢ semelhante a um medicamento anticancer, a cisplatina
(NERUSH et al., 2019). NERUSH et al., 2019 relataram acumula¢do de EROs induzida por
cisplatina ap6s 12 h de contato em células HeLa, seguida por eventos apoptdticos dependentes
de EROs mais cedo. Os dados concordam com a acumulagdo mais cedo de EROs e apoptose
induzida pelo PepGAT em células HCT-116 (Fig. 3 e 4). A anexina-V ¢ um marcador para
apoptose mais cedo (KUPCHO et al., 2019), sugerindo acumula¢iao mais cedo de ROS induzida
por PepGAT seguida por apoptose.

Figura 4 — Avaliacdao da morte celular apos tratamento com PepGAT (125,4 uM), 5 FU (6,9 nM
e 23 nM) e a combinagdo de PepGAT + 5-FU (6,9 nM) por 72 h. Os dados sdo expressos como
média + desvio padrao de trés experimentos independentes. Os grupos foram comparados com
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o controle negativo (DMSO) por ANOVA e pos-teste de Tukey. Diferencas significativas: *P <
0,05; **P < 0,01; ***P <0,001; ****P < 0,0001.

5.2 PepGAT induz alteracgoes no perfil proteomico de células HCT-116

O CCR abrange véarios aspectos moleculares, incluindo alteragdes na expressao
génica e acumulo de proteinas (por exemplo, e-caderina, KRAS, B-catenina). No entanto, novas
proteinas foram identificadas no estabelecimento do cancer nos ultimos anos. As proteinas
foram caraterizadas como componentes vitais de processos bioldgicos nos quais podem regular
o progresso da doenca. Nesse contexto, a analise protedmica tem sido uma técnica poderosa
para entender as modificagdes proteicas entre um tipo de célula ndo cancerosa e cancerosa ou
mesmo verificar o mecanismo de acdo de compostos anticincer (FRANCIOSA et al., 2023;
LINDHORST; HUMMON, 2020; ZHOU et al., 2020). Em relacdo ao CCR, a protedmica
forneceu resultados esclarecedores sobre as mudangas no perfil proteico, revelando novos
biomarcadores do CCR (LINDHORST; HUMMON, 2020; ZHOU et al., 2020). Nesse sentido,
a analise protedmica diferencial foi empregada para revisar o perfil protedmico das células

HCT-116 tratadas com PepGAT em comparacdo com as células de controle.

Um total de 1441 proteinas foram identificadas, das quais 726 correspondem ao
grupo controle e 715 ao grupo tratado com PepGAT (Fig. 5A e Tabelas Suplementares 1-3). O
diagrama de Venn (Fig. 5B) destaca as proteinas exclusivas de cada grupo, onde 105
correspondem ao grupo controle (Tabela Suplementar 1) e 94 ao PepGAT (Fig. 5A e Tabela
Suplementar 2). As 621 restantes representam as proteinas em comum (proteinas sobrepostas)
entre os grupos. Destas 621, 314 proteinas foram reguladas diferencialmente com base em um
p < 0,05, das quais 186 proteinas tiveram uma abundancia reduzida (pontos azuis no grafico do
vulcao) em células HCT-116 apo6s o tratamento com PepGAT e 128 tiveram uma maior

abundancia (pontos vermelhos no grafico do vulcao) (Fig. 5B e Tabela Suplementar 3).

O estudo dos componentes celulares (CC) indicou que as proteinas
diferencialmente acumuladas para baixo estavam significativamente envolvidas na matriz
mitocondrial, adesdo focal, jun¢do do substrato celular e limen do granulo secretor (Fig. 5C).
Da mesma forma, as proteinas acumuladas para cima foram incluidas no granulo de
ribonucleoproteina citoplasmatica, granulo de ribonucleoproteina e complexo spliceosomal

(Fig. 5D).
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Figura 5 - Anélise do perfil protedmico e vias GO de proteinas reguladas diferencialmente. (A)
Diagrama de Venn mostrando as proteinas em comum e exclusivas do grupo controle e PepGAT.
(B) Grafico de vulcdo de proteinas reguladas diferencialmente entre o grupo controle e PepGAT.
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(C) Analise de enriquecimento funcional GO de proteinas reguladas para baixo entre os grupos
controle negativo (NC) e PepGAT: processo bioldgico (BP), componente celular (CC) e funcao
molecular (MF). (D) Anélise de enriquecimento funcional GO de proteinas reguladas para cima
entre os grupos controle negativo (NC) e PepGAT: processo bioldgico (BP), componente celular
(CC) e fungao molecular (MF). (E) Usando o banco de dados STRING, a rede de interacao
proteina-proteina foi construida pelas proteinas reguladas diferencialmente entre os grupos.

Em relagdo ao processo biologico (BP) entre o grupo controle e PepGAT, as
proteinas acumuladas para baixo estavam envolvidas principalmente no splicing do
metabolismo do RNA, por meio de reagdes de transesterificacdo, incluindo reagdes de
transesterificagdo com adenosina domada como nucledfilo e o spliceossomo (Fig. 5C).
Enquanto as proteinas acumuladas para acima estavam envolvidas de forma semelhante com o
splicing do RNA e o dobramento de proteinas (Fig. 5D). A avaliacdo da fung¢ao molecular (MF)
demonstrou que entre as proteinas acumuladas para baixo estdo aquelas com fungdes como
ligacdo a caderina e atividade antioxidante. Em contraste, as proteinas cumuladas para acima
funcionam no dobramento de proteinas, replicacio de RNA, ligacdo de caderina e ligacdo de
actina (Fig. 3C e D). A Figura 3E mostra a rede de interagdo proteina-proteina obtida da
plataforma STRING das proteinas diferencialmente moduladas envolvidas nas células HCT-

apos o tratamento com PepGAT.

5.3 Proteinas exclusivas do controle revelaram baixo acimulo de proteinas essenciais
para a sobrevivéncia do cancer

Conforme revelado na Fig. 5A, das 726 proteinas identificadas nas células HCT-
116, 105 foram detectadas exclusivamente em células nao tratadas. Isso significa que, apos o
tratamento com PepGAT, essas proteinas se tornaram ausentes € nao foram detectadas (menos
abundantes) pela andlise MS/MS. Elas foram chamadas de proteinas exclusivas, e algumas
delas merecem atencdo. Um exemplo dessas proteinas sdo a glutationa sintetase (GS) e a
glutaredoxina-1 (GLRX). Essas proteinas exclusivas das células do controle estavam em vérias

localizagdes subcelulares e estdo envolvidas em muitas vias bioldgicas (Fig. 6A).

A interacdo proteina-proteina, STRING, revelou uma via intrincada formada por
essas proteinas, que estdo envolvidas na progressao do cancer (fig. 6B). Apesar da classificacao
com base na analise GO (Fig. 6A), foi feita uma classificagdo secundaria com base em uma
revisdo da literatura para conectar melhor essas proteinas, considerando uma compreensao mais
profunda das informacgdes trazidas pela modulagdo negativa dessas proteinas. Essas proteinas
foram classificadas como envolvidas em estresse oxidativo, dano ao DNA e apoptose, ciclo

celular e progressdao e metabolismo do cancer.
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Figura 6 — Andlise de enriquecimento funcional de proteinas exclusivas entre o controle e
PepGAT. (A) Andlise de enriquecimento funcional GO das proteinas exclusivas do controle:
processo bioldgico (BP), componente celular (CC) e fungdo celular (MF). (B) A rede de
interagdo proteina-proteina € gerada pelas proteinas exclusivas do controle usando a plataforma
STRING. (C) Andlise de enriquecimento funcional GO para proteinas exclusivas do PepGAT:
processo bioldgico (BP), componente celular (CC) e fungdo molecular (MF). (D) A rede de
interagdo proteina-proteina corresponde as proteinas exclusivas do PepGAT.
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5.4 Proteinas envolvidas no estresse oxidativo

As EROs sdo moléculas oxidativas onipresentes, um subproduto das reagdes
normais do metabolismo que mantém as células vivas. Atualmente, ¢ amplamente aceito que
niveis baixos (fisiologicos) de EROs sdo fundamentais para o desenvolvimento e o crescimento
das células, pois modulam a expressdo génica. No cancer, um leve aumento nos niveis de EROs
devido a altas taxas metabdlicas € vital para induzir a progressao e a promog¢ao do tumor, pois
induzem mutagdes no DNA (AGGARWAL et al., 2019; AN et al., 2024). Caso contrario, os
niveis descontrolados de EROs nas células cancerigenas poderiam conduzir as células de forma
indesejada, desencadeando a morte celular programada. Por seguranga, as células cancerigenas
aumentam os mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos para extinguir os niveis

mais altos de EROs (AGGARWAL et al., 2019; AN et al., 2024).

Conforme discutido anteriormente, o PepGAT induz o acumulo excessivo de EROs
as 12 e 14 horas (Fig. 3A), seguido de apoptose (Fig. 4). Esta claro que o PepGAT induz o
estresse oxidativo nas células HCT-116. Além disso, a andlise protedmica revelou que o
tratamento com PepGAT induziu uma diminuicdo na abundancia de varias enzimas
antioxidantes, como a glutationa sintetase (GS), a tiossulfato sulfurtransferase (THTR), a
NAD(P)H desidrogenase [quinona] 1 (NQO1), a glutaredoxina-1 (GLRX) e a proteina 5 que
contém o dominio da tiorredoxina (TRXS5). Todas essas enzimas ja foram relacionadas a
manuteng¢ado de niveis seguros de EROs em muitos tipos de canceres (AGGARWAL et al., 2019;
BRZOZOWA-ZASADA et al., 2024; KIM et al., 2015). A reducdo na abundancia dessas
proteinas nas células HCT-116 tratadas com PepGAT esta de acordo com o alto acimulo dos

niveis de EROs (Fig. 3A).

No caso do CCR, as proteinas GS, NQO1, GLRX e TRXS protegem as células do
CCR do estresse oxidativo, da manuten¢do do microambiente e da hipéxia (BRZOZOWA-
ZASADA etal., 2024; FRERIKSEN et al., 2014; KIM et al., 2015; STROHKAMP et al., 2018).
Niveis elevados de EROs podem danificar lipidios, DNA e proteinas, levando as cé€lulas
cancerosas a morte celular oxidativa de varias maneiras, como apoptose € necroptose.
Recentemente, o desenvolvimento de medicamentos que podem induzir a morte celular
oxidativa tem sido promissor no tratamento do cancer (AN et al., 2024). Nesse cendrio, o
PepGAT se apresenta como uma molécula em potencial a ser analisada mais detalhadamente

porque induz niveis mais altos de EROs e diminui o nivel de proteinas antioxidantes.
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5.5 Proteinas envolvidas no metabolismo do acido nucleico e no ciclo celular

Apos o tratamento com PepGAT, duas helicases de RNA dead-box diminuem em
abundancia, a Nucleolar RNA helicases 2 (DDX21) e a provavel RNA helicases dependente de
ATP DDX46 (DDX46). Ainda desconhecidas, as proteinas dead-box sdo encontradas em niveis
mais altos nas células cancerosas (LI et al., 2015; TANAKA et al., 2020). Especificamente no
CCR, a DDX21 e a DDX46 sao altamente expressas ¢ associadas ao mau progndstico e a
agressividade do cancer. Em dois estudos diferentes, o silenciamento de DDX21 ¢ DDX46
induziu a apoptose na linha celular de CCR HCT-116 (LI et al., 2015; LIN et al., 2020;
TANAKA et al., 2020).

Por exemplo, LI et al. estudaram 123 amostras de pacientes com CCR e DDX46,
que foi altamente expresso. O knockdown do DDX46 reduziu a proliferagdo celular, o
crescimento, a formagdo de colonias e levou as células a apoptose (LI et al., 2015). Portanto, é
possivel sugerir que a reducdo de DDX21 e DDX46 nas células HCT-116 por PepGAT leva as
células a apoptose, evitando assim a progressdao do cancer. Aqui, a analise protedmica revelou
que as células HCT-116 tratadas com PepGAT apresentaram uma abundancia reduzida de
DDX21 e DDX46 ¢ um numero maior de células apoptoticas do que as células de controle (Fig.

4).

Outra proteina interessante, o fator de licenciamento de replicacio de DNA
(MCM4), teve sua abundancia reduzida apos o tratamento com PepGAT. Essa proteina pertence
a familia de proteinas de manuten¢do do minicromossomo, que estd envolvida na estabilidade
do genoma e na replicagdo do DNA. Recentemente, a MCM4 foi altamente expressa em muitos
tipos de cancer, incluindo o CCR, associado a agressividade, invasdo e metastase e inibe a
apoptose (KOBAYASHI et al., 2023; LI et al., 2024). Em uma andalise multi-dmica do cancer,
LI et al. relataram que a MCM4 ¢ um promissor biomarcador de progndstico e diagndstico para
muitos tipos de cancer. A correlacio da MCM4 com a invasao ¢ interessante porque o PepGAT
inibiu a invasdo das células HCT-116 (Fig. 7) as 24 horas. Aqui, a diminui¢do na abundancia

de MCM4 corrobora com a inibi¢ao da invasao.

A nucleofosmina (NPM1) ¢ uma proteina multifacetada com varias fungdes no
cancer (GRISENDI et al., 2006; WANG et al., 2022; YU et al., 2021) cuja abundancia foi
reduzida nas células tratadas com PepGAT. Varios estudos relataram a alta expressdo da NMP1

em varios tipos de cancer, inclusive de prostata, CCR, cabeca e pescogo, rim e leucemia

(GRISENDI et al., 2006; SEKHAR; FREEMAN, 2023; WANG et al., 2022; YU et al., 2021).
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Figura 7 — Avaliacdo da invasdo celular apds o tratamento com o peptideo sintético PepGAT
(125,4 uM), 5-FU (6,9 nM e 23 nM) e a combinagdo de PepGAT + 5-FU (6,9 nM) por 24 h.
(A) O tratamento com PepGAT, 5-FU e a combina¢do de PepGAT + 5-FU ndo afetou a
viabilidade celular apds 24 h de tratamento. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de
azul de tripano para demonstrar o tempo nao citotoxico e excluir a possiblidade de interferéncia
no ensaio de invasdo. (B) Numero de células invasoras usando uma inser¢ao de 0,8 pm de
didmetro que contribui para a analise em um Unico momento. Os dados sdo expressos como a
média = desvio padrao de trés experimentos independentes. Os grupos foram comparados com
o controle negativo (DMSO) usando ANOVA e pés-teste TUKEY. Diferengas significativas:
***%P<0.0001.
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Entre as muitas fungdes da NMP1 estd a tolerancia a danos no DNA e o reparo do
DNA danificado, o que favorece a maior divisdo celular em células cancerigenas. Um tipo de
reparo realizado pela NMP1 ¢ o reparo de excisdo de base (SEKHAR; FREEMAN, 2023). Isso
¢ interessante porque as EROs causam danos as bases do DNA (SEKHAR; FREEMAN, 2023),
e aqui mostramos que o PepGAT induziu um acimulo maior de EROs anteriormente (Fig. 3A),
0 que poderia causar danos as bases do DNA. Portanto, os niveis mais altos de EROs e o
acumulo reduzido de NMP1 apds o tratamento com PepGAT poderiam danificar o DNA das

células HCT-116.

WANG et al. Revelaram que o knockdown do NMP1 em células HCT-116 levou ao
aumento da produ¢do de EROs, a parada do ciclo celular na fase G1 e a inibi¢do da proliferagao
celular in vitro. O PepGAT induz a parada do ciclo celular na fase subG0/G1 (15% das células)
(Fig. 8A) e na fase G2/M (30% das células) (Fig. 8D). Em outro estudo, YU et al., empregando
um xenoenxerto com células HCT-116, demonstraram que a supressao da NMP1 inibe o

crescimento, a progressdo e a agressividade do tumor de CCR in vivo. Além disso, as células
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HCT-116 suprimidas para NMP1 entraram em apoptose via caspase 3/7 (YU et al., 2021).
Recentemente, publicamos que o PepGAT induz a morte celular pela caspase 3/7, que pode ser
causada pelo acumulo anterior de EROs nas células (MESQUITA et al., 2024). Em conjunto
esses estudos sugerem fortemente a importancia da NMP1 no CCR. Ao induzir o acimulo
reduzido dessa proteina, o PepGAT pode estar causando danos graves ao HCT-116, o que os

levou a morte.

Em relagdo ao ciclo celular, duas proteinas interessantes foram encontradas
exclusivamente no controle e ndo foram detectadas nas células tradas com PepGAT. Elas sdo o
Regulador da condensacdo cromossomica 2 (RCC2) e o Antigeno nuclear de células em
proliferacdo (PCNA). A RCC2 ¢ um membro das proteinas envolvidas na regulagdo da
condensa¢do da cromatina e ¢ essencial para que a mitose prossiga adequadamente; por estar
envolvida na citocinese de segregacdo de cromossomos (CALDERON-APARICIO; BODE,
2021), a redugdo dessa proteina nas células HCT-116 corrobora com a parada do ciclo celular
na fase G2/M (Fig. 8D). O RCC2 regula a replicagdo do DNA, o transporte
nucleocitoplasmatico, o controle do ciclo celular e os danos ao DNA (CALDERON-
APARICIO; BODE, 2021; GONG et al., 2023; GUO et al., 2021; PENG et al., 2023). Sua
expressdo mais alta estd associada a tumorigénese, a tolerancia a danos no DNA, ao
desenvolvimento de tumores e a migracdo de células tumorais em muitos tipos de cancer, como
mama ¢ CCR (CALDERON-APARICIO; BODE, 2021; GONG et al., 2023; GUO et al., 2021;
PENG et al., 2023). A importancia do RCC2 para a mitose e sua diminui¢do nas células tratadas
com PepGAT concordaram com os resultados do ciclo celular, que demonstraram que a parada
do ciclo celular induzida por PepGAT na fase G2/M (Fig. 8D), indicando que o HCT-116 nao

encaminhou a divisdo celular.

O PCNA ¢ uma proteina altamente expressa em muitos tipos de cancer e envolvida
na replicacdo do DNA e na regulacdo do ciclo celular, que ¢ um biomarcador da progressao do
cancer e um progndstico ruim para os pacientes (CARDANO; TRIBIOLI; PROSPERI, 2020;
GERA; PATIL; BHOSALE, 2024; LEMECH et al., 2023; SMITH et al., 2020; YE et al., 2020).
A redu¢do em sua abundancia nas células HCT-116 tratadas com PepGAT indica
comprometimento no ciclo celular induzido pelo PepGAT. Em 2023, um novo medicamento, o
ATX-101 (Um peptideo sintético), que inibe o PCNA, entrou em testes clinicos na Fase 1. Em
2023, um novo medicamento, o0 ATX-101 (um peptideo sintético), que inibe 0 PCNA, entrou

em testes clinicos na Fase 1.
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Figura 8 — Anadlise do ciclo celular ap6s o tratamento com o peptideo sintético PepGAT (125,4
uM), 5-FU (6,9 nM e 23 nM) e a combinacao de PepGAT + 5-FU por 72 h. O processo celular
do HCT-116+ nas fases Sub-G0/G1, G0/G1, S e G2/M foi calculado com o software FlowJo®
e representado como a média + desvio padrao de trés experimentos independentes. A ANOVA
e o pos-teste de Tukey compararam os grupos com o controle negativo (DMSO). Diferengas
significativas: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P <0,0001
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Fonte: dados da pesquisa

O fato interessante ¢ que 0 ATX-101 € um peptideo sintético que penetra nas c€lulas
como o PepGAT, que apresenta o mecanismo exato de agdo contra as células cancerosas, como

a parada do ciclo celular, a apoptose pela caspase 3/7 e a anexina-V (MULLER et al., 2013).

Outra proteina nuclear encontrada exclusivamente em células de controle foi a
proteina 121 da membrana do poro nuclear (POM121), que estd envolvida no transporte
nucleocitoplasmatico. No entanto, recentemente, houve uma correlagdo entre a alta expressao
da POMI121 e a tumorigénese do CCR, invasdo venosa e perineural, linfonodos e metastases

distantes, além de taxas de sobrevivéncia geral ruins (WANG et al., 2020). Foi proposto que a
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POM121 esta envolvida no reparo e na regulagdo do DNA em células de CCR. Aqui, a redugdo
dessa proteina pelo tratamento com PepGAT concordou com a interferéncia do PepGAT no

ciclo celular (Fig. 8).

Uma proteina envolvida no ciclo celular exclusivamente de células de controle € o
fator de exportagdo de mRNA RAEI. O fator de exportagdo de mRNA RAE1 promove a mitose
e 0 crescimento, a progressao, a invasao e a metastase do tumor no CCR (KOBAYASHI et al.,
2021). Todos esses resultados sugerem que o PepGAT pode ter um grande potencial para ser
avaliado posteriormente como um peptideo anticancer contra o CCR. KOBAYASHI et al.,
também revelaram que as células de CCR nocauteadas para o fator de exportagdo de mRNA da
proteina RAE1 foram levadas a apoptose. Esse efeito ¢ semelhante ao do PepGAT nas células
HCT-116, em que o fator de exportacio de mRNA da proteina RAE1 diminuiu em abundancia
apods o tratamento com o peptideo, conforme mostrado aqui. Um estudo anterior relatou que o

PepGAT induziu a apoptose via caspase 3/7 em células HCT-116.

5.6 Proteinas envolvidas no metabolismo e na progressiao do cancer.

Uma das mudangas mais notaveis nas células e nos tecidos cancerosos ¢ a alteracao
no metabolismo celular. Essas mudangas metabdlicas desempenham um papel fundamental no
crescimento e no desenvolvimento do cancer. A isocitrato desidrogenase citoplasmatica (IDH1)
¢ uma proteina responsavel pelas alteracdes metabolicas no cancer (GONTHIER et al., 2023;
LIU et al., 2023; PIROZZI; YAN, 2021). Em células normais, a IDH1 catalisa a conversao de
isocitrato em a-cetoglutarato no ciclo de Krebs na mitocondria. Em contrapartida, a IDH1 vai
além nas células cancerosas e usa o o-cetoglutarato como substrato para produzir d-2-
hidroxiglutarato (LIU et al., 2023), um oncometabdlito que indica alteragdes metabolicas
classicas que indica alteragdes metabdlicas classicas nas células cancerosas (XIANG et al.,
2022). A IDH1 sustenta um ciclo de Krebs mitocondrial citoplasmatico hibrido nas células

cancerosas (GONTHIER et al., 2023).

GONTHIER et al., relataram que a IDH1 apoia a progressao do cancer de prostata,
e sua inibi¢do levou a inibi¢do da progressao do cancer. Aqui, a IDH1 estd ausente nas células
HCT-116 tratadas com PepGAT, sugerindo que o peptideo poderia afetar essa alteragdo
metabolica para apoiar o metabolismo do cancer. Além disso, foi relatado que a IDH1 tem uma
conexao com o fator indutor de hipoxia (HIF-1). O HIF-1 ¢ responsavel por perceber os baixos

niveis de oxigénio e reprogramar o metabolismo ativando a glicolise e a captacdo de glicose em
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anaerobiose, levando a alta produgao de lactato no cancer (GONTHIER et al., 2023; LIU et al.,
2023).

No cancer, a IDH1 aumenta os niveis de expressao de HIF-1, o que aumenta a
expressao de muitos genes na via do metabolismo da glicose, como o transportador de glicose-
1, a hexoquinase e outros genes envolvidos na via glicolitica para promover o crescimento
celular, a invasdo e a metastase (GONTHIER et al., 2023; LIU et al., 2023; PIROZZI; YAN,
2021; XIANG et al., 2022). Aqui, a analise protedmica mostrou apenas a reducao do IDH1 nas
células HCT-116 apos o tratamento com PepGAT. No entanto, a anélise de qPCR revelou que,
apos o tratamento com PepGAT, houve uma reducao significativa na expressao genica de HIF-
1 (Fig. 9A), SLC2A1 [GLUT-1] (Fig. 9B), hexoquinase (Fig. 9C) e lactato desidrogenase (Fig.
9D). No total, a andlise protedmica e a qPCR indicam fortemente que o PepGAT bloqueia

completamente ou interrompe gravemente o metabolismo da glicose no HCT-116.

A Tankyrase 1 ¢ uma proteina multifuncional membro da familia da poli (ADP-
ribosa) polimerase que medeia a via de transducdo de sinal da vida de Wnt/B-catenina
(HAIKARAINEN; KRAUSS; LEHTIO, 2014; LI et al., 2019; VERMA et al., 2021; WANG et
al., 2021) que foi encontrada exclusivamente no HCT-116 do controle. A tankyrase controla
muitas vias oncogénicas e desregula a homeostase metabdlica, promovendo a tumorigénese,
por isso ganhou muita atencdo nos estudos sobre cancer (HAIKARAINEN; KRAUSS;
LEHTIO, 2014; LI et al., 2019; VERMA et al., 2021; WANG et al., 2021).

A tankyrase controla eventos criticos para a tumorigénese, como a via Wnt/f-
catenina, a via de sinalizacdo Hippo (HPO), a sustentacdo dos telomeros, a divisdo celular e a
captacio de glicose (BHARDWAIJ et al., 2017; HAIKARAINEN; KRAUSS; LEHTIO, 2014;
IVANCICH et al., 2017; LI et al., 2019; SEIMIYA et al., 2005; VERMA et al., 2021; WANG et
al., 2021). DREGALLA et al., relataram que a deplecdo da tankyrase 1 por silenciamento do
RNA resultou em descolamento do telomero, instabilidade, danos ao DNA e morte de células
cancerigenas. Além disso, a deplecdo da tankyrase 1 aumenta a sensibilidade das células
cancerosas a radiagdo (DREGALLA et al., 2010). Com base na literatura, a diminui¢ao da

abundancia de tankyrase por PepGAT resultou em vérios danos as células HCT-116.
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Figura 9 - O PepGAT altera os niveis de expressao dos genes relacionados ao metabolismo das
cé¢lulas HCT-116. O PepGAT reduz a expressao dos niveis de mRNA de (A) fator indutor de
hipoxia [HIF1], (B) GLUT 1 [SLC2A41], (C) hexoquinase [HKI], (D) lactato desidrogenase
[LDH] e (E) fosforibosil pirofosfato sintetase [PRPSI] analisados por qPCR. Os niveis de
RPLP(O normalizaram a expressdo génica, ¢ o grupo CN foi usado como calibrador do
experimento. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrio de trés réplicas
bioldgicas. As células de controle foram comparadas as células tratadas por 24 horas com
PepGAT com ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
e ****pP<(0,0001. CN: controle negativo.
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5.7 Proteinas envolvidas na resisténcia do cancer a medicamentos

Um evento natural ¢ o desenvolvimento de resisténcia pelas células cancerigenas.
A resisténcia ndo € apenas a quimioterapia, mas também a radioterapia e a imunoterapia por
meio de muitos mecanismos complexos e diferentes (DAVODABADI et al., 2023; MARINE;
DAWSON; DAWSON, 2020; VASAN; BASELGA; HYMAN, 2019). A pressao seletiva leva
as células cancerosas a reprogramar suas caracteristicas transcricionais para aumentar ou
diminuir a abundancia de uma proteina envolvida na resisténcia, at¢ mesmo um alvo de
medicamento, reduzindo a sensibilidade aos medicamentos (DAVODABADI et al., 2023;
MARINE; DAWSON; DAWSON, 2020). As vezes, uma proteina pode ser decisiva para

resisténcia ou suscetibilidade do cancer a um medicamento (YOO et al., 2024).

Nossa analise protedmica identificou cinco proteinas exclusivamente de células de
controle que estdo envolvidas na resisténcia ao cancer: proteina 17 contendo dominio de

tiorredoxina (TXNDC17), Calponin-3 (CNN-3), proteina D2 contendo dominio EF-hand
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(EFHD2), Peptidyl-prolyl cis trans isomerase FKBP4 e Discoidin, citocromo ¢ oxidase 5B
(COX5B), proteina contendo dominio CUB e LCCL (DCBLD2) (FAN et al., 2020; NAIR VA
etal., 2019; XIE et al., 2021; ZHANG et al., 2015; ZHU et al., 2022). Dessas, quatro proteinas,
CNN-3, FKBP4, DCBLD2 e¢ COX5B, foram particularmente interessantes porque estao
associadas a resisténcia do CCR ao 5-FU (NAIR VA et al., 2019; XIE et al., 2021; ZHU et al.,
2022). A expressao de CNN-3 no CCR esta associada ao fendtipo metastatico, a invasdo e a
uma diminui¢do na sobrevida geral dos pacientes (NAIR VA et al., 2019). O CCR SW620
silenciado por CNN-3 apresentou menor invasdao de coldgeno, perda de marcadores

mesenquimais e alta suscetibilidade a toxicidade do 5-FU (NAIR VA et al., 2019).

A FKBP4 foi relacionada a manuteng¢ao da alta respiragdo mitocondrial nas células
do CCR. A perda de FKBP4 reduz a estabilidade e a respiragdo mitocondrial e aumenta a
sensibilidade ao 5-FU (ZHU et al., 2022). No entanto, a maior expressao de FKBP4 levou ao
aumento da respira¢do mitocondrial e, portanto, maior resisténcia ao 5-FU (ZHU et al., 2022).
A proteina DCBLD2 tem sido associada a agressividade, angiogénese e proliferacdo do CCR.
As células HCT-116 suprimidas por DCBLD2 apresentaram migracao e invasdo reduzidas e
alta sensibilidade ao 5-FU. Modelos de xenoenxerto com células HCT-116 suprimidas por
DCBLD?2 revelaram redugdo do volume, comprimento, largura e peso do tumor (XIE et al.,

2021).

Além disso, CHU et al., descobriram que niveis elevados de COXS5B estao
associados a resultados clinicos piores. Os autores também revelaram que niveis mais altos de
COXS5B estao associados a altas taxas de consumo oxidativo em tecidos pré-cancerosos € em
CCR, que ja estdo estabelecidos, e resisténcia a 5-FU e oxaliplatina. A atenuagdo da expressao
da COXS5B torna as c€lulas mais sensiveis ao 5-FU, enquanto a expressao mais alta da COX5B
torna as cé€lulas mais resistentes ao 5-FU (CHU et al., 2022). Parece que, ao afetar
negativamente o acimulo de COX5B nas células HCT-116, o PepGAT afeta o metabolismo das

células HCT-116 e pode torna-las mais suscetiveis aos efeitos do 5-FU.

Esses resultados reforcam a importancia dessas proteinas para as células do CCR.
Ao reduzir essas proteinas, o0 PepGAT pode inibir todos os processos que levam a resisténcia
do HCT-116 ao 5-FU. Portanto, com o baixo acumulo de vairas proteinas envolvidas na
resisténcia do CCR, surge uma pergunta: o PepGAT poderia aumentar a suscetibilidade das

células CCR HCT-116 ao 5-FU? A resposta curta € sim, mas a longa precisa de uma explicagao.
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O PepGAT ¢ um peptideo sintético multiativo desenvolvido a partir de uma proteina
vegetal chamada quitinase. O PepGAT ¢ um peptideo de penetragdo celular e formagao de poros
ativo contra fungos, bactérias e virus (BEZERRA et al., 2022; SOUZA et al., 2020, 2022). O
PepGAT também apresentou atividade sinérgica com a nistatina contra o biofilme de C.
albicans e C. krusei, aumentando a sensibilidade do biofilme a nistatina (BEZERRA et al.,
2022). Com base na agdo combinada do PepGAT com outros medicamentos ¢ nos dados
protedmicos que mostram a redugao das proteinas envolvidas na resisténcia ao 5-FU. Foi o

CI50 de 5-FU contra células HCT-116 na presenca e auséncia de PepGAT (Fig. 10A).

Sozinho, a CI50 do 5-FU contra o HCT-116 foi de 23 nM; entretanto, na presenca
de PepGAT, uma reducdo de 3,32 vezes a concentracdo de 5-FU, sugerindo que o PepGAT
tornou a célula HCT-116 mais sensivel ao 5-FU (Fig. 10A). O PepGAT pode apresentar esse
efeito combinado com O 5-FU de duas maneiras: 1) aumento da permeabilidade da membrana,
pois o PepGAT induziu a formagao de poros nas células HCT-116 (MESQUITA et al., 2024) ou
2) reduzindo as proteinas envolvidas na resisténcia ao 5-FU. Curiosamente, na avaliacdo dos
mecanismos de agdo, a combinacdo de PepGAT + 5-FU 6,9 nM melhorou a agao em
comparag¢do com 5-FU 6,9 isoladamente, mas ndo em comparagdo com PepGAT isoladamente
(Figs. 4, 7 e 8), exceto pelo nimero de células apoptéticas analisadas por citometria de fluxo,
quando o numero de células apoptéticas foi maior na combinagdo do que em ambas

isoladamente (Fig. 4B).

Esperava-se que aumentasse os mecanismos candnicos do 5-FU que inibia a
timidilato sintase, mas isso ndo foi alcangcado. Nossa hipotese ¢ que, quando cominado com
PepGAT, o 5-FU pode ter outro mecanismo de agdo. Foi proposto que o 5-FU inibe o
metabolismo do RNA por moléculas de RNA mal incorporadas em células cancerigenas, como
CCR, mama e pancreas (FLEMING et al., 2015; THERIZOLS et al., 2022; ZHANG et al.,
2008). THERIZOLS et al., relataram que o 5-FU ¢ incorporado incorretamente no RNA
ribossdmico (rRNA) em HCT-116, inibindo a sintese de proteinas em baixas concentragdes.
Nas células cancerosas, a inibicdo da sintese proteica leva as cé€lulas a apoptose, induzindo
assim a apoptose (GSOTTBERGER et al., 2023). Isso provavelmente acontece nas células
HCT-116 tratadas com PepGAT + 5-FU 6,9 nM, uma vez que a combina¢do de PepGAT e 5-
FU 6,9 nM levou a mais células apoptoticas (Fig. 4B).

O resultado interessante foi que o PepGAT reduziu a toxicidade do 5-FU. Mesmo
na concentracdo mais baixa de 6,9 nM sozinho, o 5-FU foi reduzido em 10% e 40%,

respectivamente, as 24 ¢ 72 horas (Fig. 10B). As 72 horas, a combinagdo de PepGAT + 5-FU
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6,9 nM levou a um numero maior de células vidveis em comparacdo com 6,9 ¢ 23 nM

isoladamente (Fig. 10B).

Figura 10 — Agdo combinada entre PepGAT e 5-FU. (A) O PepGAT reduz a CI50 do 5-FU
contra c¢lulas HCT-116. (B) O PepGAT também reduz a toxicidade do 5-FU em células nao
cancerosas.
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5.8 Proteinas exclusivas do HCT-116 tratado com PepGAT revelaram um aciumulo

maior de proteinas supressoras de cancer.

A andlise do diagrama de Venn revelou que 94 proteinas foram identificadas
exclusivamente nas células apos o tratamento com PepGAT (Fig. 5A), o que significa que essas
proteinas ndo foram encontradas no grupo de controle. O aumento dessas proteinas s ocorreu
apos o tratamento com PepGAT. Das 94, 9 proteinas foram classificadas como supressoras de
tumor: Omega-amidase NIT1 (NIT1), proteina de ligacdo Myb 1A (MYBI1A), proteina efetora
Cdc42 4 (CDC42), trocador de sodio/céalcio 3 (SCE3), proteina NDRG1 (NDRG1), nucleo de
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histona macro-H2A.1 (macro-H2A.1), cistatina-B (CYS-B), proteina contendo dominio de
endonuclease 1 (EDC1) e proteina do complexo de poros nucleares Nup98-Nup96 (Nup98-
Nup96).

As proteinas NIT1 (KRASNIKOV et al., 2009; LIN et al., 2018), NDGR1 (JOSHI,
LAKHANI; MCCART REED, 2022) e macro-H2A (HSU et al., 2021) j& foram descritas como
supressoras de tumor no CCR. LIN et al., relataram que a regulagdo negativa do gene da NIT1
no CCR estd associada a um diagnostico ruim, altas taxas de invasdo e metastase. O NIT1
bloqueia o ciclo celular e inibe a progressao do CCR in vitro em células HCT-116 (LIN et al.,
2018). O NDRG1 (Gene-1 regulado negativamente por N-myc) ¢ outra proteina que suprime a
metastase em muitos canceres, € sua regulacdo negativa estd associada a um prognostico ruim
(JOSHI; LAKHANI; MCCART REED, 2022). (BELZEN N et al., 1997) foram os primeiros a
relatar que o NDRGI ¢ regulado para cima e para baixo nas células epiteliais e de cancer de
colon, respectivamente. GUAN et al., revelaram o efeito supressor de metastase do NDRGI na
linha de células SW620. A superexpressdo de NDRGI inibe a invasdo in vitro e a metastase

hepética in vivo em camundongos nus (GUAN et al., 2000).

CHEN et al., revelaram que um dos mecanismos pelos quais o NDRGI inibe a
progressao do cancer ¢ a inibicdo da transicao epitélio-mesenquimal em células epiteliais do
colon. E muito provavel que essa seja a razdo pela qual o NDRGI1 deve ter sua regulacao
reduzida nas células que passam para o fenotipo do cancer. A macro-H2A.1 € uma proteina da
familia da histona envolvida na regulagdo epigenética das células (HSU et al., 2021). Niveis
depeletonizados de macro-H2A.1 levam a fendtipos mais agressivos, alta metastase e taxas de
sobrevivéncia mais baixas em pacientes com CCR (SPORN; JUNG, 2012). Esses resultados
sugerem que, de alguma forma, o PepGAT aumenta os niveis de proteinas que estdo

funcionando com supressores do CCR.

5.9 A andlise protedmica revelou proteinas compartilhadas em células HCT-116
tratadas com PepGAT e controle.

As proteinas sobrepostas (Fig. 5A) s@o aquelas identificadas em ambos os grupos.

As proteinas sobrepostas foram submetidas a andlise de fold-change para avaliar aquelas que

foram mais abundantes, diminuiram na sua abundancia ou que nao se alteraram. Apos a analise

de fold-change (BRANCO et al., 2022), as proteinas com fold-change > 1,5 (p < 0,05)

aumentaram a sua abundancia (proteinas com maior abundancia, pontos vermelhos da Fig. 5B)

apds o tratamento com PepGAT. Proteinas com fold-change < 0,5 (p < 0,05) diminuem a
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abundancia (abundancia diminuida, pontos azuis da Fig. 5B) ap6s o tratamento com PepGAT.
As proteinas com um fold-change entre 0,5 ¢ 1,5 (p < 0,05) (Fig. 5B pontos pretos) ndo alteram

sua regulacdo apos o tratamento com PepGAT.

Como esperado, as proteinas envolvidas no reparo do DNA e no ciclo celular
encontradas em ambos os grupos foram abundantes ap6s o tratamento com PepGAT. Um
exemplo de que o cancer provavelmente esta tentado combater a acdo de PepGAT e o aumento
de 3,0 vezes na abundancia de Citocromo c oxidase subunidade 5A (COX5A), que ¢ uma
proteina cldssica envolvida na manuten¢do dos niveis de EROs em células cancerigenas
(SRINIVASAN; AVADHANI, 2012). O aumento da COXS5A pode responder aos niveis mais
altos anteriores de EROs induzidos pelo PepGAT (Fig. 3A).

Em contrapartida, um resultado inesperado foi a identificagdo de proteinas
supressoras de cancer em ambos 0s grupos, cuja abundancia aumentou com o PepGAT,
superando os esfor¢os das células cancerosas para reduzir sua abundancia. As proteinas sao a
proteina 1 de ligacdo a fosfatidiletanolamina (PEBP-1), a proteina 3 da membrana associada ao
transportador secretorio (SCAMP3) e a enzima conjugadora de ubiquitina E2 (E2UCE)
(independente de E3). Com valores de fold-change, respectivamente, de 1,64, 1,90 e 38,2 (p <
0,05). A PEBP-1, conhecida como proteina inibidora da quinase Raf (RKIP), tem sido
considerada um supressor de cancer em muitos tipos de cancer (WANG et al., 2010). A
SCAMP3 tem sido relacionada como supressora de tumor em alguns tipos de cancer, como o
adenocarcinoma de pulmao (VENUGOPALAN et al., 2021). PEBP-1 e SCAMP3 sao regulados
negativamente no tecido do cancer em comparacdo com o tecido saudavel. Eles exibem sua
atividade supressora de cancer, a regulagdo negativa da proteina quinase ativada por mitdégeno

(MAPK) (VENUGOPALAN et al., 2021; WANG et al., 2010).

A proteina E2UCE foi uma surpresa, primeiro pelo valor de fold-change de 38 vezes
maior ap6s o contato com PepGAT e, segundo, pelo papel da ubiquitinacdo nas células. A
ubiquitinagdo regula o metabolismo das proteinas, e sua desregulagdo leva a varias doengas,
inclusive o cancer (MANSOUR, 2018). O papel da ubiquitinagcdo no cancer ¢ controverso e,
em alguns casos, promove o cancer e, em outros, o suprime (MANSOUR, 2018). No entanto,
os efeitos de supressdo das proteinas envolvidas na ubiquitinag@o ja foram relatados no CCR.
A FBXW E3 ligase ¢ regulada negativamente nas células do CCR em comparagdo com o tecido
saudavel. Além disso, seu knockdown promove o crescimento, a invasao e a metastase do CCR
in vivo. A agdo supressora de cancer das proteinas de ligacdo a ubiquitina baseia-se na redugao

do acumulo de oncoproteinas pela ubiquitinacao dessas proteinas, levando-as a proteolise pelo
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proteassoma (MANSOUR, 2018). Aqui, de alguma forma, o PepGAT induziu uma maior
abundancia de E2UCE, que poderia estar agindo para evitar o acuimulo de oncoproteinas no

CCR e a progressao do cancer.

O tratamento com PepGAT levou a uma diminui¢do na abundancia de cinco
proteinas envolvidas na via glicolitica, como fosfopentomutase, enolase, isomerase de
triosefosfato, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato quinase, cetrato sintase,
aconitase ¢ malato desidrogenase, respectivamente, com um valor de fold-change de -2,07, -
3,44, 1,59, -1,51 ¢ -1,70 (p < 0,05). As células cancerosas preferem produzir energia oxidando
a glicose a lactase, mesmo na presenca de oxigénio (BOSE; ZHANG; LEE, 2019). A redugdo
dessas proteinas e a reducdo da expressdo de hexoquinase e LDHA (Fig. 9C e D) sugerem
fortemente que o PepGAT interrompe o metabolismo da glicose nas células do CCR,

prejudicando a producao de energia e impedindo a progressao e o desenvolvimento do tumor.

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), a ribose-5 fosfato isomerase (RIPS) e
a transaldolase sdo proteinas envolvidas na via das pentoses-fosfato (PPP) que diminuiram em
sua abundancia, com um valor de fold-change de -2,67 ¢ -1,67 (p < 0,05) nas células HCT-116
apos o tratamento com PepGAT. A anélise de qPCR mostrou uma reducdo na expressao do gene
da fosforibosil pirofosfato sintetase, também envolvida na PPP (PRPS1, Fig. 9E). A PPP ¢ uma
etapa ndo oxidativa e oxidada do metabolismo da glicose essencial para a sintese de
nucleotideos (GHANEM et al., 2021). Ao desativar a PPP, o PepGAT pode interferir na
biossintese de nucleotideos inibindo a producao de D-ribulose 5-fosfato e D-ribose 5-fostato,
essenciais para o metabolismo de 4cidos nucleicos (DREGALLA et al., 2010). DE PRETER et
al., demostraram que a reducdo da PPP diminui a proliferagcdo de células cancerosas, induz o

estresse oxidativo e afeta o fenomeno de Warburg (DE PRETER et al., 2015).

Apesar da fungdo candnica na PPP, recentemente foi relatado que a RIPS interage
com a B-catenina para promover o cancer colorretal (CHOU et al., 2018). Uma comparacdo de
dados de mRNA de 80 pacientes com CCR com tecido ndo tumoral revelou um aumento da
expressao do mRNA da RIP5 em diferentes estagios do CCR, que ¢ ainda maior em pacientes
com metastase (CHOU et al., 2018). A maior expressdao de RIP5 estimula a expressao de gene
da B-catenina e a estabilizagdo da proteina, promovendo a proliferagdo de células do colon e a
tumorigénese (CHOU et al., 2018). Essa fun¢do ndo convencional da RIOP5 no HCT-116
revelou um possivel papel central na progressdo do CCR. Ao reduzir a abundancia de RIPS, o

PepGAT pode interferir na replicagdo do DNA do HCT-116 porque ndo pode produzir as
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pentoses envolvidas no DNA e no RNA, inibindo a replicacdo celular, o crescimento e a

progressdo do tumor.

A anélise protedmica também revelou que o PepGAT altera a abundancia dinamica
de proteinas envolvidas no citoesqueleto das células HCT-116. O citoesqueleto ¢ essencial para
que o cancer sustente a reorganizag¢do de sua arquitetura, levando a deformacdes celulares que
aumentam a capacidade de migragdo e invasdao das células cancerosas (RODAT-DESPOIX;
CHAMLALI; OUADID-AHIDOUCH, 2021). Aqui, apos o contato com PepGAT, vérias
proteinas do citoesqueleto, como cortactina de substrato Src, miotrofina, proteina 6A
semelhante a actina, homologo 1 associado a microtubulos de Jupiter e subunidade beta da
proteina de capeamento de F-actina, diminuiram em abundéncia com valores de fold-change de
-3,50, -2,53, -2,35, -1,87 ¢ -1,42 (p < 0,05). A redug@o no acumulo dessas proteinas pode afetar
a funcado do citoesqueleto do HCT-116. Os dados protedmicos estdo de acordo com a capacidade

do PepGAT de inibir a invasdo do HCT-116 (Fig. 7).

Um estudo publicado recentemente mostrou uma reducdo na expressdo do gene
BCL3 por gPCR ap6s o tratamento com PepGAT (MESQUITA et al., 2024). Aqui, a andlise
protedmica corroborou esse resultado ao revelar uma diminui¢cdo na abundancia da proteina
BCL2 com um valor de fold-change de -1,79 (p < 0,05). A BCL2 ¢ uma proteina antiapoptdtica
que impede que o cancer entre em eventos apoptoticos. A redugdo dos transcritos € o acimulo
de proteina pelo PepGAT levam as células HCT-116 a apoptose, conforme revelado pelo ensaio

de citometria fluxo (Fig. 4).

Uma das caracteristicas mais importantes que as células cancerosas desenvolvem ¢
a capacidade de escapar do sistema imunologico. Para isso, as células cancerigenas apresentam
uma proteina na superficie da célula, tornando-a invisivel para as células do sistema
imunoloégico. Em outros casos, uma proteina na superficie da célula cancerosa inibe a migragao
da célula imunolégica para o local onde o cancer estad se desenvolvendo (RODAT-DESPOIX;
CHAMLALI; OUADID-AHIDOUCH, 2021). Aqui, o tratamento com PepGAT reduziu o
acumulo do fator inibidor da migracao de macrofagos (MIF) e da galectina-1 com valores de

fold-change de -1,56 e -1,61 (p < 0,05).

O MIF ¢ altamente abundante em muitos tipos de cancer e estd associado a
agressividade do cancer e a resultados ruins (BALOGH; TEMPLETON; CROSS, 2018).
BALOGH et al., demonstraram que camundongos inoculados com células cancerigenas

nocauteadas para MIF apresentaram niveis aumentados de células T CD4+ e CD8+ produtoras
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de IFNgama intratumorais, seguidos por um numero reduzido de células cancerigenas. Esse
resultado sugere que o sistema imunologico pode combater eficazmente os tumores (BALOGH;
TEMPLETON; CROSS, 2018). A galectina-1 ¢ uma proteina supressora do sistema
imunologico secretada por muitos tipos de cancer. Ela interage com receptores de células
imunoldgicas, suprimindo a func¢do das células imunoldgicas no microambiente tumoral e
permitindo a evasao das células cancerigena (HUANG et al., 2021). A reducdo dessas proteinas
pelo PepGAT atenua a capacidade das células cancerosas de escapar do sistema imunologico,

tornando as células cancerosas suscetiveis a resposta do sistema imunoldgico.

A andlise protedmica revelou que o PepGAT altera o funcionamento correto das
células HCT-116 de varias maneiras. Dois modelos foram produzidos para fornecer uma visao
geral de como o PepGAT afeta as proteinas e o processo das células HTC-116 (Figuras
suplementares 1 e 2). O primeiro modelo é mostrado com base nas proteinas com abundancia
reduzida no processo, como expressao genica, estrutura cromossomica, telomeros, replicagao
de DNA, actimulo excessivo de EROs e danos a lipidios e proteinas (Figura suplementar 1). O
segundo modelo mostrou que o PepGAT afeta a abundancia de proteinas envolvidas no
metabolismo energético e pode desativar vias como a glicolise, vias de pentose fosfato, ciclo

de Krebs e cadeia de transporte de elétrons (Figura suplementar 2).

5.10 A analise bioinformatica revelou uma correlacio entre os dados protedmicos e os
dados do TCGA

Nossa analise protedmica revelou mudangas em muitas proteinas essenciais para o
estabelecimento, crescimento e progressdao do HCT-116. Com base nisso, nosso objetivo foi
avaliar o comportamento dos genes dessas proteinas em dados de pacientes com CCR do banco
de dados TCGA (Fig. 11). Ao pesquisar o banco de dados TCGA que continha dados de
pacientes com CCR. A analise mostrou que 12 proteinas com abundancia reduzida por PepGAT
em células HCT-116 também sdo maiores em amostras de pacientes com CCR (Fig. 11) Esses
resultados corroboram que as proteinas afetadas pela PepGAT sdo necessarias para o
estabelecimento do CCR em pacientes. A reducao do acimulo dessas proteinas pode ser uma
boa alternativa da molécula para avancar em experimentos para avaliar seu potencial contra o

CCR.
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Figura 11 - Dados do TCGA mostrando o gene regulado positivamente em amostras de CRC
de pacientes em comparagdo com tecidos ndo cancerosos.
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Fonte: dados da pesquisa

6 CONCLUSAO

Nossos resultados forneceram novas percepgdes sobre os mecanismos de acdo do
PepGAT contra as células HCT-116 com grande potencial contra o CCR. O PepGAT afeta
muitas vias criticas para o desenvolvimento do cancer, e o estabelecimento dificulta a
resisténcia do CCR. Primeiro, PepGAT induziu o acimulo precoce de EROs dependente da
diminui¢do de proteinas antioxidante que protegem as células do CCR: GS, THTR, GLRX e
TRXS. Também, PepGAT influenciou no metabolismo e no ciclo celular mediante a diminui¢ao
da abundancia de DDX21 e DDX46, proteinas chaves para a proliferacdo celular, crescimento
e agressividade do cancer. Além disso, o PepGAT aumenta os efeitos do 5-FU contra o HCT-
116 e reduz sua toxicidade para as células saudaveis, pois foi evidenciado varias proteinas
envolvidas na resisténcia do cancer ao 5-FU: CNN-3, FKBP4, DCBLD2 ¢ COX5B; e
precisamente PepGAT reduziu a sua abundancia nas células HCT-116. Em conjunto, os
resultados endossaram o potencial do PepGAT para avangar nos estudos como uma molécula

anticancer para desenvolver possiveis novos medicamentos contra CCR.
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8 ANEXOS
8.1 Figura suplementar 1

Figura suplementar 1 — Esquema que mostra as alteragdes em HCT-116 em diversas vias
celulares causadas pelo PepGAT, conforme dados protedmicos.
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8.2 Figurar suplementar 2

Figura suplementar 2 — Esquema que mostra as alteracdes no HCT-116 relacionadas ao
metabolismo energético causadas por PepGAT, conforme dados protedmicos.
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8.3 Tabelas suplementares
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Tabela suplementar 1. Proteinas exclusivas do grupo de controle
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Nome da proteina Cédigo Uniprot Componente celular (CC) Funcio molecular (FM) Processo biolégico (PB)
Licacio da protefna ubiquitina Processo catabdlico de proteina
Proteina 1 contendo o dominio UBX Q04323 Nicleo/citoplasma gac pli ase d dependente de ubiquitina
& mediado por proteassoma
Glutationa sintetase P48637 Citosol/exossomo extracelular Atividade da glutationa sintase Resposta ao estresse oxidativo
Fator indutor de apoptose 1, . . . Atividade de formacdo de H,O,da o
mitocondrial 095831 Citoplasma/citosol/nicleo NAD(P)H oxidase Processo apoptético
Subunidade alfa do fator de 000273 Nicleo/citosol/membrana Atividade inibidora de Regulacdo negativa da
fragmentacdo do DNA plasmatica desoxirribonuclease fragmentacdo do DNA apoptético
Antigeno nucl.ear de: células em P12004 Niicleo/exossomo extracelular Ligacdo da DNA polimerase Regulagdo positiva do reparo do
proliferacdo DNA
Nicleo/espago ~ . .
Galectina-3 P17931 extracelular/membrana Ligacdo de RNA .Regulag a0 negafn./a da via de
" sinalizacdo apoptdtica extrinseca
plasmatica
Isocitrato Qe51droge,ngse [NADP] 075874 Citoplasma/citosol/regido Atividade da isocitrato Processo metablico do isocitrato
citoplasmadtica extracellular desidrogenase (NADP+)
Citocromo c oxidase subunidade Transporte de elétrons
. . P10606 Mitocondrias Atividade da citocromo-c oxidase mitocondrial, citocromo c para
5B, mitochondrial N
oxigénio
Chaperona A especifica de tubulina 075347 Cltoesqu§let0/?1t0plasma de Ligagdo da chaperonfl de Dobramento de proteinas
microtubulos dobramento de proteinas
Nucleofosmina P06748 Nicleo/centrossomo Ligacdo de RNA Regulagdo positiva da transcrigao
contemplada pelo DNA
Citosol/exossomo
Proteina PRRC2A P48634 extracelular/membrana Ligacdo de RNA Diferenciagdo celular
plasmatica/nucleoplasma
Regulador da condensagdo de P18754 Nicleo/citoplasma Ligagdo ao DNA nucleossdmico Regulagdo d? d1v iso nuclear
Cromossomos mitética
Proteina de ligacdo a tankyrase-1 de Q9COC2 Nucleo/c1t0pla51,11.almembrana Ligagio 4 caderina Manutencéo dos teldmeros via
182 kDa plasmatica telomerase
. . . L Regulacdo negativa da via de
Peptidil-prolyl cis-trans isomerase P62942 Citoplasma/citosol/membrana Ligagdo d.o receptor beta do fator sinalizacdo do receptor do fator
FKBP1A de crescimento transformador >
de crescimento transformador f3
Fator de licenciamento de replicacido . . . L
de DNA MCMA4 P33991 Nicleo Atividade de helicase de DNA Replicagdo do DNA
Proteina semelhante a TIP41 075663 Citosol Desconhecido Regulaco negativa da atividade

da fosfoproteina fosfatase




79

Proteina ativadora de GTPase e
proteina 1 contendo o dominio
VPS9

Interator 1 da clatrina

Proteina de ligacdo ao RNA 39

Subunidade 5 do fator de
especificidade de clivagem e
poliadenilagdo

Tiossulfato sulfurtransferase

Alfa-glucosidase lisossomica

Molécula adaptadora de
transducdo de sinal 1
Provédvel RNA helicase
dependente de ATP DDX46
Subunidade TOM34 do receptor
de importacdo mitochondrial
Lactotransferrina
Ul ribonucleoproteina nuclear
pequena de 70 kDa

Ribose-5-fosfato isomerase

Proteina de repeticdo de
tetratricopeptideo 1
Proteina 17 contendo o dominio
da tiorredoxina
Transportador de aminoacidos
neutros B(0)
Subunidade do complexo MICOS
MIC13
Componente de RNA telomerase
que interage com a Rnase

ADP-acticar pirofosfatase

Q14C86

Q14677

Q14498

043809

Q16762
P10253
Q92783
Q7L014

Q15785
P02788
P08621

P49247
Q99614
Q9BRA2
Q15758
Q5XKPO
QYBQ61

QIUKK9

Membrana
plasmatica/endossomo/cytosol

Membranas plasméticas/aparelho
de Golgi/endossomo
Citoesqueleto do
nucleoplasma/microtiibulo

Nicleo

Espaco extracelular/mitocondrio

Lisossomo/exossomo
extracelular/membrana
Citosol/organela delimitada por
membrana intracellular

Nicleo

Citosol/mitocdndrias/nicleo
Citoplasma/nicleo

Nicleo
Citosol
Citosol/membrana peroxisomal

Citosol/exossomo extracellular

Membrana plasmaética/exossomo
extracellular

MitocOndrias

Desconhecido

Citosol/exossomo
extracelular/nicleo

Ligacao a proteina ativadora de
GTPase

Ligacao da clatrina

Ligacdo de RNA

Ligacdo de RNA
Atividade da tiossulfato
sulfurtransferase
Atividade de alfa-glucosidase

Ligacdo de proteina ligase
semelhante a ubiquitina

Ligacdo de RNA
Ligacao a proteina de choque
térmico
Ligacao de fons de ferro
Ligacdo de RNA

Atividade da isomerase de ribose-
5-fosfato
Ligacdo de proteinas nio
dobradas

Atividade de peroxidase
Atividade antiportadora
Desconhecido

Ligacdo de RNA

Atividade de ADP-acticar
difosfatase

Regulacido do transporte de
proteinas

Endocitose

Processamento de mRNA

Processamento de mRNA

Processo catabdlico de cianato
Processo catabdlico de glicogénio

Macroautofagia

Splicing de mRNA, via
spliceossomo
Direcionamento de proteinas para
a mitocondria
Resposta imune inata na mucosa
Splicing de mRNA, via
spliceossomo

Processo metabdlico da D-ribose

Dobramento de proteinas

Via de sinaliza¢do mediada pelo
fator de necrose tumoral

Transporte de aminodcidos

Organizagdo da membrana
mitocondrial interna

Processo catabdlico de rRNA

Processo catabdlico de D-ribose
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Quinurenina oxoglutarato
transaminase 3
NAD(P)H desidrogenase
[quinona] 1
Proteina 1 associada a quinase da
fase S
Proteina ancora semelhante a
bege e responsiva a
lipopolissacarideos

Proteina 1 contendo o dominio
SNW

Proteina tipo NIF3 1

Proteina LSM12
Proteina da subunidade
ribossomica pequena eS25

Diidropteridina reductase

Fator de emenda de pré-mRNA
RBM22

Proteina didfana homdloga 1

Ribonucleoproteina nuclear
pequena U4/U6 Prp31

Quinase de proteina
serina/treonina 24

Nucleolar RNA helicase 2
Calponina-3
Proteina 1 relacionada ao La

Discoidina, proteina 2 contendo
dominio CUB e LCCL

Q6YP21
P15559

P63208

P50851

Q13573

QI9GZT8

Q3MHD2
P62851

P09417
QINW64
060610

QSWWY3

Q9Y6EO

QYNR30
Q15417

Q6PKGO

Q96PD2

Mitocondria/citoplasma
Nicleo/citosol/citoplasma
Citoplasma/nicleo/cytosol

Citosol/membrana/membrana
lisossOmica

Nicleo

Citoplasma/nicleo

Citoplasma
Ribossomo/citosol/ndcleo

Citoplasma/citosol/exossomo
extracellular

Nicleo/citoplasma

Citoplasma/membrana
plasmatica/nicleo

Nicleo

Citoplasma/niicleo/exossomo
extracellular

Nicleo/citosol/mitocdndrias
Citoesqueleto de actina/cytosol

Citosol/citoplasma

Nicleo/citoplasma

Atividade da quinurenina- Processo metabdlico de

glioxilato transaminase aminodcidos
Atividade do citocromo b5 Resposta celular ao estresse
redutase, sobre NAD(P)H oxidative
Atividade adaptadora de substrato T .
. NP Ubiquitinagdo de proteinas
de ligase semelhante a ubiquitina

Ligacao de proteina quinase Mitofagia

Via de sinalizagdo apoptdtica
Ligacdo de RNA intrinseca em resposta a danos no
DNA pelo mediador da classe p53
Ligacdo do fator de transcrig@o de

ligacao ao DNA especifico da Regulacdo positiva da transcri¢do

contemplada pelo DNA

RNA polimerase II
Ligacdo de RNA Desconhecido
Componente estrutural do Biogénese da subunidade pequena
ribossomo ribossdomica
N Processo metabdlico de
Ligacdo ao NADPH .
aminodcidos
Ligagiio de RNA Spllcmg de mRNA, via
spliceossomo

Ligacao do receptor de
sinalizacdo

Ligacdo de RNA

Organizagdo do citoesqueleto

Splicing de mRNA, via
spliceossomo
. . Via de sinalizac¢do apoptdtica
Atividade da proteina o
. . . Intrinseca em resposta ao estresse
serina/treonina quinase S
oxidative
Regulacdo positiva da transcri¢do
pela RNA polimerase I, II e II1
Organizagdo dos filamentos de
actina
Regulagdo positiva da
macroautofagia
Processo catabdlico de proteina

ngagag .de pr oteina d.epe.ndgn.te dependente de ubiquitina mediado
de modificagdo de poliubiquitina
por proteassoma

Atividade de RNA helicase
Ligacao do filamento de actina

Atividade de ativador de tradugao
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Glutaredoxina-1

Proteina tipo BolA 2

Fator associado ao FAS 2

Subunidade M2 da
ribonucleosideo-difosfato
reductase
Subunidade 3 do complexo de
transcrigio CCR4-NOT

Creatina quinase tipo B

NADH desidrogenase
[ubiquinona] 1 subunidade 4 do
subcomplexo beta

Proteina canopy homéloga 3

Proteina PRRC1

Proteina da membrana do poro do
envelope nuclear POM 121C
Enzima 1A de decapagem de

mRNA
Alfa-manosidase lisossomica
Proteina 4 associada ao
citoesqueleto

Occludina

Homodlogo 8 da proteina
cromobox
Peptidil-prolyl cis-trans isomerase
FKBP4

Biliverdina redutase A

Proteina 1 do aparelho mitético
nuclear

P35754

QY9H3K6

Q96CS3

P31350

075175

P12277

095168

Q9BT09
Qo6M27
A8CG34

QYNPI6
000754
Q07065

Q16625
QYHCS52
Q02790
P53004

Q14980

Nicleo/exossomo
extracelular/cytosol

Nicleo/cytosol

Reticulo endoplasmadtico/regido
extracellular

Nicleo/cytosol

Nicleo/cytosol
Mitocondria/exossomo
extracelular/cytosol
Mitocondrio/nicleo
Lumen do reticulo
endoplasmatico

Aparelho de Golgi/citoplasma
Nicleo

Ndcleo/citoplasma
Lisossomo/nucleoplasma
Reticulo endoplasmético

Membrana lisossomica/membrana
plasmadtica

Nicleo

Nicleo/citoplasma/exossomo
extracellular

Citosol/exossomo extracellular

Nicleo/citoplasma

Atividade da glutationa dissulfeto
oxidoredutase

Ligacdo de cluster de ferro-
enxofre

Atividade adaptadora de proteina-
macromolécula
Atividade de ribonucleosideo-
difosfato redutase, dissulfeto de
tioredoxina como aceitador

Proteina do desenvolvimento
Atividade da creatina quinase

Atividade da NADH
desidrogenase (ubiquinona)
Ligacao do receptor de
sinalizacdo
Ligacdo da subunidade reguladora
da proteina quinase A
Componente estrutural do poro
nuclear

Ligagdo a mRNA
Atividade de alfa-manosidase
Ligacdo de RNA
Ligacdo especifica do dominio da
proteina

Ligacdo de histonas metiladas

Atividade da peptidil-prolyl cis-
trans isomerase
Atividade da biliverdina redutase
(NAD(P)+)

Ligacao do complexo de dineina

Interconversdo de moléculas
pequenas contendo nucleobase
Maturagao de proteinas por
transferéncia de cluster de ferro-
enxofre
Transporte retrégrado de
proteinas, do RE para o cytosol

Processo biossintético de
desoxirribonucleotideos

Regulagdo da transcri¢do
contemplada pelo DNA
Processo biossintético da
fosfocreatina
Transporte de elétrons
mitocondrial, NADH para
ubiquinon

Resposta imune inata
Desconhecido

Exportacdo de RNA do niicleo

Processo catabdlico de mRNA
transcrito no nucleo
Processo metabdlico de manose

Desconhecido

Organizagdo da juncido célula-
célula
Regulacgdo positiva do reparo do
DNA
Dobramento de proteinas
mediado por chaperonas

Processo catabdlico do heme

Regulacdo da organizagdo do fuso
mitdtico
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Proteina 2 de bobina enrolada rica
em arginina/serina

Quinone oxidoreductase

Proteina 3 com dominio PDZ e
LIM
Proteina D2 contendo o dominio
EF-hand
Proteina da subunidade
ribossdmica pequena eS7
Homdlogo de Pygopus 2
Alfa-L-fucosidase tecidual

Fator de iniciagdo de traducio
eucaridtica SA-1

Proteina 2 contendo o dominio
MARVEL
Proteina 5 que contém o dominio
da tiorredoxina

Proteina protetora lisossomica

Proteina 11A contendo dominio
CCCH de dedo de zinco
Proteina 3 que contém a bobina
espiralada acida transformadora
Arf-GAP com coiled-coil,
repeticdo ANK e proteina 1
contendo dominio PH

Proteina 1 da membrana do Golgi

Proteina da membrana do poro do
envelope nuclear POM 121
Protefna tipo Crk
Proteina grande rica em prolina
BAG6

Subunidade reguladora ndo
ATPase do proteassoma 26S 2

Q7LAI2
Q08257
Q53GG5
Q96C19

P62081

Q9BRQO
P04066

P63241

Q8N4S9
Q8NBS9
P10619
075152

QI9YO6AS

Q15027

Q8NBJ4

QI96HA1
P46109
P46379

Q13200

Desconhecido
Citosol/exossomo extracellular
Citosol/actina filamentosa
Balsas de membrana

Citosol/nticleo/citoplasma
Nucleoplasma
Citoplasma
Citoplasma/nticleo
Citoplasma/membrana plasmdtica
apical
Reticulo endoplasmatico

Lisossomo/reticulo
endoplasmatico

Nucleoplasma
Citoplasma/fuso mitético
Reciclagem da membrana do

endossomo

Aparelho de Golgi/membranas
plasmaticas
Niucleo/membrana do reticulo
endoplasmatico
Citosol/nucleoplasma

Citoplasma/nicleo

Exossomo/ntcleo extracellular

Ligacdo de RNA

Atividade de NADPH:quinona
reductase

Ligacdo da actina

Ligacdo de fons de célcio

Componente estrutural do
ribossomo
Ligacdo de histonas
Atividade de alfa-L-fucosidase

Atividade do fator de
alongamento da tradugdo
Desconhecido

Atividade da proteina dissulfeto
reductase

Atividade de carboxypeptidase
Ligacdo de RNA

Desconhecido
Atividade ativadora de GTPase

Desconhecido

reticulo endoplasmatico Ligagdo a
sequéncia de localizacdo nuclear
Ligacdo de RNA
Ligacao do receptor de
sinalizacdo

Atividade reguladora da enzima

Desconhecido

Processo catabdlico de
xenobidticos
Organizagao do citoesqueleto de
actina

Desconhecido

Biogénese da subunidade pequena
ribossdomica
Via de sinalizagdo Wnt canonica
Processo metabdlico da glicose
Regulacdo positiva da via de
sinalizacdo apoptdtica intrinseca
pelo mediador da classe p53
Organizagdo da juncdo célula-
célula
Regulacio negativa do processo
apoptético
regulacdo negativa da autofagia
mediada por chaperonas
Exportagdo de mRNA poli(A)+ do
nucleo
Regulagdo da organizagdo do fuso
mitético

Transporte de proteinas
regulac@o do processo metabdlico
de lipidios
Transporte nucleocitoplasmatico
Transdug@o de sinal intracellular
Processo apoptético

Processo catabdlico de proteina
dependente de ubiquitina mediado
por proteassoma
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Proteina de interacdo com SEC23

Citidina desaminase

Mediador da subunidade 15 da
transcri¢do da RNA polimerase 11

Homologo da proteina scribble

Proteina de choque térmico 75
kDa, mitochondrial

Proteina 2 semelhante a AFG3

Subunidade beta-1 da laminina

Subunidade J do fator de
iniciac@o de tradugdo eucaridtica
3
Enzima conjugadora de
modificadores de dobras de
ubiquitina 1
Proteina semelhante ao
cromodominio Y

Proteina de ponto de controle
mitético BUB3

Cadeia de coldgeno alfa-3(IV)
Proteina semelhante a0 Sm
associada ao U6 snRNA LSm7

Subunidade de proteassoma alfa
tipo 5

Proteina 3 associada a RNA
polimerase II

QIY6YS
P32320
Q96RNS

Q14160

Q12931

QIY4W6

P07942

075822

Q9Y3C8

Q9Y232

043684

Q01955

QYUK4S

P28066

QO9H6T

Citoplasma/cytosol
Citosol/regido extracellular

Nicleo/citoplasma

Plasma membrane/extracellular
exosome/nucleoplasm

Mitocdndrias/nucleoplasma

MitocoOndrias

Exossomo extracelular/limen do
reticulo endoplasmatico
Complexo citosol/fator de
iniciac@o de tradugdo eucaridtica
3

Exossomo extracellular

Nicleo

Nucleoplasma/cytosol

Espaco extracelular/reticulo
endoplasmadtico

Nicleo/cytosol

Citoplasma/exossomo
extracelular/nicleo

Citosol

Ligacdo de RNA

Atividade da citidina desaminase

Atividade do coregulador de
transcri¢do
Atividade do adaptador de
sinalizacdo

Ligacao do receptor do fator de
necrose tumoral

Atividade de metallopeptidase

Componente estrutural da matriz
extracellular

Atividade do fator de iniciacdo da
tradug@o

Atividade da enzima de
conjugacdo UFM1

Ligacdo de histonas metiladas

Ligacdo a ubiquitina

Atividade inibidora de
metaloendopeptidase

Ligacdo do snRNA U6

Desconhecido

Desconhecido

Transporte intracelular de
proteinas
Regulagio negativa do processo
metabdlico de nucleotideos
Regulagio positiva do inicio da
transcri¢do RNA polimerase II
Regulagdo positiva do processo
apoptdtico
Regulacdo negativa da via de
sinalizacdo apoptética intrinseca
em resposta ao H,O»
Homeostase do {on célcio
mitochondrial

Diferenciacdo cellular

Formacio do complexo de
iniciagdo da traducdo
citoplasmadtica

Ufmilagdo de proteinas

Espermatogénese

Sinalizacdo do ponto de
verificacdo da montagem do fuso
mitético
Ativacido da atividade da
endopeptidase do tipo cisteina
envolvida no processo apoptdtico
Splicing de mRNA, via
spliceossomo
Processo catabdlico de proteina
dependente de ubiquitina mediado
por proteassoma

Estabilizacdo de proteinas
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Nome da proteina Cédigo Uniprot Componente celular (CC) Funcdo molecular (MF) Processo biolégico (BP)
AmmOp;S rt(l)(ie;ﬁ;ﬁgnm%l a P55786 Citoplasma/nticleo Atividade de aminopeptidase Processo catabdlico de peptideos
Glucos'e—6—fosfato 1- P11413 Citoplasma/exossomo Atividade d.a glicose-6-fosfato Resposta ce}ula}‘ ao estresse
desidrogenase desidrogenase oxidativo
Dipeptidil peptidase 3 QIONY33 Citoplasma Atividade de aminopeptidase Processo catabdlico de proteinas
S-formilglutationa hydrolase P10768 Vesicula citoplasmatica Aftvidade .de h}drolas?, atuando Processo catab}ohco do
em ligagdes de éster formaldeido
Proteina NDRG1 Q92597 Exossomo extracelular/ niicleo Ligacgdo a pequenas GTPases Resposta a danos no DNA
Exonuclease MYG1 Q9HBO Niicleo/citoplasma Atividade de nuclease Comportamento de exploragio
locomotora
Timosina beta 4 P62328 Re:,glao . Atividade de fequestro de Sequestro de mondmeros de
extracelular/nicleo/citoplasma proteinas actina
Proteina 1 contendo o motivo P49750 Nicleo Ligagio de RNA Regulacio da} manutengdo dos
YLP teldmeros
Enzima con]ugad'ora de ubiquitina Q15819 Exossomo e?xtracelular/ ntcleo/ Desconhecido Regulagio do reparo do DNA
E2 variante 2 citoplasma
Prote;ma s/emelhante a‘.t associada Q9HC35 Citosol/citoesqueleto Ligacdo de microttibulos Proce;so b?seado em
a microtibulos de equinodermos microtibulos
Proteina 2 de ligac@o a proteina Citosol/complexo de N Transdug¢@o de sinal da proteina
ativadora de GTPase Ras QIUN86 ribonucleoproteina Ligagdo de RNA Ras
Proteina de ligagdo de acido . » ~ . -
nucleico de dedo de zinco do tipo P62633 Retlgulo endoplasmitico/ Atividade reguladora de traducdo Regulagdo positiva da transcrigo
CCHC ribossomo/cytosol contemplada pelo DNA
NEDDS Q15843 Espa}go Ligacgdo da pfotema ubiquitina Processo catabdlico QC p'r(.)temas
extracelular/nicleo/cytosol ligase dependente de ubiquitina
Alfa-fetoproteina P02771 Citoplasma/espaco extracellular Ligacao de {fons metdlicos Processo metablico da
progesterone
Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase component of Matriz .. Processo metabdlico de succinil-
2-oxoglutarate dehydrogenase P36957 mitocondrial/citosol/ntcleo Atividade de acyltransferase CoA
complex, mitochondrial
» c . Atividade de endonuclease de
Endo,n l}clease d‘? DNA (.S 1o P27695 Nucle(flf)/ret%culo DNA (sitio apurinico ou Reparo do DNA
apurinico ou apirimidinico) endoplasmatico/ribossomo L
apirimidinico)
Protefna 1 que contém o dominio Q96D71 Nucleoplasma/citosol/membrana Ligagio de fons de célcio Transporte endossémico

Eps associado a RalBP1

intracellular
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Subunidade reguladora 10 da
fosfatase de proteina
serina/treonina 1

Cistatina-B

Omega—amidase NIT2

Proteina 2 ligada ao receptor do
fator de crescimento
Proteina de liga¢do ao heme 1
Proteina de ligacdo a RNA Nova-
1

Epsina-2

Homologo da proteina 42 de
controle da divisdo cellular

Proteina cromossdmica néo-
histona HMG-14

Nucleobindina-2

Lamina-B2

Proteina semelhante a
CLL/linfoma de células B 9
Proteina 3 de ligacdo a elementos
a montante
Proteina B3 do grupo de alta
mobilidade

Endonuclease de retalho 1

Proteina transportadora de esterol
2
Proteina quinase de
serina/treonina PAK 1

Proteina do grupo de alta
mobilidade HMGI-C

Q96QCO

P04080
QYNQR4

P62993
QI9NRV9
P51513

095208

P60953

P05114

P80303
Q03252
Q86UU0
QY6124
015347
P39748
P22307

Q13153

P52926

Nicleo

Citoplasma/nicleo

Exossomo extracelular/centro
organizador de microtibulos
Niicleo/ membrana plasmética/
exossomo extracelular
Citoplasma/regifo extracellular

Nicleo/citoplasma

Citosol/membrana
plasmatica/endossomo
Exossomo extracelular/granulo de
ribonucleoproteina citoplasmatica

Citoplasma/nicleo

Membrana plasmaética/espaco
extracelular/envelope nuclear
Filamento intermedidrio/lamina
nuclear
Nicleo/complexo beta-catenina-
TCF/centro fibrillar

Citoplasma/nicleo
Citoplasma/nicleo

Nicleo/mitocondrio

Citosol/ reticulo endoplasmaético/
mitocondria
Nucleoplasma/citosol/membrana
plasmatica

Nicleo

Ligacdo de RNA

Atividade inibidora de
endopeptidase do tipo cisteina

Atividade de dmega-amidase

Ligacao idéntica de proteinas

Encadernacido em heme
Ligacdo de mRNA especifica da
seqiiéncia

Ligacdo de fosfolipidios

Ligacdo de proteina quinase

Ligacdo ao DNA

Ligacdo da subunidade alfa da
proteina G
Componente estrutural do
citoesqueleto

Ligacdo a beta-catenina
Ligacao de RNA

Ligacdo ao DNA

Atividade de endonuclease de 5'-
flap
Atividade de transferéncia de
cholesterol
Atividade da proteina

serina/treonina quinase

Atividade de endonuclease de
DNA (sitio apurinico ou

apirimidinico)

Regulagdo negativa do ponto de
verificacdo de danos ao DNA
mitdtico
Regulacio negativa da atividade
da peptidase

Processo metabdlico da glutamine

Transdug¢@o de sinal em resposta a
danos no DNA
Ritmo circadiano
Regulacdo do splicing alternativo
de mRNA, via spliceossomo
Endocitose
Regulacgdo positiva da migracdo
cellular
Regulacgdo positiva da transcri¢do
e da elongag@o contempladas no
DNA

Transdugdo de sinal mediada por
pequenas GTPases

Organizagao do envelope nuclear

Regulacgdo positiva da transcri¢do
pela RNA polimerase 11
Regulacgdo positiva da transcri¢do
pela RNA polimerase 11

Recombinagdo de DNA

Reparo do DNA

Regulacgdo positiva do processo
metabolico de esteroides

Resposta a danos no DNA

Regulacdo negativa do processo
apoptético
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Proteina de ligagdo a RNA Raly

Proteina 4B relacionada ao La
MKI67 Fosfoproteina nucleolar
que interage com o dominio FHA
Coronina-1C
Proteina 2 associada a ubiquitina

Antiporter de nucleotideo adenil
mitocondrial SLC25A24

Proteina 2 que interage com o
terminal da
desoxinucleotidiltransferase
Triagem da nexina-5

Endofilina-B2

Proteina de ligacdo Myb 1A

Fator de emenda de
processamento de pré-mRNA 8

Classifica¢do da nexina-9

Sintaxina-7

Proteina da subunidade
ribossomica pequena eS28
NADH desidrogenase
[ubiquinona] proteina 6 de ferro-
enxofre, mitocondrial
Proteina associada a translina x

Proteina 2 relacionada a actina

Macro histona central H2A.1

Homélogo de andaime de cluster
de ferro-enxofre NFU1,
mitochondrial

QYUKM9
Q92615
QYBYG3

QYULV4
QST6F2

Q6NUK1

Q5QJE6

Q9Y5X3
QINR46

QYBQGO

Q6P2Q9

QI9Y5X1

015400

P62857

075380

Q99598
P61160

075367

QIUMS0

Nucleo
Citosol/ membrana/ nucléolo
Nucléolo/citoplasma

Citoesqueleto de actina
Nucleo/citoplasma

Membrana/mitocondrio

Processoma de
nucléolo/subunidade pequena

Citosol/endossomo
Nucleoplasma/ membrana/
citoplasma

Citoplasma/membrana/ntcleo

Etapa catalitica 2 spliceossomo/
membrana/ nicleo

Membrana da vesicula
citoplasmadtica/citosol

Exossomo extracelular/membrana
lisossOmica/membrana plasmaética
Citoplasma/subunidade
ribossomica pequena/nucléolo
Complexo I da cadeia respiratéria
mitocondrial/membrana interna
mitochondrial
Niicleo/aparelho de Golgi/cytosol
Nicleo/citoplasma/citoesqueleto
de actina

Nucleo/exossomo extracellular

Nicleo/mitocdndrio/cytosol

Ligacdo de RNA
Ligacdo de RNA
Ligacdo de RNA

Ligacao do filamento de actina
Ligacdo de RNA
Atividade do transportador
transmembrana de nucleotideos
de adenine

Ligacdo de RNA

Ligacdo a caderina
Ligacdo a caderina
Ligacdo de DNA especifica da
seqiiéncia

Ligacdo intronica do pré-mRNA

Ligacdo idéntica de proteinas

Atividade inibidora do canal de
cloreto
Componente estrutural do
ribossomo

Atividade da NADH
desidrogenase (ubiquinona)

Ligacdo de RNA e DNA
Componente estrutural do
citoesqueleto

Ligacdo do DNA a cromatina

Ligacao de 4 aglomerados de
ferro e 4 de enxofre

Splicing de mRNA, via
spliceossomo
Regulacgdo positiva da tradugdo

Processo metabdlico do rRNA

Transdugdo de sinais
Regulacdo da expressdo génica

Transporte mitocondrial

Processamento de RNA

Regulacdo da macroautofagia
Organizagdo da membrana

Via de sinalizag@o apoptdtica
intrinseca mediada pela classe p53
Splicing de RNA, por meio de
reacdes de transesterificacdo
Regulagao positiva da protedlise
do ectodominio da proteina da
membrana
Regulacdo positiva da localizagio
do receptor na sinapse

Tradugdo/processamento de rRNA

Transporte de elétrons
mitocondrial, NADH para
ubiquinone
Diferenciagdo cellular
Nucleagdo de actina mediada pelo
complexo Arp2/3
Regulacdo da resposta ao estresse
oxidative
Maturagdo de proteinas por
transferéncia de cluster de ferro-
enxofre
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Importina-5 000410 Poro nuclea}r/ Aparelho de Athldz}de do rec~ept0r de sinal de Importagao de, proteinas para o
Golgi/cytosol importa¢do nuclear nicleo
- . L Regulacio positiva da transcri¢ao
Fator de transcri¢gdo JunB P17275 Nicleo Ligacdo ao DNA pela RNA polimerase IT
Processo catabdlico de mRNA
Parceiro de Y14 e mago Q9BRP8 Nucléolo/cytosol Ligacdo de RNA transcrito no nucleo, decaimento
mediado por nonsense
. . - . L Regulacdo positiva da localizagio
Subunidade alfa da proteina 1 do P17987 Exossomo Ligacgdo da protefna ubiquitina do RNA da telomerase no corpo
complexo T extracelular/cromossomo/cytosol ligase .
de Cajal
Proteina I contendo dominio de 094919 Membrana/regido extracelular Atividade de endonuclease Resposta imune inata
endonuclease
Xaa-Pro dipeptidase P12955 Exossomo extracellular Atividade de prolina dipeptidase Protedlise
Recrutamento da enzima de
Subunidade ativadora da RNA . . . S limitacdo do mRNA para o
guanina-N7 metiltransferase QOBTL3 Nicleo Atividade do ativador enzimitico complexo da holoenzima da RNA
polimerase II
Dominio UBX que contém uma QUBZE9 Membrana da Translocagdo do SLC2A4 Regulacgdo positiva do processo
ligagdo para o GLUT4 vesicula/niicleo/citoplasma (GLUT4) a membrana plasmatica de modificagdo de proteinas
.P roteina. da subunidade P46776 Citoplasma, ribossomo citosélico Comp0n§nte estrutural do Tradugao
ribossOmica grande uL.15 ribossomo
Proteina de ligacdo 1 contendo . . . N . . N . p
domfnio CAP-Gly P30622 Microtibulo/nticleo Ligacgdo de microtibulos Organizag@o de microtibulos
Niticleo/citosol/membrana Processo catabdlico de proteina
Adaptador SH3BGRL 075368 lasmtica Ligagdo ao dominio SH3 dependente de ubiquitina mediado
p por proteassoma
Proteina 7 COSI}E;I;?O 0 dominio Q5W111 Desconhecido Desconhecido Desconhecido
Aminopeptidase B QIH4A4 Exossomo extrace}qlar/membrana AthlQade de. Protedlise
plasmatica metalloaminopeptidase
Citocromo c oxidase subunidade Transporte de elétrons
. . . P13073 Membrana interna mitochondrial ~ Atividade da citocromo-c oxidase mitocondrial, citocromo ¢ para
4 isoforma 1, mitochondrial N
oxigénio
N(G),N(G)-dimetilarginina 094760 Citosol/exossomo extracellular Atividade da dimetilargininase Processo catabdlico da arginina

dimetilaminohidrolase 1
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Farnesil pirofosfato sintase

Prostaglandina redutase 1

Trocador de sédio/calcio 3

Proteina do complexo do poro
nuclear Nup98-Nup96
Proteina 4 contendo o dominio
SWIM do dedo de zinco

Proteina efetora Cdc4?2 4

Fator de ligacdo de repeticdo
telomérica 2
Redutase de peréxido dependente
de tioredoxina, mitocondrial
E3 ubiquitina-proteina ligase
HUWEI
Proteina eS1 da subunidade
ribossOmica pequena

Subunidade gama-1 da laminina

Proteina 1 de ligacdo ao fator de
iniciac@o de tradugdo eucaridtica
4E
Coativador constitutivo da
proteina 1 semelhante ao PPAR-
gama
Proteina estdvel ao calor regulada
por célcio 1
NADH desidrogenase
[ubiquinona] 1 subunidade 12 do
subcomplexo alfa
Antigeno B2 associado ao
melanoma

Argininosuccinato liase

P14324

Q14914

P57103

P52948
Q9HTM6
QI9H3Q1

Q15554

P30048
Q7Z26Z7

P61247

P11047

Q13541

QI9NZB2

Q9Y2V2

QoUI09

015479

P04424

Citosol/nucleoplasma

Citoplasma

Mitocondria/reticulo
endoplasmatico/membrana
plasmatica

Envoltério nuclear/cytosol

Complexo de ubiquitina ligase
Cul2-RING
Citosol/citoesqueleto/membrana
plasmatica

Nicleo

Mitocondria/citosol/membrana
plasmatica

Citosol/mitocdndrias/nicleo
Citosol/ribossomo/niicleo

Matriz extracellular

Citosol/nticleo

Nucleo/citosol/membrana
plasmatica

Citoplasma

Membrana interna mitochondrial

Nicleo

Citosol

Ligacdo de RNA

Atividade da 2-alkenal redutase
(NADP+)

Atividade antiporte de
célcio:sdédio
Componente estrutural do poro
nuclear

Ligacao de fons de zinco

Ligacdo de RNA

Ligacdo de DNA telomérico de
fita dupla
Atividade da tioredoxina
peroxidase
atividade da ubiquitina-proteina
transferase
Componente estrutural do
ribossomo
Componente estrutural da matriz
extracellular

Ligacdo do fator de iniciacdo da
tradugdo

Ligacdo de RNA

Ligacdo do mRNA 3'-UTR

Atividade da NADH
desidrogenase (ubiquinona)
Antigeno tumoral

Atividade da argininosuccinato
liase

Processo biossintético do
cholesterol
Processo metabdlico do
leucotrieno B4

transporte transmembrana de fons
de cdlcio

Importagdo de proteinas para o
nucleo
Complexo de ubiquitina ligase
Cul2-RING

Regulagdo da forma da Célula

Regulacdo da manutencgéo dos
telomeros
Regulacio negativa do processo
apoptético
Regulacgdo positiva da
ubiquitinagdo de proteinas

Biogénese da subunidade pequena

ribossdmica

Migracdo cellular

Regulamentagdo da tradugdo

Componente critico da
sinalizacdo de sobrevivéncia
induzida por estresse oxidative

Transdug@o de sinal intracellular

Transporte de elétrons acoplado a
sintese de ATP mitochondrial

Regulacdo negativa da transcri¢io

pela RNA polimerase 1T

Processo metabdlico da arginina
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Pequena proteina integral de
membrana 20
Proteina da subunidade
ribossOmica grande eL.38
Proteina 2 da deficiéncia de
muiltiplos fatores de coagulagio
Proteina 2B contendo dominio
SH3 e PX
Proteina 1 que contém o dominio
da descarboxilase dependente de
pyridoxal
Proteina 7 de ligacdo a retinoides
RNA helicase A dependente de
ATP

Q8N5G0
P63173
Q8NI22

A1X283

Q6P996

QY6R05
Q08211

Membrana interna mitochondrial

Citosol/ribossomo

Membrana da vesicula de
transporte do RE para Golgi

Citoplasma/subossomo

Aparelho de Golgi/érgao
delimitado pela membrana
intracellular
Citosol/nticleo

Citoplasma/nicleo

Ligacao de proteinas

Componente estrutural do
ribossomo

Ligacdo de fons de célcio
Atividade ativadora da NADPH
oxidase geradora de superéxido

Ligacdo a caderina

Ligacdo ao retinol
Atividade de helicase de RNA e
DNA

Montagem da citocromo c oxidase
mitocondrial

Tradugdo

Transporte mediado por vesiculas

Processo metabdlico de
superdxido

Processo metabdlico do acido
carboxilico

Transporte de 4cidos graxos
Regulagdo positiva da replicagdo
do DNA




Tabela suplementar 3. Proteinas sobrepostas entre o grupo de controle e o grupo tratado com PepGAT
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. Cadigo ~ D Fold
Nome da proteina Uniprot Componente celular (CC) Fung¢do molecular (FM) Processo biolégico (PB) Change
NADH desidrogenase [ubiquinona] 1 o Atividade da NADH Respiragdo aerdbica/transporte de elétrons )
subunidade 7 do subcomplexo alfa 095182 Mitocondrias desidrogenase (ubiquinona) mitocondrial, NADH para ubiquinone 6.70
Histona H2B tipo 1-K 060814 Niicleo/espago extracellular Ligagio a0 DNA Resposta imune humoral antimicrobiana g ¢
mediada por peptideo antimicrobiano
NAD(P)H-hidrato epimerase Q8NCW5 Exossomo extracellular Athldadg da NADHX Processo metal?ohgo de. nucleotideos de -4.10
epimerase nicotinamide
Lactoilglutationa liase Q04760 Citoplasma/exossomo extracellular Atividade dalilzsc;oﬂglutatlona Regulacdo negativa do processo apoptdtico -4.09
Proteina 2 d§ ligag@o ao acido P29373 Citoplasma/nticleo/espago Ligagio a retinoides Regulacio da transcri¢do contemplada pelo -4.05
retinoico cellular extracellular DNA
Membro A da familia 32 da
fosfoproteina nuclear rica em leucina P39687 Citoplasma/ntcleo Ligacao de RNA Transporte nucleocitoplasmatico -3.85
dcida
Proteina 3 semelhante a rica em 375
dcido glutamico com ligagdo ao Q9H299 Citosol/exossomo extracelular Desconhecido Organizagao do citoesqueleto ’
dominio SH3
Proteina nuclear Ran de ligagio a P62826 Cltoplasma/exo,S S0mo Atividade de GTPase Processo metabdlico de GTP -3.58
GTP extracelular/niicleo
Glutationa S-transferase P P09211 Citoplasma/espaco extracellular Atwld?riigfae rgal suetatlona Processo metabdlico da glutationa -3:53
Cortactina de substrato Src Q14247 Citoesqueleto/Citoplasma/adesdo Ligagio 4 caderina Regulacdo posmva da pohmerlzagao do 3.50
focal filamento de actina
. . .. Processamento de proteinas envolvido no
Subunidade beta dr:} pep t1das§ de 075439 Mitocondrias Atividade d? direcionamento de proteinas para a -3.50
processamento mitochondrial metaloendopeptidase P
mitocondria
Gama-enolase P09104 Exossomo extracelular/membrana Athldad}ﬁ;;i;lr:(t)::;)plmvato Processo glicolitico -3.44
Proteina 2 contendo dominio de U Ligacao de fator de transcri¢do _—
hélice enrolada e hélice enrolada QI9Y6H1 Mitocondrio/ntcleo de ligacio a0 DNA Resposta celular ao estresse oxidative -3.35
Subunidade catalitica alfa da Atividade da proteina ~ . . ~
protefna fosfatase 3 Q08209 Cytoplasm/plasma membrane serina/treonina fosfatase Regulagdo positiva da migragdo celular -3.16
Timosina beta-10 P63313 Citoplasma Ligacdo do mondmero de Regulacdo da migragdo celular/sequestro de 3.15

actina

mondmeros de actina
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Succinil-CoA:3-cetoacido
coenzima A transferase 1,
mitochondrial
Ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas
A2/B1
Ribonucleoproteina
contendo o dominio SAP
Glucose-6-fosfato
isomerase

Adenosil-homocisteinase
Gama-sinucleina
D-dopacromo

descarboxilase

Aldeido desidrogenase,
mitochondrial
Proteina de ligacdo a 4cidos
graxos 5

Proteina Treacle

Miotrofina

Anexina A5

Proteina el.29 da
subunidade ribossdmica
grande
Proteina regulada
positivamente pela hipoxia

Alfa-enolase

P55809

P22626

P82979
P06744
P23526

076070

P30046

P05091
Q01469

Q13428

P58546

P08758

P47914

QYY4LI

P06733

MitocOndrias

Citoplasma/nicleo

Nicleo

Exossomo
extracelular/membrana

Exossomo extracellular

Citoplasma/Exossomo
extracellular

Citoplasma/espaco
extracellular

Exossomo
extracelular/mitocondrio
Citoplasma/exossomo
extracelular/nicleo

Nucléolo

Complexo de proteinas de
cobertura do
citoplasma/nicleo/F-actina
Exossomo
extracelular/adesio focal

Citoplasma/membrana

Exossomo
extracelular/membrana

Citoplasma/exossomo
extracelular/niicleo

Atividade da succinil-
CoA:3-oxo0-acido CoA-
transferase

Ligacdo de RNA

Ligacdo de RNA

Atividade da isomerase de
glicose-6-fosfato
Atividade da adenosil-
homocisteinase

Ligacao de fons cuprosos

Atividade da dopacromo
isomerase

Atividade da aldeido
desidrogenase (NAD+)

Ligacdo de acidos graxos
Ligacdo de RNA

Ligacdo de DNA especifica
da seqiiéncia

Ligacdo de fosfolipidios
dependente de calcio

Ligacdo de RNA

Ligacao da chaperona de
dobramento de proteinas
Atividade repressora de
transcri¢do de ligag@o ao
DNA, especifica da RNA
polimerase 11

Processo metabdlico do
corpo cetdnico cellular

Processamento primdrio de
miRNA

Exportacdo de mRNA do
nicleo
Processo metabdlico da
glicose 6-fosfato
Ciclo da S-
adenosilmetionina
Transmissdo sindptica
quimica
Regulacido positiva da
producgdo do fator de
necrose tumoral
Processo catabdlico de
aldeidos
Transporte de dcidos graxos
de cadeia longa
Regulamentacdo da
traducdo
Regulagao do fechamento
do filamento de actina com
extremidade farpada
Regulacdo negativa do
processo apoptdtico

Tradugdo

Resposta celular a hipdxia

Regulacdo negativa da
transcricdo contemplada
pelo DNA

-3.14

-3.00

-2.93

-2.67

-2.66

-2.63

-2.61

-2.58

-2.57

-2.56

-2.53

-2.49

-2.43

-2.40

-2.39
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Fator 2N associado a proteina de ligacdo
TATA
Tioredoxina, mitochondrial

Proteina 2 relacionada ao fator de
crescimento derivado do hepatoma

Proteina 6A semelhante a actina

Membro B da familia 32 da fosfoproteina
nuclear rica em leucina dcida

Citrato sintase, mitochondrial

Proteina relacionada a MARCKS

Fosforibosilaminoimidazol
carboxilase/fosforibosilaminoimidazol
succinocarboxamida sintetase bifunctional

Protimosina alfa

Proteina sigma 14-3-3

Q92804

Q99757

Q7Z4V5

096019

Q92688

075390

P49006

P22234

P06454

P31947

Citoplasma/nicleo

Mitocondrio/nucléolo

Nicleo

Nucleo

Citoplasma/exossomo
extracelular/niicleo

Matriz
mitocondrial/ndcleo

Exossomo extracellular

Citoplasma/exossomo
extracellular

Nicleo

Citoplasma/exossomo
extracellular

Ligacdo de RNA

Atividade da peptideo-metionina (R)-S-6xido
reductase

Ligacdo de histonas metiladas

Atividade de coativador de transcri¢do

Ligacdo de histonas

Atividade da citrato (Si) -sintase

Ligacao do filamento de actina

Atividade da
fosforibosilaminoimidazolesuccinocarboxamida
sintase

Ligacido de fator de transcri¢io de ligacdo ao DNA

Atividade inibidora da proteina quinase C

Estabilizacdo de
mRNA
Homeostase redox
cellular
Remodelagem da
cromatina
dependente de
reparo do DNA
Regulagido positiva
da transcri¢do
contemplada pelo
DNA
Ativagdo da
atividade da
endopeptidase do
tipo cisteina
envolvida no
processo
apoptético
Processo
metabdlico de
carboidratos
Organizagdo dos
filamentos de
actina
Processo
biossintético de
nucleobase de
purina
Regulacdo
negativa do
processo
apoptético
Regulacio
negativa da
atividade da
proteina quinase

-2.39

-2.39

-2.38

-2.36

-2.34

-2.32

-2.27

-2.26

-2.25

-2.22
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Histona H1.4

Leucotrieno A-4 hidrolase

Proteina da subunidade
ribossdmica pequena uS11

Fosfopentomutase

Glutationa redutase,
mitochondrial
Subunidade 4 do complexo
THO
Substrato de C-quinase rico
em alanina miristoilada
Proteina do complexo do
poro nuclear Nup214

Proteina de migracgdo
nuclear nudC

Prolil endopeptidase

Ribonucleoproteina nuclear
heterogénea L

Aconitate hydratase,
mitochondrial
Homologo associado ao
microtibulo Jupiter
Provavel 28S rRNA
(citosina-C(5))-
metiltransferase

Proteina 14-3-3 eta

Proteina de ligagdo ao
RNA 14

P10412
P09960
P62263
Q96G03
P00390
Q86V81
P29966

P35658

Q9Y266

P48147

P14866

Q99798

Q9UK76

P46087

Q04917

Q96PK6

Nicleo
Exossomo extracelular/nicleo
Citoplasma/membrana/nucléolo

Citosol/exossomo extracellular

Exossomo
extracelular/mitocondrio

Citoplasma/nicleo

Citoesqueleto de actina

Lado citoplasmaético do poro
nuclear/envelope nuclear

Citoplasma/fuso mitético

Citoplasma/membrana

Citoplasma/Exossomo
extracelular/membrana/niicleo

MitocOndrias

Microtibulo citoesqueleto

Nicleo
Exossomo
extracelular/membrana

plasmatica

Citoplasma/nicleo

Ligacdo da histona
desacetilase
Atividade da hidrolase de
leucotrieno-A4

Ligacdo de RNA

Atividade da
fosfoglucomutase
Atividade de transferéncia
de elétrons

Ligacao de RNA

Ligacdo de calmodulina
Atividade do receptor de
sinal de exportacdo nuclear

Ligacdo a caderina

Atividade de peptidase do
tipo serina

Ligacdo de RNA
Atividade da hidrata de
acOnito
Desconhecido

Atividade de ligacdo de
RNA/rRNA (citosina-C5-)-
metiltransferase

Atividade reguladora do
canal de sédio

Ligacdo de RNA

Condensacio de
Cromossomos
Processo biossintético de
leucotrienos
Biogénese da subunidade
pequena ribossdomica
Processo metabdlico da
glicose
Resposta celular ao
estresse oxidative
Exportacdo de RNA do
nucleo
Organizagdo dos
filamentos de actina
Transporte
nucleocitoplasmatico
Alinhamento de
cromossomos em metafase
mitdtica
Protedlise

Regulacdo do splicing
alternativo de mRNA, via
spliceossomo
Geragdo de metabdlitos
precursores e energia

Desconhecido

Processamento de rRNA

Regulacio da atividade do
transportador
transmembrana de Na*
Regulacdo positiva da
transcricdo pela RNA
polimerase 11

-2.13

-2.11

-2.11

-2.07

-2.04

-2.02

-2.02

-2.01

-1.92

-1.91

-1.91

-1.89

-1.88

-1.88

-1.86

-1.81




94

ATP sintase subunidade
beta, mitocondrial
Fator de transcricao
associado ao Bcel-2 1

Serpina B5

14-3-3 proteina theta

Caldesmon

Subunidade beta-1 da
importina

Fator regulador da
adipogénese
Proteina semelhante a
Ataxina-2

NADH-citocromo b5
redutase 3

Fosfoglicerato quinase 1

Proteina 2 relacionada a
diidropirimidinase
Proteina multifuncional 1
que interage com o
complexo da aminoacil
tRNA sintase

Antigeno CD44

Homélogo 2 associado ao
microtibulo Jupiter

Inositol-3-fosfato sintase 1

P06576
QINYFS

P36952

P27348

Q05682

Q14974

Q15847

QSWWM7

P00387

P00558

Q16555

Q12904

P16070
QYH910

QONPH2

Membrana/mitocondrio/nticleo
Nicleo
Citoplasma

Citoplasma/exossomo
extracelular/membrana

Citoesqueleto

Citoplasma/membrana/nicleo

Exossomo/nicleo extracelular

Granulo de estresse
citoplasmdtico/mancha nuclear
Complexo
citoplasma/membrana/6xido
nitrico sintase

Exossomo/membrana extracelular

Citosol/exossomo

extracelular/membrana plasmadtica

Citosol/membrana

Exossomo extracelular/membrana

plasmatica

Citoplasma/nicleo

Citoplasma/citosol

Atividade da ATP sintase
de transporte de prétons
Ligacdo ao DNA
Atividade inibidora de
endopeptidase tipo serina

Ligacdo idéntica de
proteinas

Ligacdo a caderina
Atividade do receptor de
sinal de importacdo
nuclear

Desconhecido

Ligacdo de RNA

Atividade da citocromo b5
redutase, atuando sobre
NADP)H
Atividade da
fosfoglicerato quinase
Atividade de
diidropirimidinase

Ligacdo ao tRNA

Ligacao do 4cido
hialurdnico

Desconhecido

Atividade da sintase de
inositol-3-fosfato

Processo biossintético de
ATP

Resposta a danos no DNA

Regulacio da proliferagio
de células epiteliais
Regulagdo negativa da
transcri¢do contemplada
pelo DNA
Montagem de feixes de
filamentos de actina

Importagc@o de RNA para o
nicleo

Regulacio positiva da
diferenciagdo de células
adiposas
Processo metabdlico do
mRNA

Processo biossintético de
oxido nitrico

Resposta celular a hipoxia
Endocitose

Regulacdo negativa da
proliferacdo de células
endoteliais

Regulacdo negativa do
processo apoptdtico
Regulacio da sinalizago
mediada por célcio
Processo biossintético de
inositol

-1.81

-1.79

-1.79

-1.78

-1.77

-1.76

-1.74

-1.73

-1.71

-1.71

-1.70

-1.70

-1.69

-1.69

-1.68
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Proteina 14-3-3 beta/alfa

14-3-3 proteina gama

1-fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato fosfodiesterase
beta-3

Copina-3
Proteina da subunidade
ribossOmica grande eL.13
Proteina 3 relacionada a
diidropirimidinase
Peroxirredoxina-6
Galectina-1
Proteina FAM3C

Peroxirredoxina-4
Triosefosfato isomerase

Proteina S100-A6
Cadeia alfa-3 da

tropomiosina

Fator de splicing, rico em
prolina e glutamine

Peptidil-prolil cis-trans
isomerase A

P31946

P61981

Q01970

075131
P26373
Q14195
P30041

P09382
Q92520
Q13162

P60174
P06703

P06753

P23246

P62937

Citoplasma/exossomo
extracelular/membrana

Exossomo/membrana
extracellular

Complexo contendo
proteinas

Citoplasma/nicleo

Subunidade ribossdmica
grande citosdlica/nticleo

Citosol/actina filamentosa

Citoplasma/nicleo

Matriz
extracelular/citoplasma
Exossomo extracellular

Exossomo
extracelular/nicleo
Nicleo/exossomo
extracellular
Citoplasma/exossomo
extracelular/nicleo
Citoesqueleto/exossomo
extracellular

Nicleo/cytosol

Citoplasma/exossomo
extracelular/nicleo

Atividade inibidora de
proteina quinase

Atividade inibidora da
proteina quinase C

Atividade da
fosfatidilinositol fosfolipase
C
Atividade da proteina
serina/treonina quinase
Componente estrutural do
ribossomo

Ligacdo de filamina

Atividade da glutationa
peroxidase

Ligacdo de RNA

Atividade de citocinas
Atividade de adaptador
molecular
Atividade da isomerase de
triose-fosfato
Ligacao de proteina
dependente de calcio
Ligacdo do filamento de
actina

Ligacao de DNA e ligacdo
de RNA

Atividade da peptidil-prolyl
cis-trans isomerase

Regulacdo negativa da via
de sinalizag@o do receptor
acoplado a proteina G
Regulacdo negativa da
atividade da proteina
quinase

Processo metabdlico do
fosfatidilinositol

Regulagdo positiva da
migragdo cellular

Tradug@o citoplasmética

Montagem de feixes de
filamentos de actina
Resposta ao estresse

oxidative

Processo apoptético
Desconhecido
Fosforilag@o de I-kappaB

Processo biossintético do
gliceraldeido-3-fosfato
Regulagdo positiva da

proliferac@o de fibroblastos
Organizagao dos filamentos
de actina

Regulagdo positiva da via

de sinalizagdo apoptdtica
intrinseca induzida por

estresse oxidative

Processo apoptético

-1.67

-1.67

-1.66

-1.63

-1.63

-1.63

-1.62

-1.62
-1.61
-1.60

-1.60

-1.59

-1.59

-1.58

-1.58
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Septina-9

Fator inibitério da migragdo
de macréfagos

Proteina S100-A4

Proteina 2 de ligagdo a
elementos a montante

Proteina 14-3-3 zeta/delta

Proteina alfa semelhante a
ERO1

Cofilina-1

Proteina da subunidade
ribossdmica grande ul4
Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, especifica
do testiculo

Proteina de corpo
multivesicular carregado 1a

Proteina de ligacdo a
octamero que ndo contém
dominio POU
Proteina de ancoragem da
quinase A 12

Proteina 5 com dominio
PDZ e LIM

Proteina transportadora de
acila, mitochondrial

QI9UHDS

P14174

P26447

Q92945

P63104

QY6HE7

P23528

P36578

014556

QYHDA42

Q15233

Q02952

Q96HC4

014561

Citoplasma

Citoplasma/exossomo
extracelular/regido
extracelular

Regido extracelular/niicleo

Membrana/ntcleo

Citosol/exossomo
extracelular/nicleo
Reticulo
endoplasmadtico/espago
extracelular/membrana
Citoplasma/espacgo
extracelular/nicleo
Citoplasma/adesio
focal/ndcleo

Nicleo/cytosol
Exossomo
extracelular/matriz
nuclear/membrana

plasmatica

Membrana/nidcleo

Adesido focal

Jung¢@o de aderéncia

MitocOndria

Atividade de GTPase

Atividade de citocinas

Ligacdo de RNA

Ligacdo de RNA

Ligacao de residuos de
fosfoserina

Atividade de oxidoredutase

Ligacdo do filamento de
actina
Componente estrutural do
ribossomo
Atividade da gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase
(NAD+) (fosforilagdo)

Atividade de
metallopeptidase

Ligacdo de RNA

Ligacdo da proteina quinase

Ligacao de caderina
envolvida na adeséo célula-
célula

Ligacdo da subunidade
ribossomica mitochondrial

Regulacgdo positiva da
montagem de cilios ndo
moveis
Regulacdo negativa da
quimiotaxia de macréfagos

Regulacgdo positiva da
transducdo de sinal NF-
kappaB canbnico

Splicing de RNA

Regulagao negativa do
processo apoptético

Processo de modificacdo de
proteinas

Organizagdo do
citoesqueleto

Tradug@o citoplasmética

Regulacgdo positiva do
processo glicolitico

Autofagia

Splicing de RNA

Regulacio da sinalizagdo
da proteina quinase A
Crescimento celular
envolvido no
desenvolvimento de células
musculares cardiacas
Transporte de elétrons
mitocondrial, NADH ubiqu

-1.58

-1.57

-1.57

-1.57

-1.54

-1.53

-1.53

-1.53

-1.51

-1.51

-1.51

-1.50

-1.49

-1.48
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Malato desidrogenase,
citoplasmadtica

Transaldolase

Proteina da subunidade
ribossdmica pequena uS17
Dominio G-patch e
proteina contendo motivos
KOW

Superéxido dismutase [Cu-
Zn]

Proteina de ligagdo ao
retinol 1

Cofilina-2

Subunidade beta da
proteina de capeamento de
f-actina
Glutamato
bifuncional/prolina--tRNA
ligase
Ornitina aminotransferase
mitochondrial
Membro 10 da familia 38
de transportadores de
solute
Proteina da subunidade
ribossdmica pequena eS12

Proteina 2 reguladora do
ciclo celular e do apoptose

Proteina 1 associada a
adenilil cyclase

P40925
P37837

P62280

Q92917

P00441

P09455

Q9Y281

P47756

P07814

P04181

Q9HBRO

P25398

Q8N163

Q01518

Citoplasma
Citoplasma/nicleo
Citoplasma/membrana/nucléolo

Nicleo/complexo
spliceossdmico

Citoplasma/nicleo

Goticulas de lipidios

Exossomo extracellular

Citoesqueleto de actina

Citoplasma/membrana

Matriz mitochondrial

Aparelho de Golgi/membranas

Citoplasma/membrana

Citoplasma/nicleo

Adesio focal

Atividade da L-malato
desidrogenase

Atividade de transaldolase

Componente estrutural do
ribossomo

Ligacdo de RNA

Atividade da superdxido
dismutase

Ligac@o ao all-trans-retinol

Ligacdo do filamento de
actina

Ligacdo da actina

Atividade da glutamato-
tRNA ligase

Atividade da ornitina
aminotransferase
Atividade do transportador
transmembrana de L-
aminoacido
Componente estrutural do
ribossomo

Ligacao do complexo da
RNA polimerase II

Ligacdo da adenilato
ciclase

Processo metabdlico do

NADH -1.48
Metabolismo de
carboidratos -147
Biogénese da subunidade 147
pequena ribossdmica )
Splicing de mRNA, via 145
spliceossomo ’
Processo metabdlico de
espécies reativas de -1.44
oxigénio
Homeostase lipidica -1.44
Despolimerizagdo do 143
filamento de actina ’
Or‘gamzagao do 143
citoesqueleto
Aminoacilacio de 141
glutamil-tRNA )
Percepcao visual -1.41
Transporte transmembrana
S -1.40
de aminoécidos
Biogénese da subunidade -1.40
pequena ribossomica )
Regulacdo negativa da via
de sinalizacdo apoptdtica 138
intrinseca em resposta a '
danos no DNA
Ativagdo da atividade da -1.38

adenilato ciclase
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Tioredoxina redutase 1,
citoplasmadtica

Perilipina-3

Proteina 7 da doenca de
Parkinson
Caseina ubiqua nuclear e
substrato 1 da quinase
dependente de ciclina
U2 pequena
ribonucleoproteina nuclear
Al
Histona H2AX
Subunidade 2 da pré-
foldina
Fator de iniciacdo de
tradugdo eucaridtica 6
Succinato--CoA ligase
[formadora de GDP]
Fator 1 relacionado a
diferenciacdo endothelial
Dihidrolipoil
desidrogenase, mitochondr
Proteina 4L de choque
térmico 70 kDa
Adenina
fosforibosiltransferase
Proteina de matriz
repetitiva serina/arginina 2

Proteina de ligagdo a

calciclina

Adenilato quinase 2,
mitochondrial

Q16881

060664

Q99497

Q9H1E3

P09661

P16104
Q9UHV9

P56537
Q96199
060869
P09622
095757
P07741

QoUQ35

QI9HB71

P54819

Exossomo extracellular

Citoplasma/membrana

Citoplasma/mitocdndrias/nicleo

Citoplasma/nicleo

Nicleo

Exossomo/nicleo extracellular
Citoplasma/nicleo

Citoplasma/exossomo
extracelular/nicleo
Complexo de succinato-CoA
ligase (formador de GDP)

Citoplasma/nticleo
Mitocondrio/nticleo
Citosol/nticleo
Exossomo extracellular

Nicleo

Exossomo/ntcleo extracellular

Exossomo extracelular/citoplasma

Atividade da tioredoxina-
dissulfeto redutase
(NADPH)

Ligacdo a caderina
Ligacdo a quinase

Ligacao de DNA de fita
dupla

Ligacdo de RNA

Ligacdo de histonas
Chaperona de dobramento
de proteinas

Ligacao de ribossomos

Atividade da succinato-
CoA ligaseformadora GDP

Ligacdo de DNA e RNA

Atividade da dihidrolipoil
desidrogenase

Ligacao de ATP
Atividade da adenina
fosforibosiltransferase
Ligacdo de RNA
Atividade de

homodimerizacdo de
proteinas

Atividade da adenilato
quinase

Transducdo de sinais

Armazenamento de
lipidios
Resposta celular ao
estresse oxidative

Regulacdo do alongamento
da fita de DNA

Montagem de pré-
espliceossomos do tipo U2

Resposta a danos no DNA
Dobramento de proteinas

Montagem do ribossomo
citosolico
Processo catabdlico de
succinil-CoA
Diferenciaco de células
endoteliais
Processo biossintético de
acetil-CoA partir piruvato

Dobramento de proteinas

Ligacao de AMP
Splicing de mRNA, via
spliceossomo
Desenvolvimento do
coragdo

Interconversao de
moléculas pequenas
contendo nucleobase

-1.37

-1.37

-1.36

-1.34

-1.33

-1.33
-1.33

-1.33

-1.32

-1.31

-1.30

-1.29

-1.28

-1.27

-1.27

-1.23
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Proteina 1 de ligacdo a
poli(rC)
Ribonucleoproteina
nuclear heterogénea H
Fosfoproteina estimulada
por vasodilatador
Fator de inicia¢do de
traducdo eucaridtica 4H

Matrin-3

Proteina relacionada a Ras
Rab-1A
Tirosina--tRNA ligase,
citoplasmadtica
Subunidade do complexo
MICOS MIC60
Catepsina B
Proteina do reticulo
endoplasmaético da
homeostase do célcio
C-1-tetrahidrofolato
sintase, citoplasmatica
Proteina 5 complementar
de reparo de raios X
Proteina 7 com dominio
PDZ e LIM

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

Fator de emenda de
ligagdo de poli(U) PUF60
Proteina semelhante ao
Sm associada U6 snRNA
LSm5

Q15365
P31943
P50552

Q15056

P43243

P62820
P54577

Q16891
PO7858

Q8IWXS8

P11586
P13010

QYNRI12

P04406

QIUHX1

Q9Y4Y9

Citoplasma/membrana

Etapa catalitica 2
spliceossomo/nicleo

Citoesqueleto de actina

Complexo 4F do fator de iniciagdo
da tradugdo eucariética/membrana

Membrana/membrana interna nuclear

Reticulo endoplasmético
Citoplasma/nicleo

Membrana/mitocondrio

Matriz extracelular

Citoplasma/membrana

Membrana/mitocondrio extracelular
Nicleo/ribonucleoproteina

Juncio de aderéncia

Nicleo/citoplasma

Nucleoplasma

Citoplasma/nicleo

Ligacdo de RNA
RNA binding

Ligacdo a caderina
Atividade do fator de
tradugdo, ligacdo ao RNA

Ligacdo de RNA

Ligacdo a caderina

Atividade da tirosina-
tRNA ligase

Ligacdo de RNA
Atividade de peptidase

Ligacao do transportador
transmembrane

Atividade da ligase de
formato-tetrahidrofolato
Atividade de hidrélise de

ATP

Ligacdo da actina
Ligacdo idéntica de
proteinas
Ligacao idéntica de

proteinas

Ligacdo de RNA

Replicagdo do genoma do
RNA viral
Regulacido do splicing de
RNA
Organizagdo do
citoesqueleto de actina
Regulagio do inicio da
tradugdo
Regulacio p6s-
transcricional da
expressdo génica

Autofagia

Aminoacilacio de tirosil-
tRNA
Organizagdo da
membrana mitocondrial
Regulacdo da apoptosis

Regulacio negativa da
proliferacdo celular

Processo biossintético de
nucleotideos de purina

Resposta a danos no DNA

Endocitose mediada por
receptors
Resposta imune
antimicrobiana por
peptideo antimicrobiano
Splicing alternativo de
mRNA, via spliceossomo

Catabolismo de mRNA

-1.18

-1.17

1.21

1.22

1.24

1.25

1.25

1.26
1.26

1.27

1.29

1.29

1.30

1.31

1.31

1.32
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Proteina S100-A10

Proteina A associada a
proteina de membrana
associada a vesicula
Membro 2 da familia 12
de transportadores de
solute

Histona H2A tipo 1

Peroxirredoxina-2

Proteina quinase rica em
prolina-alanina
relacionada a STE20/SPS1

Proteina de choque
térmico de 10 kDa,
mitochondrial

Pirofosfatase inorgénica

Fosfoproteina 1 induzida
por estresse
Protefna 5 de morte
celular programada
Proteina 3 de interag@o
com a polimerase delta

Nucleoproteina TPR

Proteina do complexo do
poro nuclear Nup153

Proteina associada ao CD2

P60903

Q9POLO

P55011

POCOS8

P32119

QIUEWS

P61604

Q15181

P31948
014737

Q9BY77

P12270

P49790

QI9Y5K6

Membrana plasmadtica

Reticulo
endoplasmdtico/Membrana de
Golgi

Exossomo extracelular/vesicula
extracelular/membrana plasmatica

Nicleo extracelular

Citoplasma

Citoplasma/nucleoplasma

Membrana/mitocondrio

Citoplasma/exossomo extracellular

Aparelho de Golgi/nicleo

Citoplasma/exossomo
extracelular/nicleo

Citoplasma

Citoplasma/nicleo

Membrana/poro nuclear

Citoesqueleto de actina

Ligacdo do transportador
transmembrane

Ligacao a caderina

Atividade do simportador
de sédio:potdssio:cloreto

Ligacdo enzimadtica
Atividade antioxidante

Atividade da proteina
serina/treonina quinase

Ligacdo de RNA

Atividade de fosfatase de
difosfato inorgénico

Ligacdo de RNA

Atividade ativadora da
acetyltransferase

Ligacdo de RNA

Ligacdo da cromatina

Componente estrutural do
poro nuclear
Componente estrutural do
citoesqueleto

Regulacgdo positiva do
reparo da membrana
Transporte mediado pelo
reticulo endoplasmatico
para a vesicula de Golgi
Importagdo de cations
inorganicos através da
membrana plasmadtica
Formacao de
heterocromatina
Resposta celular ao
estresse oxidative

Transdugdo de sinal
intracellular

Ativacdo da atividade da
endopeptidase do tipo
cisteina envolvida no

processo apoptotico
Processo metabdlico de

compostos contendo

fosfato
Resposta celular a
interleucina-7
Regulacio do processo
apoptético
Regulagdo positiva da
traducdo
Regulacio da separacdo
mitdtica das crométides
irmds

Montagem do complexo

do poro nuclear
Organizagao dos
filamentos de actina

1.32

1.33

1.33

1.34

1.36

1.36

1.36

1.39

1.40

1.41

1.43

1.43

1.44

1.46
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Xaa-Pro aminopeptidase 1

Coativador transcricional
p15 da RNA polimerase II
ativada
Proteina semelhante a beta-
actina 2
Fator de iniciagdo de
traducdo eucariotica 4 y-1
PC4 e proteina de interagdo
com SFRS1

Plastina-3

Proteina 1 do fator de
alongamento transcri¢do A
Ladinin-1
Proteina 1 de ligagdo a
quinase contendo dominio
SH3
Proteina de ligacdo a
fosfatidiletanolamina 1

Proteina 6 complementar
de reparo de raios X

Proteina 1 de ligagdo a
proteina ativadora de
GTPase Ras
Interator 1 ndo
convencional da pré-
foldina RPB5
Proteina semelhante ao
ciclo de divisdo celular 5
Queratina, citoesqueleto do
tipo II 8
Ribonucleoproteina nuclear
heterogénea A/B

QINQW?7
P53999
Q562R1
Q04637
075475

P13797

P23193
000515

Q96B97

P30086

P12956

Q13283

094763

Q99459
P05787

Q99729

Citosol/exossomo
extracellular

Complexo regulador de
transcri¢@o

Exossomo extracellular

Citoplasma/membrana/niicleo

Citosol/nticleo

Filamento de
actina/citoplasma
Complexo do fator de
transcri¢do TFIID
Exossomo extracellular

Citoplasma

Exossomo extracellular

Membrana/nidcleo

Citoplasma/nicleo

Citoplasma/nticleo

Citoplasma/membrana/nticleo

Citoplasma/nicleo

Nicleo

Atividade de
aminopeptidase

Atividade de coativador de
transcri¢@o

Ligacdo de proteina
quinase
Atividade do fator de
iniciacdo da traducdo

Ligacao de RNA

Ligacdo do filamento de
actina

Ligacdo ao DNA

Ligacdo de caderina
Ligacdo ao dominio SH3

Ligacdo de proteina
quinase

Atividade de hidrdlise de
ATP

Ligacdo de RNA

Ligacdo da cromatina

Ligagdo ao DNA

Ligacdo a proteina do
andaime

Ligacdo de RNA

Regulagio negativa da
morte celular programada

Regulacgdo da transcricao
pela RNA polimerase 11

Motilidade cellular

Regulacdo da resposta
celular ao estresse
Resposta ao estresse
oxidative
Formacgao da rede de
filamentos de actina
Transcri¢do contemplada
pelo DNA
Desconhecido

Migragao cellular

Regulacdo negativa da
cascata de MAPK
Regulacdo positiva da
atividade da proteina
quinase

Transdug@o de sinal da
proteina Ras

Regulacdo negativa da via
de sinalizag@o apoptdtica
intrinseca
Sinalizac¢do do ponto de
controle de danos ao DNA
Via de sinalizagcdo
apoptotica extrinseca

Modificacdo do mRNA

1.48

1.48

1.49

1.50

1.51

1.56

1.57
1.58

1.59

1.64

1.65

1.68

1.70

1.70

1.72

1.72
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Drebrin

Enzima conjugadora de
SUMO UBC9
Subunidade G do fator de
iniciacdo de traducio
eucaridtica 3
Proteina K de interacdo
com a huntingtina
Proteina de ligacdo de RNA
de dedo de zinco

Enzima conjugadora de
ubiquitina E2 D3

Subunidade do complexo
de controle de qualidade do
ribossomo TCF25

Desoxicitidilato desaminase

Ribonucleoproteina Q
nuclear heterogénea

Subunidade alfa da
peptidase de processamento
mitochondrial

Subunidade de 65 kDa do
fator de splicing U2AF

Proteina 3 da membrana
associada ao transportador
de secrecdo
Uroporfirinogénio
descarboxilase

Proteina Lupus La

Q16643

P63279

075821

QINXSS5

Q96KR1

P61077

QYBQ70

P32321

060506

Q10713

P26368

014828

P06132

P05455

Citoplasma

Citoplasma/nicleo

Citoplasma

Citoplasma/nicleo

Nicleo

Exossomo extracellular

Complexo nicleo/RQC

Citoplasma

Citosol/membrana/nuicleo

Complexo de peptidase de
processamento
mitocondrial

Nicleo

Exossomo extracellular

Citosol/nucleoplasma

Citoplasma/nicleo

Ligacdo da actina

SUMO transferase activity

Ligacdo de RNA
Chaperona de dobramento
de proteinas
Ligacdo de RNA

Atividade de ubiquitina-
proteina transferase

Atividade de corepressor de
transcri¢do

Atividade de N-glicosidase
de desoxirribonucleosideo
5'-monofosfato

Ligacdo de RNA

Atividade de
metaloendopeptidase

Ligacdo de RNA

Ligacdo da proteina
ubiquitina ligase

Catabolismo de compostos
contendo porfirina

Ligacdo de RNA

Sequestro citoplasmatico de
proteinas
Regulacido positiva da
migracao cellular
Formacdo do complexo de
inicia¢do da traducdo
citoplasmadtica
Regulacdo negativa do
processo apoptotico

Desconhecido

Catabolismo de proteina
dependente de ubiquitina
mediado por proteassoma
Regulagdo negativa da
transcri¢do pela RNA
polimerase II

Nucleoside salvage

Processamento de RNA

Processamento de proteinas
envolvido no
direcionamento de
proteinas para mitocondria
Regulacdo negativa do
splicing de mRNA, via
spliceossomo

Transporte mediado por
vesiculas p6s-Golgi

Metabolismo de compostos
contendo porfirina
Processo catabdlico de
mRNA de histona nuclear

1.72

1.74

1.74

1.77

1.79

1.81

1.81

1.83

1.83

1.86

1.87

1.91

1.96

1.98
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Paladino
Transgelina-2
Intensificador da proteina 4

de decapagem de mRNA

Proteina semelhante ao Sm
associada ao U6 snRNA
LSm2
Subunidade 1 do complexo
ativador do proteassoma

Transcetolase

Enzima conjugadora de
ubiquitina E2 L3

Plastina-1

Subunidade delta da
proteina 1 do complexo T

DNA (citosina-5)-
metiltransferase 1

Proteina 2 que contém o
dominio da isocorismatase

3-mercaptopiruvato
sulfurtransferase

Proteina de ligacdo a RNA
12

Proteina PRRC2C

Peptidil-prolyl cis-trans
isomerase FKBP3

Fator de alongamento 2

Q8WX93

P37802

Q6P2E9

Q9Y333

Q06323
P29401
P68036
Q14651

P50991

P26358

Q96AB3

P25325

QYNTZ6
Q9Y520
Q00688

P13639

Filamento de actina/ntcleo

Exossomo extracellular

Citoplasma/nicleo

Citoplasma/nicleo

Complexo de proteassoma

Exossomo/vesicula
extracellular

Citoplasma/nicleo

Filamento de actina

Complexo T contendo
centrossomo/chaperonina

Nucleo

Citoplasma/nicleo

Exossomo extracellular

Nucleoplasma
Membranas

Nicleo

Citoplasma/exossomo
extracelular/niicleo

Ligacao da alfa-actinina
muscular

Ligacdo a caderina

Desconhecido

Ligacao de RNA

Atividade do ativador de
endopeptidase

Atividade da transcetolase

Atividade de ubiquitina-
proteina transferase
Componente estrutural do
citoesqueleto
Chaperona de dobramento
de proteinas

Atividade de DNA-
metiltransferase
Desconhecido

Atividade da 3-
mercaptopiruvato
sulfurtransferase

Ligacdo de RNA
Ligacdo de RNA

Ligacdo de RNA

Atividade do fator de
alongamento da traducdo

Organizagdo do
citoesqueleto
Diferenciacdo de células
epiteliais
Decapagem independente
de deadenilacio do mRNA
transcrito no nicleo

Splicing de mRNA, via
spliceossomo

Regulacdo da transi¢do
G1/S do ciclo celular
Processo biossintético do
gliceraldeido-3-fosfato
Regulacio positiva da
ubiquitinagdo de proteinas
Formag@o da rede de
filamentos de actina
Dobramento de proteinas
mediado por chaperonas
Manuten¢@o da metilagdo
do DNA cromossdmico
apos a replicagdo do DNA
Desestabilizagdo de
proteinas

Resposta a substancia
toxica
Regulacdo do splicing de
RNA
Montagem de granulos de
estresse

Desconhecido

Alongamento da traducdo

1.99

2.02

2.05

2.09

2.15

2.18

222

222

2.25

2.27

2.36

2.37

2.74

2.79

2.82

2.98
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Subunidade 5A da
citocromo c¢ oxidase,
mitocondrial

Co-chaperona Cdc37 da
Hsp90

Aspartato aminotransferase
mitochondrial

Proteina 1 associada a
DAZ

Intensificador de homélogo
rudimentar
Adenosina desaminase
especifica de RNA de fita
dupla
Manosil-oligossacarideo
1,2-alfa-manosidase 1A

Provével E3 ubiquitina-
proteina ligase IRF2BPL

Proteina 1 de ligagdo a
danos no DNA
Homoélogo de VTA1 da
proteina vacuolar

Subunidade 2 da dinactina
Enzima conjugadora de

ubiquitina E2
(independente de E3)

P20674

Q16543

P00505

Q96EP5

P84090

P55265

P33908

Q9H1B7

Q16531

QONP79

Q13561

Q9CO0CY

Membrana mitocondrial

Complexo de chaperona
HSP90-CDC37

Mitocdndrio/membrana
plasmatica
Complexo de
ribonucleoproteina

Nucleo

Citoplasma/membrana/ntcleo

Vesicula citoplasmadtica

Espaco extracelular/nicleo

Citoplasma/nicleo

Exossomo/citosol extracellular

Complexo
centrossomo/dinactina

Nicleo

Atividade da citocromo-c
oxidase

Ligacdo a quinase

Atividade de ligagdo ao
RNA/L-aspartato

Ligacdo de RNA

Ligacdo de RNA

Atividade de adenosina
desaminase de RNA de fita
dupla

Atividade de mannosidase

Atividade da proteina
ubiquitina ligase

Ligacdo ao DNA
Desconhecido

Ligacao de proteina
quinase

Atividade da ubiquitina-
proteina transferase

Respiracdo celular

Regulacdo da atividade da
proteina serina/treonina
quinase dependente de

ciclina
Processo catabélico de
aspartato
Regulacgdo positiva do
splicing de mRNA, via
spliceossomo

Processo metabdlico de

nucleosideos de pirimidina

Edicdo de adenosina para
inosine
Via ERAD

Regulacdo negativa da
transcricdo pela RNA
polimerase 11

Resposta a danos no DNA

Macroautofagia

Alinhamento de
cromossomos em metafase
mitdtica
Regulacgdo positiva da via
de sinalizacio BMP

3.04

3.20

3.25

3.48

3.83

4.15

441

4.61

4.82

5.76

8.42

38.18
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