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RESUMO

Os peptideos derivados de plantas tém se destacado devido a possibilidade
de modificagdes estruturais e toxicidade seletiva. A Moringa oleifera deu origem ao
peptideo Mo-CBP5-Peplll, que foi sintetizado para uma maior seletividade.
Inicialmente, foi investigada com fung¢do antimicrobiana e antifungica, portanto, os
resultados promissores levaram a analises acerca de seu potencial antitumoral.
Neste estudo, avaliou-se a atividade contra células de adenocarcinoma gastrico
(AGS) de cancer gastrico, demonstrando baixa toxicidade em células normais de
mucosa gastrica (MNP-01). Buscou-se compreender o mecanismo de ac&o do
peptideo sintético. Inicialmente, realizou-se a analise de citotoxicidade para
determinagcao do valor de ICs, logo em seguida, analisou-se a integridade de
membrana, acumulo de espécies reativas de oxigénio, alteragdes morfolégicas por
microscopia eletronica de varredura e analise protedmica. A analise protebmica
revelou que o peptideo modulou proteinas envolvidas na proliferagao, metabolismo,
organizacdo do citoesqueleto, resposta ao estresse, reparo celular e resisténcia a
farmacos. Observou-se reducdo na expressdo de proteinas pro-tumorais,
importantes para o desenvolvimento e sobrevivéncia do cancer, enquanto algumas
proteinas supressoras apresentaram aumento na abundancia. O peptideo promoveu
maior vulnerabilidade das células ao estresse oxidativo, um mecanismo importante
na lise da célula tumoral. Na protebmica, destacou-se a reducdo de proteinas
altamente associadas com resisténcia a diversas terapias, como CLIC1 e HNRNPC,
que a diminuicdo esta relacionada com a perda de resisténcia a cisplatina,
oxaliplatina e vincristina. Por outro lado, proteinas foram aumentadas em sua
abundancia, como a TXNL1 que contribuiu para a redugdo de resisténcia a
cisplatina. Os resultados apontam para um efeito antitumoral gastrico, com um
mecanismo de agao multiplo, envolvendo aumento da permeabilidade da membrana,
formagao de poros e desequilibrio em diversas vias intracelulares, sugerindo ser um
potencial candidato terapéutico, isoladamente ou em combinacdo com farmacos
convencionais. Portanto, estudos futuros deverao esclarecer detalhadamente seus
efeitos sobre apoptose, migragédo, invasdo tumoral, vias de sinalizacdo celular
envolvidas, aprofundar nas proteinas encontradas neste estudo, para compreender
suas fungdes na biologia tumoral e a possivel da interacdo do Mo-CBP;-Peplll com

farmacos convencionais.
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MO-CBP3-Peplll ALTERS THE PROTEOMIC PROFILE OF GASTRIC
CANCER CELLS, INCUCES MEMBRANE PORE FORMATION, AND EXCESSIVE
ROS ACCUMULATION.

ABSTRACT

Plant-derived peptides have gained prominence due to the possibility of
structural modifications and selective toxicity. Moringa oleifera gave rise to the
peptide Mo-CBP3-Peplll, which was synthesized to achieve greater selectivity.
Initially, it was investigated for its antimicrobial and antifungal activities; therefore, the
promising results led to further analyses regarding its antitumor potential. In this
study, its activity against gastric adenocarcinoma cells (AGS) was evaluated,
demonstrating low toxicity toward normal gastric mucosal cells (MNP-01). The
mechanism of action of the synthetic peptide was investigated. First, cytotoxicity
analysis was performed to determine the ICso value, followed by the evaluation of
membrane integrity, accumulation of reactive oxygen species, morphological
alterations by scanning electron microscopy, and proteomic analysis. Proteomic
profiling revealed that the peptide modulated proteins involved in proliferation,
metabolism, cytoskeletal organization, stress response, cellular repair, and drug
resistance. A reduction in the expression of pro-tumoral proteins essential for cancer
development and survival was observed, while an increase in the abundance of
some tumor suppressor proteins was detected. The peptide promoted increased
cellular vulnerability to oxidative stress, an important mechanism in tumor cell lysis.
Proteomic analysis highlighted a reduction in proteins highly associated with
resistance to several therapies, such as CLIC1 and HNRNPC, whose downregulation
is related to decreased resistance to cisplatin, oxaliplatin, and vincristine. Conversely,
some proteins showed increased abundance, including TXNL1, which contributed to
reduced resistance to cisplatin. These findings indicate a gastric antitumor effect with
a multifaceted mechanism of action, involving increased membrane permeability,
pore formation, and dysregulation of multiple intracellular pathways, suggesting that
Mo-CBP3-Peplll is a promising therapeutic candidate, either alone or in combination
with conventional drugs. Therefore, future studies should further elucidate its effects
on apoptosis, migration, tumor invasion, and associated signaling pathways, as well

as deepen the investigation of the proteins identified in this study to better



understand their roles in tumor biology and the potential interaction of

Mo-CBP3-Peplll with conventional chemotherapeutic agents.

Keywords: Peptide. Gastric cancer. Proteomics. Oxidative stress. Membrane

permeability.mem
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INTRODUGAO

O cancer é caracterizado por uma doenga em que algumas células do
organismo, ao sofrerem mutacbes genéticas, passam a se multiplicar de forma
descontrolada. Sua evolugao ocorre por meio do crescimento celular desordenado,
que pode levar a formagdo de tumores malignos, com potencial de invasao e
disseminagdo para outros tecidos. Quando essa expansdo atravessa 0s vasos
sanguineos e alcanga a corrente sanguinea, adentrando a outros 6rgéos e tecidos,
ocorre a metastase, desenvolvendo assim novos sitios tumorais (NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2021). Essa multiplicagdo envolve diversos fatores genéticos
e epigenéticos, que contribuem para a heterogeneidade e complexidade da doenca.
O acumulo progressivo de mutagdes ao longo das sucessivas divisdes celulares
favorece o desenvolvimento e a disseminag&o de caracteristicas celulares malignas.
(SANCHEZ, 2013; SAMERI et al., 2021).

Em 2022, o numero de novos casos de cancer no mundo foram de 20
milhdes, com 9,7 milhdes de mortes. No cancer gastrico foram estimados
aproximadamente 968.350 e cerca de 659.853 mortes atribuidas a essa neoplasia,
estabelecendo-a como o quinto tipo de cancer, tanto em incidéncia como em
mortalidade (BRAY et al., 2024). No entanto, para o triénio 2026 - 2028, para o Brasil
sdo esperados 704 mil novos casos de cancer diagnosticados conforme o Instituto
Nacional do Cancer (INCA, 2026).

Devido a alta taxa de mortalidade, muitos estudos tém se concentrado no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas visando aperfeicoar os
tratamentos e melhorar a sobrevida dos pacientes. Os farmacos convencionais,
costumam causar muitos efeitos indesejaveis, atingindo células saudaveis devido a
baixa seletividade, o que dificulta ainda mais o tratamento (CASTANEDA et al.,
2022).

Nesse contexto, diversas moléculas passaram a ser investigadas como alvos
terapéuticos, entre elas os peptideos, que se destacam por sua ampla distribuigao
em diferentes organismos, como diversas bactérias, plantas, virus, fungos e
parasitas (GORDON et al., 2005; BAHAR et al., 2025). Dentre esses, os peptideos
antimicrobianos tém ganhado atengdo no campo do reposicionamento terapéutico,
devido as suas propriedades bioativas, como ag¢ao antimicrobiana, anticancer e
imunomoduladoras (SOUZA et al., 2020; LIMA et al., 2021).
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Seu mecanismo de ag¢ao ocorre por meio da interagdo com membranas que
apresentam carga negativa. Os microrganismos possuem membranas ricas em
fosfolipidios anibnicos, como fosfatidilglicerol, cardiolipina e fosfatidilserina,
componentes que conferem carater negativo. De modo semelhante, a membrana de
célula tumoral apresenta carga negativa devido a presenca de moléculas anibnicas,
incluindo fosfatidilserina, mucinas O-glicosiladas, gangliosideos sialilados e sulfato
de heparano (SCHWEIZER et al., 2009; DI SOMA et al., 2020)

Em contraste, a seletividade dos peptideos esta relacionada a auséncia
dessas moléculas na membrana de células normais, que € predominantemente
composta por fosfolipidios zwitteribnicos neutros e esterodis. Além disso, a elevada
presenca de colesterol nas membranas celulares animais dificulta a interacdo e a
insercao desses peptideos (PARCHEBAFI et al., 2022).

Nesse cenario, o reposicionamento de peptideos antimicrobianos sintéticos -
synthetic antimicrobial peptides (SAMPs) derivado de peptideos naturais, tém
despertado interesse na pesquisa terapéutica, especialmente no campo do
tratamento do cancer (SOUZA et al., 2020; TAN et al., 2021; WON et al., 2006). A
modificagdo de seus componentes estruturais permite que os SAMPs sejam
desenvolvidos para interagir seletivamente com células tumorais, aumentando sua
eficacia e reduzindo a toxicidade com células saudaveis (TAN et al., 2021).

Diante disso, os SAMPs se tornam uma ferramenta no desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas contra o cancer, preservar propriedades adicionadas
no paragrafo anterior. Portanto, a busca por novos peptideos sintéticos com
propriedades antitumorais que superem as limitagdes dos peptideos naturais traz
novas perspectivas para terapias mais eficazes e menos téxicas (SINHA; SHUKLA,
2019; LEl et al., 2019).

Nesse contexto, a planta Moringa oleifera apresentou em sua semente a
proteina Mo-CBP; (Chitin-Binding Protein 3), a partir da qual foi desenhado o
peptideo Mo-CBP;-Peplll, que tem apresentado acdo como agente anticancer,
embora seu mecanismo de ag&do ainda ndo esteja completamente esclarecido no
cancer (OLIVEIRA et al, 2019). Estudos anteriores, conduzidos com
microrganismos, ja evidenciam sua capacidade de atuar sobre a integridade de
membranas celulares. Considerando as semelhangcas estruturais destes

microrganismos com a membrana da célula tumoral, acredita-se que esse peptideo
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possa exercer efeito citotoxico também contra essas células tumorais (OLIVEIRA et
al., 2019; AMARAL et al., 2021).

Disto isto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do peptideo
Mo-CBP3-Peplll em células de adenocarcinoma gastrico (AGS), investigando sua
acao citotoxica, aspectos relacionados a sua seletividade e seus mecanismos de
acao através da analise da integridade da membrana, indugédo de espécies reativas
de oxigénio e avaliacdo de morfologia por microscopia eletrénica de varredura, a fim
de compreender com maior precisao os efeitos celulares induzidos pelo peptideo.

Além disso, a analise protedbmica foi empregada como abordagem para
investigar alteragdes no perfil proteico celular, uma vez que mudangas na expressao
de proteinas constituem importantes indicadores de desregulagdo de processos
celulares essenciais, como proliferagdo, metabolismo, resposta ao estresse e
mecanismos de morte celular, contribuindo para a elucidagdo do mecanismo de
acao antitumoral do Mo-CBP3-Peplll. Desta forma, este trabalho busca contribuir

com 0 avango na busca por novas alternativas contra o cancer gastrico.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Cancer

O cancer é uma doenga complexa que envolve diversos fatores genéticos e
epigenéticos, sendo moduladas por fatores ambientais, podendo afetar diferentes
orgaos do organismo. Seu desenvolvimento ocorre por meio de um crescimento
desordenado de células e pela invasao de 6rgaos e tecidos do corpo. Dito isto, o
cancer se destaca pelo seu crescimento desorganizado, repressao dos mecanismos
de morte celular e pela angiogénese, onde vasos sanguineos sdo formados
auxiliando o desenvolvimento da metastase, permitindo a passagem de células
cancerigenas para outros 6rgaos (SAMERI et al., 2021).

O crescimento das células normais do organismo ocorre de forma controlada:
elas se multiplicam e morrem em uma unica camada, respeitando um limite de
crescimento. No entanto, as células cancerigenas se proliferam desordenadamente
e formam agrupamentos. Em vez de seguirem o ciclo natural de morte celular,
continuam crescendo e se espalhando. Essa alteragdo na proliferacdo € um dos
fatores que diferencia as células saudaveis das cancerosas (INCA, 2011).

Para que o cancer se desenvolva, é necessario ocorrerem multiplas mutacoes
genéticas. Dentre os fatores envolvidos, os riscos intrinsecos se referem a mutacdes
espontaneas inevitaveis, causadas por erros aleatorios na replicagcdo do material
genético. Essas mutagbes aleatérias e inevitaveis fazem parte do processo de
envelhecimento e da natureza de replicacao do DNA. Portanto, existem fatores que
ndo sao intrinsecos e que se dividem em duas categorias principais: fatores
exogenos, como agentes cancerigenos, virus e elementos relacionados ao estilo de
vida (como tabagismo, atividade fisica e dieta); e fatores enddégenos que estéo
associados as caracteristicas individuais (como imunidade, metabolismo e resposta
a danos no DNA), influenciando no controle do crescimento celular e da integridade
do genoma (WU et al., 2018).

A transformacéao de células normais em células tumorais se da pela sequéncia
de mutacbes somaticas, que sao inevitaveis. Tudo comega com mutagdes nos
tecidos normais desde a primeira divisdo e que se acumulam a medida que vao
envelhecendo (ABASCAL et al.,, 2021; HERMS; JONES, 2023). Algumas dessas
mutacdes ndo vao alterar o comportamento celular e se mantém neutras, ja outras

podem aumentar a capacidade de multiplicagdo de uma célula. Se uma célula com
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mutacdo adquire maior aptiddo competitiva em relacdo a célula normal, isso
aumenta a possibilidade da formagdo de um clone e supera as células normais,
levando as transformacgdes tumorais (FOWLER et al., 2022; HERMS; JONES, 2023).

ApOs o surgimento das mutagbes somaticas clonais, ocorre a expansao
daquele clone. Durante essa expansao, novas mutagdes podem surgir em células
individuais desse clone, originando os subclones. Essas mutagdes subclonais
surgem tardiamente na tumorigénese e, quando restritas a regides do tumor,
contribuem para a heterogeneidade intratumoral que aumenta a progressdo do
cancer (RAMON et al., 2020).

Além disso, o cancer pode ser categorizado segundo a sua origem, sendo
carcinomas, sarcomas ou leucemias (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2021). Os
carcinomas se originam de células do epitélio, como os tecidos que revestem os
orgaos e a propria pele. Ja os sarcomas se originam das células dos tecidos
conjuntivos. Alguns exemplos sdo os osteossarcomas e angiossarcomas. Por fim, as
leucemias tém origem nas células sanguineas da medula 6ssea. Existem alguns
tipos de leucemias, classificadas conforme os glébulos brancos afetados, podendo
ser mieloides ou linfoides (FLETCHER C.D, 2014; RIBEIRO FILHO et al., 2017).

O desenvolvimento do cancer ocorre em varios processos. Atualmente,
reconhece-se que existem trés estagios do cancer: iniciagdo, promocao e
progressao. A iniciagao ocorre quando as células sofrem mutagdes que levam a uma
ou mais alteragbes celulares, geralmente permanentes, seja de forma natural ou
devido a exposi¢cado a agentes cancerigenos. Na promogéo, as células transformadas
podem, por um tempo, ndo apresentar potencial tumoral, até que sua proliferacéo
seja estimulada pelo contato com fatores externos, causando um desequilibrio no
organismo. Por fim, na progressdo, as células passam a crescer de forma
descontrolada, e as mudancgas recorrentes dao origem a células tumorais. Essas
células invadem tecidos e formam tumores. A medida que o tumor cresce, as células
continuam sofrendo mutagdes, o que aumenta a heterogeneidade do cancer e sua
complexidade (DEVI, 2004; LIU et al., 2015).

Para que o processo de tumorigénese ocorra, sdo necessarias alteragdes
genéticas que incluem a ativagado de oncogenes, a inativagao de genes supressores
de tumor e defeitos em genes responsaveis pela manutencao da estabilidade
gendmica, resultando em instabilidade genética. Visto que, sdo necessarias

multiplas mutagdes para ocorrer um desequilibrio que pode levar ao cancer. Os
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mecanismos envolvidos nesses desequilibrios promovem o aumento da proliferacao
por meio da ativagdo de sinais de crescimento, inibicdo do apoptose e falha nos
pontos de controle do ciclo celular, resultando na multiplicacédo descontrolada das
células. Aléem disso, as mutagdes podem ser somaticas, ocorrendo em células do
corpo e nao séo herdadas, ou germinativas, que acontecem nas células formadoras
de gametas e podem ser transmitidas para os descendentes (VOGELSTEIN e
KINZLER, 2004).

As caracteristicas do cancer tém evoluido ao longo dos anos e muitos estudos
sao realizados para compreender os mecanismos relacionados ao desenvolvimento
e progressao tumoral. Assim, Hanahan & Weinberg descreveram seis caracteristicas
essenciais para o desenvolvimento do cancer, como autossuficiéncia em sinais de
crescimento, evasdo a morte celular, insensibilidade a sinais inibitérios de
crescimento, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo de
tecidos e metastase (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

Em 2011, foram adicionadas quatro novas caracteristicas, incluindo a
reprogramacao metabdlica e evasao do sistema imunoldgico e dois mecanismos
facilitadores: a instabilidade genémica e a inflamagéo tumoral. Recentemente, novas
dimensbes foram incorporadas, chegando a quatorze caracteristicas que
apresentam aspectos como transdiferenciagao celular, reprogramagao epigenética
nao mutacional, influéncia do microbioma e células senescentes. Todos esses
estudos ajudam na compreenséo das multiplas facetas do cancer e continuam a
aprofundar o entendimento dos mecanismos que promovem o crescimento tumoral
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; HANAHAN, 2022). Na figura 1 estao ilustradas

todas as marcas associadas as caracteristicas comuns a todos os canceres e que
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contribuem para diferentes tipos de tumores.
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Figura 1 - Caracteristicas do cancer
Fonte: Adaptado de HANAHAN (2022).

1.2 Cancer Gastrico

O cancer gastrico (CG) é uma enfermidade que acomete milhares de pessoas
anualmente em todo o mundo. Trata-se da quinta malignidade mais diagnosticada
globalmente, desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma. Devido ao seu
avango silencioso e ao diagnostico tardio, € considerada a quinta causa de
mortalidade, totalizando cerca de 10 milhées de mortes em 2022 (BRAY et al,
2024).

A incidéncia do cancer gastrico € aproximadamente duas vezes maior em
homens (15,8/100 mil) do que em mulheres (7,0/100 mil), segundo a ASIR.
Globalmente, as maiores taxas concentram-se na Asia Oriental, associadas a
habitos alimentares ricos em sal e fatores genéticos, enquanto Africa e América do
Norte apresentam menores indices (KONG et al., 2025). No Brasil, estimam-se cerca
de 22.530 mil novos casos anuais no triénio 2026—-2028, sendo a quinta neoplasia

mais prevalente (INCA, 2026). A incidéncia € maior em regides com menor IDH,
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como Norte e Nordeste. No Ceara, ocupa a terceira posi¢céo geral, sendo o segundo
mais incidente entre homens e o sexto entre mulheres (INCA, 2026).

A carcinogénese gastrica € um processo multifatorial, no qual a infecgao
cronica por Helicobacter pylori desempenha um papel central. Uma infec¢do crbnica
da mucosa gastrica leva ao desenvolvimento da gastrite atréfica e metaplasia
intestinal, aumentando o risco de surgimento de CG. Diversos fatores de viruléncia
contribuem para esse processo, incluindo a citotoxina associada ao gene A (CagA),
a citotoxina vacuolizante A (VacA), além da produgdo de urease e presenca de
flagelos bacterianos, os quais favorecem a colonizagédo, sobrevivéncia e dano
tecidual na mucosa gastrica (SMYTH et al., 2020; DUAN et al., 2025).

Além da infeccdo bacteriana, outros fatores de risco contribuem para o
surgimento do CG. Dietas ricas em sal e nitrito, mais presentes em alimentos
conservados, podem aumentar o risco da doenca, especialmente quando envolvidos
com H. pylori. Além disso, o tabagismo e fatores do préprio hospedeiro, como genes
relacionados a resposta inflamatéria, como as interleucinas e fatores de necrose
tumoral alfa (TNF-a) podem diminuir a secre¢ao de acido gastrico, favorecendo a
colonizagdo bacteriana e contribuindo para a carcinogénese gastrica (CORREA,
2013; SILVA et al., 2024).

Do ponto de vista histologico, aproximadamente 95% dos casos de CG
correspondem ao adenocarcinoma, que apresenta elevada heterogeneidade
biolégica (ABENGOZAR et al., 2021). Devido a heterogeneidade do CG e a sua
deteccédo tardia, diversos sistemas de classificacdo foram desenvolvidos ao longo
dos anos. Entre eles, destacam-se as divisdes histologicas propostas por Laurén
(1965), que divide os adenocarcinomas gastricos em dois subtipos principais:
intestinal e difuso (LAUREN, 1965).

O tipo intestinal é caracterizado pela formagao de estruturas glandulares e é
considerado um tipo mais diferenciado (SMYTH et al., 2020). Esse tipo esta mais
presente em individuos mais velhos, especialmente no sexo masculino, e esta
associado a fatores ambientais, como a infec¢cdo por H. pylori. Seu prognéstico €
mais favoravel, pois seu desenvolvimento mais organizado permite um diagndstico
precoce, o que o torna menos agressivo (MACHLOWSKA et al., 2020).

No tipo difuso, as células apresentam pouca coesdo entre si e baixo grau de
diferenciagdo. Seu desenvolvimento ocorre por meio da infiltracdo de células em

anel de sinete na mucosa gastrica, que vao substituindo o tecido normal. Essas
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células se difundem de forma desorganizada pelo estroma, sem formar estruturas
glandulares bem definidas, caracteristica marcante desse subtipo (LAUREN, 1965;
SARRIUGARTE LASARTE et al.,, 2021). Afeta homens e mulheres de forma
semelhante, com maior frequéncia em pacientes mais jovens, e esta associado a um
pior prognostico e menores taxas de sobrevida. Entre os fatores genéticos
envolvidos, destaca-se a mutacdo do gene CDH1, responsavel por codificar a
proteina de adesao celular, a E - caderina que possui a fungao de supressor tumoral
(CHEN et al., 2016; MA et al., 2016; SITARZ et al., 2018).

Clinicamente, nas fases iniciais, o CG costuma ser assintomatico, o que
dificulta o diagnédstico precoce. Quando os sintomas se tornam evidentes, como
disfagia, perda de peso, anemia, sangramento gastrointestinal e vomitos, a doenca
ja se encontra em estagio avangado (JOSHI; BADGWELL, 2021). A endoscopia
digestiva alta com Dbidpsia constitui o padrdo-ouro diagnostico, sendo
complementada por ultrassonografia endoscépica, REM, DES e exames de imagem
como TC e FDG-PET/TC para estadiamento (HAMADA et al., 2021; GERTSEN et
al., 2021).

O tratamento do CG varia conforme o estagio da doenga. Em casos
localizados, a ressecgao cirurgica € o padréo terapéutico, podendo ser associada a
quimioterapia ou quimiorradioterapia adjuvante para reduzir recidiva (GUAN et al.,
2023). Em doenga avangada, a quimioterapia baseada em fluoropirimidinas
combinadas a agentes platinicos permanece como primeira linha, com alternativas
como paclitaxel, docetaxel e irinotecano em linhas subsequentes. Mais
recentemente, terapias-alvo e imunoterapias, incluindo inibidores de checkpoint
imunoldgico direcionados a PD-1 e CTLA-4, tém ampliado as opg¢des terapéuticas,
especialmente em pacientes com biomarcadores especificos (PANAHIZADEH et al.,
2025).

Apesar desses avangos, a elevada heterogeneidade tumoral, a toxicidade
associada aos tratamentos convencionais e a resisténcia terapéutica ainda
representam desafios. Nesse cenario, torna-se fundamental a busca por novas
estratégias terapéuticas mais seletivas e eficazes, abrindo espago para o
desenvolvimento de abordagens inovadoras, como o uso de peptideos sintéticos

com potencial antitumoral no cancer gastrico (DI SOMA et al., 2020).
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1.3 Reposicionamento de peptideos antimicrobianos como Terapia contra o

Cancer

1.3.1 Peptideos naturais

Com o avango das pesquisas cientificas, diversos estudos focaram na
investigacado de produtos naturais, devido a presenca de compostos biologicamente
ativos e ao potencial terapéutico de suas moléculas. Dentre esses compostos,
destacam-se os peptideos, que sdo moléculas formadas por pequenas cadeias de 5
a 50 aminoacidos unidas por ligagdes peptidicas. Devido a sua diversidade
estrutural e funcional, esses peptideos apresentam papéis importantes em
processos fisioldgicos, atuando como hormoénios, neurotransmissores, fatores de
crescimento e agentes antimicrobianos (MACHADO et al., 2004; MARTINI;
TAGLIAZUCCHI, 2023).

Com o aumento constante da resisténcia bacteriana, a busca por novos
antibidticos vem se tornando um grande desafio. Por isso, os peptideos
antimicrobianos — Antimicrobial peptides (AMPs), que atuam como elementos de
defesa do hospedeiro, tém se destacado. Esses AMPs apresentam estruturas
a-helicoidais catibnicas, com cargas positivas e sao anfifilicos, ou seja, possuem
regides hidrofilicas e hidrofébicas. Essas caracteristicas facilitam a interagcdo com as
membranas bacterianas, que apresentam carga negativa devido a presenga de
fosfolipidios aniénicos, como fosfatidilglicerol, cardiolipina e fosfatidilserina. Essa
interacdo causa danos a membrana celular, alterando seu potencial eletroquimico e
permitindo a entrada de moléculas maiores, levando, eventualmente, a morte celular
(LEI et al., 2019; DI SOMA et al., 2020; PATIL et al., 2022).

Dito isto, os peptideos vém ganhando destaque como promissores candidatos
terapéuticos, uma vez que estdo presentes em quase todos os organismos Vivos.
Essas moléculas apresentam aplicagdes amplas, podendo atuar como agentes
antidiabéticos, anti-hipertensivos, anti-inflamatdérios, antimicrobianos, antitrombético,
antioxidantes, como opioides e até antitumorais, pois a carga negativa da membrana
de células tumorais favorece a interacdo com peptideos catibnicos. Apesar do
potencial terapéutico, os peptideos naturais possuem algumas limitagdes, como
toxicidade, suscetibilidade a degradagdo por enzimas do hospedeiro, baixa
seletividade e hidrossolubilidade indesejada, o que compromete sua viabilidade para

aplicagdes a longo prazo. Nesse contexto, novas estratégias vém sendo exploradas
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para potencializar e ampliar as aplica¢gdes dos peptideos na saude (CAPECCHI et
al., 2021; PATIL et al., 2022).

1.3.2 Peptideos sintéticos

Devido as limitagdes dos peptideos naturais, como a baixa seletividade e sua
vulnerabilidade a degradagao, surgiram os peptideos sintéticos — Synthetic peptides
(SPs), uma alternativa promissora. Esses peptideos podem ser projetados de forma
estratégica, permitindo uma maior especificidade e eficacia terapéutica ao
direciona-los para alvos especificos. O desenho desses peptideos permite a
imitacdo de regibes ativas de proteinas, influenciando processos biolégicos. As
modificagdes quimicas aumentam sua diversidade e resisténcia a degradacéo,
melhorando seu uso para as aplicagdes terapéuticas (GROR et al., 2016; LEI et al.,
2019; SOUZA et al., 2020).

Esses peptideos desenhados sdo conhecidos como Peptideos
antimicrobianos sintéticos - Synthetic antimicrobial peptides (SAMPs). O
desenvolvimento dessas moléculas a partir de sequéncias de AMPs naturais
possuem dois objetivos principais: o primeiro € isolar a parte que contém a atividade
antimicrobiana; o segundo € eliminar os trechos que possuem os efeitos
indesejados, como a toxicidade (LIMA et al., 2021). Todo esse processo ocorre por
ferramentas de bioinformatica, que permite a modulacdo dessas sequéncias
peptidicas para o desenvolvimento direcionado de peptideos sintéticos. (LAU;
DUNN, 2018; ZHANG et al., 2022).

No entanto, com o auxilio de bancos especializados e modelos estatisticos,
possibilita-se desenvolver sequéncias e aprimorar as ja existentes. Dentre os bancos
de dados mais utilizados nesse processo estdo o DADP (Database of Anuran
Defence Peptides), APD3(Antimicrobial Peptide Database) e o CAMP (Collection of
Antimicrobial Peptides), que reunem informagdes sobre peptideos com atividades
antimicrobiana, antioxidante, e auxiliam na identificacado, previsdo e modificagdo das
atividades desses peptideos. Esses recursos possibilitam uma visdo mais ampla do
desenho de peptideos, podendo prever o comportamento das moléculas e guiar a
producao dos peptideos de forma mais eficaz (RONCEVIC et al., 2019; WANG G et
al., 2021; GAWDE et al., 2023; ZHANG et al., 2024).

Logo, os peptideos antimicrobianos passaram a ser investigados também por

seu potencial antitumoral, sendo reposicionados e modificados por desenhos
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sintéticos, para gerar moléculas peptidicas eficazes contra o cancer. Diante do
aumento dos mecanismos de resisténcia apresentados pelas células cancerigenas
as terapias convencionais, esse reposicionamento dos AMPs oferece uma nova
perspectiva no tratamento do cancer. Como esses peptideos tém como alvo as
membranas celulares, estudos indicam que seu mecanismo é a formacéo de poros
nessas estruturas, alterando a sua permeabilidade e levando a morte celular.
Embora esse processo possa ser mais demonstrado nas bactérias, ha evidéncias de
que o mesmo pode ocorrer em células cancerigenas, por conta das semelhangas
entre as membranas bacterianas e tumorais (JAFARI et al., 2022; KORDI et al.,
2023; BENFIELD et al., 2024; ZARE — ZARDINI et al., 2024).

Recentemente, a aplicagcao de peptideos sintéticos no tratamento do CG tem
recebido atencdo crescente. Estudos apontam que esses compostos apresentam
atividade citotoxica seletiva contra linhagens celulares desse tipo de tumor,
oferecendo uma alternativa inovadora diante das limitagdes das terapias tradicionais.
Um exemplo € o peptideo antimicrobiano catibnico GW-H1, investigado como
potencial agente terapéutico contra CG. Esse peptideo foi testado em células de
adenocarcinoma gastrico humano (AGS). Os resultados demonstraram que o
composto GW-H1 apresentou o menor valor da concentragdo inibitoria 50 (ICsy)
entre os peptideos avaliados, mostrando uma forte atividade citotoxica. Além disso,
apoés 24 horas de tratamento, observou-se a indugdo de apoptose nas células
tumorais (PAN et al., 2015).

Outros estudos também destacam diversos peptideos com acdes citotdxicas
em relacdao ao CG. Um exemplo é a melitina, um peptideo antimicrobiano derivado
do veneno da abelha, com concentragdes baixas ja se observou uma inibicdo na
proliferagdo, migracao e invasdao em células AGS (MAHMOODZADEH et al., 2015;
SOLIMAN et al., 2019; HUANG et al., 2021). Nesse contexto, o interesse por novos
peptideos com acdo anticancerigena tem crescido, inclusive em nosso grupo de
pesquisa, que vem investigando diferentes sequéncias com efeitos antineoplasicos.
Destaca-se o peptideo sintético Mo-CBP3-Peplll, derivado da planta Moringa
oleifera, desenvolvido a partir da proteina Mo-CBP3 (Chitin-Binding Protein 3),
isolada das sementes, o qual demonstrou capacidade de estimular a geragao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e aumentar a permeabilidade da membrana
em células de candida e Staphylococcus aureus, sem demonstrar toxicidade ou

atividade hemolitica em células humanas in vitro (OLIVEIRA et al., 2019).
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O peptideo sintético Mo-CBP;-Peplll demonstrou resultados em estudos
iniciais voltados para microrganismos, como fungo do género Candida e bactérias de
cepas sensiveis, incluindo a Staphylococcus aureus. Além de sua potente atividade
antimicrobiana, destaca-se a resisténcia a digestdo por pepsina e outras enzimas
proteoliticas presentes no ambiente intestinal. Essa caracteristica reforca seu
potencial para administragao oral em terapias futuras (OLIVEIRA et al., 2019)

O Mo-CBP3-Peplll possui a sequéncia de aminoacidos AIQRCC (Alanina,
Isoleucina, Glutamina, Arginina, Cisteina, Cisteina) (Figura 2), combinando regides
hidrofdbicas (A, 1), polares (Q) e catidnicas (R). Apresenta massa molecular de
692,85 kDa, carga liquida positiva de +1 e 66% de aminoacidos hidrofébicos,
caracteristicas que favorecem sua interagdo com membranas celulares. A carga
positiva possibilita a atragao eletrostatica pela superficie de carga negativa, devido a
presenca dos fosfolipidios aniénicos (OLIVEIRA et al., 2019; AMARAL et al., 2021;
BEZERRA et al., 2022).

AIQRCC

Figura 2 - Figura 2. Estrutura tridimensional do peptideo Mo-CBP3-Peplll (sequéncia AIQRCC),
destacando residuos Ala-1, lle-2 e Arg-4

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2019)

Embora a atividade anticancerigena do Mo-CBP;-Peplll ainda ndo tenha sido
explorada, estudos com outros peptideos antimicrobianos sugerem que mecanismos
semelhantes podem ser eficazes contra as ceélulas cancerigenas, tornando essa
sequéncia petidica promissora para novas investigacdes em relagdo a terapia
oncoldgica. Portanto, o reposicionamento terapéutico do peptideo sintético torna-se

relevante devido a sua capacidade de atuar em microrganismos resistentes a
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drogas, incluindo Staphylococcus aureus e Candida spp., por meio de mecanismos
fisicos de acdo que contornam a resisténcia a antibidticos ou antifungicos
convencionais (OLIVEIRA et al., 2019). Seu efeito se baseia na perda da integridade
da membrana, podendo também ser eficiente contra células tumorais, por conta da
semelhanca estrutural das membranas que sera melhor detalhado adiante (GOMES
et al., 2023).

1.3.3 Mecanismo de acao

A membrana celular desempenha uma fungdo de extrema importancia na
protecdo das células, atuando como barreira fisica seletiva. Os peptideos precisam
atravessar essa membrana e alcancar o ambiente intracelular. E necessario que a
cadeia petidica tenha algumas caracteristicas para a que ocorra a interagdo com a
membrana, como a carga liquida positiva, hidrofobicidade que atuam nessa atragéo
inicial (OLIVEIRA et al., 2019).

Para a entrada do peptideo na bicamada lipidica € necessario propriedades
estruturais como helicidade (forma de espiral da cadeia peptidica), anfipaticidade
(sdo as duas faces do peptideo, a hidrofébica que tem afinidade com lipideos e
hidrofilica que interage com &gua e cargas negativas) e a capacidade de
autoassociagdo (é a capacidade de se agrupar ou formar agregados com os
peptideos do mesmo tipo). Esses aspectos permitem que o peptideo desorganize a
estrutura da membrana, facilitando sua insercdo e entrada no meio intracelular
(OLIVEIRA et al., 2019; PETKQV et al., 2019; LIMA et al., 2021; MORETTA et al.,
2021).

Devido ao seu aspecto anfipatico, o peptideo possui regides com cargas
positivas e negativas. Essa parte carregada positivamente permite a interacdo com a
regido negativa da membrana. A carga liquida desses peptideos € possibilitada pela
presenga de aminodacidos catidnicos, como lisina, arginina e histidina, no caso do
Mo-CBP3-Peplll a presenga do aminoacido arginina confere essa carga catiénica
que atrai as membranas negativas. Estudos demonstram que a carga positiva e
hidrofobica dos peptideos influencia diretamente na desestruturagdo da membrana,
como peptideos com muita carga positiva, possuem uma maior afinidade com as
membranas que tem muitos fosfolipideos anidnicos e a hidrofobicidade permite a
facil insercdo na bicamada lipidica (LIU e DEBER, 1997; AKBARI et al., 2018;
CIUMAC et al., 2019; TACKECHI-HARAYA et al., 2022).
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Além da interagao inicial da membrana, as cadeias petidicas podem agir de
outras maneiras, através desses 3 modelos que desestruturam a membrana: de
barril, toroidal e carpete. No modelo Barril, os peptideos tendem a formar poros na
membrana, através da sua inserg&o perpendicular e a organizagao lado a lado que
interagem entre si formando uma abertura membranar. No tipo carpete os peptideos
se acumulam na superficie da membrana, causando uma desestabilizagao estrutural
geral desta membrana, este ndo esta ligado com formagédo de poros. Por fim, o
método toroidal, os peptideos interagem com a membrana, na porgédo carregada de
fosfolipideos, formando assim os poros (KUMAR et al., 2018; BOGDANOVA et al.,
2020; LIMA et al., 2021). Na figura 3 estao ilustrados os modos de permeabilizagao

da membrana lipidica por peptideos - Método Barril, Toroidal e Carpete.

(a) Método Barril (b) Método Toroidal

Figura 3 - Mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos (AMPs), mostrando a interacdo com a
invélucrro e a formagédo de poros.

Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2018.

Diversos constituintes da membrana celular, como o0s polimeros
N-acetil-D-glicosamina (NAG), B-glucanos e quitina, s&o alvos dos peptideos
(MAGANA et al., 2020; AMARAL et al., 2021). Além disso, a membrana bacteriana
apresenta niveis elevados de fosfolipidios aniénicos, como fosfatidilglicerol,
cardiolipina e fosfatidilserina, os quais conferem carga negativa a superficie celular.
De forma semelhante, células cancerigenas também exibem alteragbes na

membrana plasmatica, incluindo a externalizagdo de fosfatidilserina, além da
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presengca de mucinas O-glicosiladas, gangliosideos sialilados e sulfatos de
heparano, que contribuem para o aumento da carga negativa da membrana tumoral
(DI SOMA et al., 2020).

A seletividade dos peptideos esta relacionada a composicdo das membranas
de células normais, que apresentam menor quantidade de fosfolipidios aniénicos,
maior teor de colesterol e predominancia de fosfolipidios zwitteribnicos neutros e
esterois, mantendo a membrana eletricamente neutra e menos suscetivel a agao
desses peptideos (PARCHEBAFI et al., 2022). Quando essa molécula atravessa a
membrana e chegam ao ambiente intracelular podem afetar fungdes vitais, como os
processos de replicagao e transcricdo de material genético e podem inibir a atividade
de enzimas importantes no metabolismo (Li et al., 2022). Varios estudos vém
mostrando também um aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio,
levando a alteracbes oxidativas. Esse desequilibrio afeta todo o funcionamento
celular, porém ainda requer novas investigagées (MORAVEJ et al., 2018; LIMA et al.,
2021).



32

2. HIPOTESE

O tratamento com Mo-CBP;-Peplll em células AGS tem potencial de modular
o proteoma celular e afetar processos relacionados a proliferagao, metabolismo e

integridade celular, fornecendo informagdes sobre sua agao antitumoral.

3. OBJETIVO
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial anticancer do peptideo Mo-CBP3-peplll, derivado da
proteina Mo-CBP3, em diferentes linhagens celulares de céncer gastrico in vitro,

visando compreender sua ag¢ao e seu potencial como molécula antitumoral.

3.2. Objetivos especificos

° Avaliar a citotoxicidade de quatro peptideos derivados de Mo -
CBP; em diferentes linhagens gastricas e selecionar, com base na menor
ICs0, O peptideo mais promissor e a linhagem celular com maior sensibilidade
ao peptideo para os experimentos posteriores;

° Verificar a integridade da membrana plasmatica de células
tratadas com o peptideo Mo-CBP5-Peplll, por meio de ensaios com iodeto de
propidio e dextrana-FITC;

° Investigar a produgcédo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
induzida pelo peptideo, por meio do marcador fluorescente DCFH-DA;

° Avaliar alteragbes morfologicas celulares decorrentes do
tratamento com Mo-CBP;-Peplll, através de microscopia eletronica de
varredura (MEV);

° Analisar as alteragcbes no perfil protebmico de células AGS
tratadas com Mo-CBP;-Peplll em comparagéo com células nao tratadas, a fim
de identificar proteinas diferencialmente expressas e compreender os

possiveis mecanismos de agao envolvidos na resposta ao peptideo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtenc¢ao dos peptideos derivados da proteina Mo-CBP3

Os peptideos sintéticos usados neste estudo foi Mo - CBP;-Pepl
(CPAIQRCC) e Mo — CBP;-Peplll (AIQRCC) desenhado a partir da proteina vegetal
Mo - CBP; purificada das sementes de M. oleifera (OLIVEIRA et al., 2019).
Adicionalmente, foram utilizados os peptideos RcAlb-Pepl (AKLIPTIAL) e
RcAlb-Pepll (SLRGCC), desenhados a partir da proteina vegetal Rc-2S-Alb uma
albumina de reserva isolada das sementes de Ricinus communis (DIAS et al., 2021),
utilizando a ferramenta de acesso livre Computational Prediction of Antimicrobial
Peptides (C-PAmMP) (OLIVEIRA et al., 2019; DIAS et al., 2020).

O desenho racional dos peptideos foi realizado in silico pelos respectivos
autores, considerando caracteristicas estruturais e fisico-quimicas associadas a
atividade bioldgica, como composigdao de aminoacidos, carga liquida, hidrofobicidade
e potencial anfipatico, com auxilio de ferramentas computacionais de predicéao,
incluindo a Antimicrobial Peptide Database (APD), in silico Antimicrobial peptide
predictor (iIAMPpred), Cell Penetrating Peptides (CellPPD), Peptide Cutter (ExPASYy)
e Half-life prediction tool (HLP) (OLIVEIRA et al., 2019; DIAS et al., 2020).

A sintese dos peptideos derivados da proteina Mo - CBP3 foi realizada pela
empresa SynPeptide Co. Ltd (Xangai, China) (OLIVEIRA et al., 2019), enquanto os
derivados da proteina Rc-2S-Alb foram sintetizados pela GenOne (Sao Paulo, Brasil)
(DIAS et al., 2020). Os peptideos apresentaram grau de pureza superior a 95%,
confirmado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa, e

caracterizados por espectrometria de massa (MS).

4.2 Cultivo Celular

As linhagens celulares utilizadas nesse estudo foram AGP-01, ACP-02,
ACP-03, AGS e MNP-01 (célula gastrica ndo tumoral) adquiridas no banco celular do
Laboratério de Farmacogenética do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara. A linhagem AGS é
derivada de adenocarcinoma gastrico humano (BARRANCO et al., 1983). AGP-01
foi estabelecida a partir de adenocarcinoma gastrico intestinal metastatico (ascite).
ACP-02 é proveniente de adenocarcinoma gastrico difuso primario da regido da

cardia, enquanto ACP-03 deriva de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal da
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regidao antral (LEAL et al.,, 2009). A linhagem MNP-01 corresponde a células
gastricas n&o tumorais (MAUES et al., 2018; MESQUITA et al., 2018), utilizada como
controle para avaliagao da seletividade do tratamento.

As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Meio de Eagle modificado
(DMEM; Gibco®), suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco®) e 1% de
solugdo penicilina-estreptomicina (Invitrogen®) (5000 U/mL e 5000 pg/mL). A cultura
foi mantida em estufa umidificada a 37°C com 5% de diéxido de carbono (CO2). O
monitoramento da cultura foi realizado por meio de microscopio invertido (Leica
DMIL LED), observando a morfologia e a confluéncia celular. O crescimento celular
foi monitorado pelo microscopio até chegar a uma confluéncia de 80%.

Apos as células atingirem o crescimento desejado, foram lavadas com
solugao tampéao fosfato (Phosphate buffered saline, PBS) e dissociadas do fundo do
poco utilizando tripsina-EDTA a 0,5%, cuja agéo, posteriormente, foi neutralizada
com a adi¢cao de meio DMEM. Uma fracao das células é entao transferida para novo
frasco com meio de cultura fresco, garantindo a continuidade e manutencao da
linhagem celular (MESQUITA et al., 2024).

4.3 Avaliagao da Citotoxicidade e determinagao por Cls,

A avaliacdo da citotoxicidade do Mo-CBP;-Peplll foi realizada por meio do
ensaio de viabilidade celular utilizando o reagente Alamar Blue, com incubacéao de
72 horas (RAMPERSAD, 2012). As células AGS, ACP-02, ACP-03 e AGP-01 foram
semeadas em placas de 96 pogos (3x10°%) e tratadas com quatro diferentes
peptideos sintéticos (Mo - CBP; - Pepl, Mo - CBP; - Peplll, RcAlb-Pepl e
RcAlb-Pepll) em concentragdes decrescentes (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,35
Mg/mL), para determinagdo da concentracgado inibitéria de 50% (Clso). Apds 72 horas
de incubagdo com os peptideos, o Alamar Blue (MERCK ®) foi adicionado aos
pocos e as placas foram incubadas conforme as instrucbes do fabricante. A
viabilidade celular foi estimada por fluorescéncia, com leitura realizada em
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 555 nm excitagdo e 596 nm
emisséao.

Como controle negativo, utilizou-se Dimetilsulféxido (DMSO) na concentragao
final de 0,01% por pogo. Os valores de Cls, foram determinados por curvas
concentragao-resposta geradas no GraphPad Prism®, e os intervalos de confianga

(95%) e coeficiente de determinagéo (R?) foram calculados.
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4.4 Avaliagao da integridade de membrana

A linhagem AGS foi cultivada em placas de 96 pogos, na densidade de 0,3 x
10* células por pogo, e incubadas por 24 horas. Em seguida, os pogos foram
tratados em triplicata com o peptideo Mo-CBP3-Peplll, na concentragéo
correspondente a sua Clso (50ug/mL). Como controle negativo, utilizou-se DMSO em
uma concentragao considerada nao téxica (0,01%). Apés a trés lavagens dos pogos
com PBS 10%, as células foram destacadas com tripsina-EDTA (0,25%) e a reagéao
foi neutralizada com o meio DMEM. As amostras foram entao coletadas, e o pellet
celular foi ressuspenso no escuro com iodeto de propidio (10 pyg/mL) por 30 minutos,
em temperatura ambiente e protegido da luz (OLIVEIRA et al., 2019) . A suspensao
celular foi transferida para placas apropriadas e analisada em um leitor multimodo
Cytation 3 (BioTek®), com filtros de fluorescéncia ajustados para excitagdo em 535
nm e emissdo em 617 nm.

No mesmo experimento, as células foram incubadas com 10 uM de dextrana
de 6 kDa conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC, dextran-FITC) por 30
minutos, a temperatura ambiente e protegido da luz. Assim como no ensaio com IP,
as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X antes da leitura. A fluorescéncia foi
registrada com comprimento de onda de excitagao de 490 nm e emissao de 520 nm
(OLIVEIRA et al., 2019).

4.5 Indugao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

As células foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 0,3 x 10*
células por po¢co e mantidas em incubagao por 24 horas. Apos esse periodo, 0s
pocos foram tratados em triplicata com o peptideo Mo-CBP;-Peplll, na concentracao
equivalente a sua Cls, (50ug/mL). O DMSO na concentragao de 0,01%, foi utilizado
como controle negativo. Apdés a remog¢ao do meio, os pogos foram lavados trés
vezes com PBS 1X, e as células foram desprendidas com solugao de tripsina-EDTA
(0,25%). A digestéao foi interrompida com meio DMEM, seguido por centrifugacao da
suspensao celular. O pellet obtido foi ressuspenso em solugao de 2,3,-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA, 10 uM) (DIAS et al.,, 2020) e incubado por 30
minutos, protegido da luz, e temperatura ambiente. Em seguida, a suspenséao foi
transferida para uma nova placa a fim de realizar as leituras de fluorescéncia em um
leitor multimodal Cytation 3 (BiotTek®), com excitacdo em 480 nm e emissdo em 525

nm.
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4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As células cancerigenas ndo tratadas e tratadas com peptideos foram
processadas e avaliadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando
um protocolo experimental baseado no método proposto por Staniszewska et
al.(2013). As células foram cultivadas em placas de 96 pocos, na densidade de 0,3 x
10* células por pocgo. Apds 24 horas de incubacdo, os pocos foram tratados com
Mo-CBP3-Peplll na concentragdo correspondente a sua Clsq (50 pg/mL) por 24
horas. Ao término do tratamento, o0 meio foi descartado, os pocos lavados trés vezes
com PBS 1X, e as células foram dissociadas com tripsina-EDTA (0,25%) por 5
minutos. A digestdo foi neutralizada com meio DMEM, e as células foram
transferidas para microtubos de 2 mL. Posteriormente, foram lavadas trés vezes com
PBS 1X e fixadas com glutaraldeido a 1% (v/v) em tampao fosfato de sddio 0,15 M,
pH 7,2, por 16 horas. O protocolo seguiu com a desidratagao gradual das amostras
em concentragcoes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 100%, v/v), com
incubacdo de 10 min em cada solugdo. Entre as trocas, as células foram
centrifugadas a 1500 x g por 5 min, com descarte do sobrenadante e adicdo da
proxima concentragdo de etanol. Apds a desidratagdo em etanol, foi realizada a
secagem quimica utilizando hexametildissilazano (HMDS): inicialmente com solugao
de 50% HMDS diluido em etanol por 10 min, seguida por uma etapa final com
HMDS 100%, também por 10 min, com centrifugacdo ao final de cada passo. As
células desidratadas foram depositadas em laminulas e metalizadas utilizando o
equipamento Emitech-Q150TES (Quorum Technologies, Lewes, Inglaterra). A
analise morfolégica foi conduzida em um microscopio eletronico de varredura
(Quanta 450 FEG, FEI, Waltham, MA), com magnificagao de 20.000x.

4.7 Extracao de proteinas para analise proteé6mica

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos, com uma densidade de 8,0
x 10° células por pogo, sendo mantidas por 24 horas para aderéncia e estabilizacéo.
Apds esse periodo, foram expostas ao peptideo Mo-CBP;-Peplll na concentracao
equivalente a sua Cls, (50 pg/mL), com tempo de incubagado adicional de 24 horas.
Para o grupo controle, foi adicionado dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,01%. A incubacéo
ocorreu em estufa com atmosfera controlada a 37 °C e 5% de CO,.

Finalizado o tratamento, as células foram destacadas utilizando solugcédo de

tripsina-EDTA (0,25%) por 15 minutos. O processo de dissociagao foi interrompido
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com meio DMEM, seguido por trés lavagens com tampao de acetato de sodio 50
mM, pH 5,2, e centrifugagédo a 5000 x g por 5 minutos, sob temperatura de 10 °C.

A extracdo de proteoma seguiu a metodologia proposta por Branco et al.
(2022), com pequenas adaptacdes. As células foram congeladas em tampé&o de
acetato de sodio 50 mM (pH 5,2), submetidas a sonicagdo por 60 minutos,
recongeladas e novamente sonicadas por igual periodo. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido,
contendo as proteinas soluveis, foi coletado e teve sua concentragdo determinada

por espectrofotometria, utilizando o Kit Qubit Protein Assay (ThermoFisher).

4.8 Digestao de proteinas

As amostras proteicas foram inicialmente reduzidas com 10 mM de ditiotreitol
(DTT) por 1 hora a 37 °C em banho seco. Na sequéncia, realizou-se a alquilagao
com iodoacetamida (IAA) a 15 mM, incubando por 30 minutos na mesma
temperatura. Apos esses tratamentos, 100 ug de proteinas foram submetidas a
digestdo com tripsina 20 ng/uL por 17 horas a 37 °C, protegidas da luz. Os peptideos
obtidos foram purificados por dessalinizagao utilizando um sistema a vacuo acoplado
a colunas de extracdo em fase sodlida (SPE) contendo C18. Em seguida, os
peptideos foram secos em concentrador de vacuo SpeedVac (Concentrator Plus),
redissolvidos em solugéo de acido formico a 0,1% e posteriormente quantificados

com o kit Qubit Protein Assay (ThermoFisher), para posterior analise protedmica.

4.9 Analise protedmica

Peptideos previamente dessalinizados (1 pg) foram introduzidos em um
sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC, Thermo Scientific),
acoplado a uma coluna capilar de fase reversa C18 (PICOCHIP®), com 75 ym de
didmetro interno e 15 ym na extremidade. O sistema estava conectado a um
espectrOmetro de massas do tipo Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo Scientific). A
separagao cromatografica dos peptideos ocorreu ao longo de 145 minutos,
utilizando um gradiente binario composto pelo solvente A (0,1% de acido férmico em
agua ultrapura) e solvente B (0,1% de acido formico em acetonitrila), com fluxo

constante de 0,300 yL/min.
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4.10 Analise de dados

Os dados de espectrometria de massas foram analisados com o software
PatternLab. A identificacdo das proteinas usou o banco UniProt, com FDR (False
Discovery Rate) controlado em 1%, e considerou modificagdes fixas e variaveis. A
quantificagao foi feita por Label-Free Quantification (LFQ), exigindo critérios minimos
de espectros e peptideos. Aplicou-se o principio da maxima parcimonia para reduzir
redundancias.

Um diagrama de Venn foi utilizado para comparar os grupos controle e
tratado. As proteinas diferencialmente expressas foram selecionadas com base no
fold change e na significancia estatistica, considerando como referéncia o estudo de
Souza et al. (2025). Foram classificadas como supereguladas as proteinas com fold
change > 1,5 (p < 0,05) e como subreguladas aquelas com fold change < 0,5 (p <
0,05). (SOUZA et al., 2025). A plataforma STRING foi usada para mapear interagoes
entre proteinas, e a anotacao funcional foi feita no R Studio, incluindo analises do
enriquecimento do Gene Ontology (GO) e a construgdo de um Volcano Plot para

destacar proteinas com maior impacto estatistico e bioldgico.
4.11 Analise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelos testes de Shapiro-Wilk
ou Kolmogorov-Smirnov, para definir se eram paramétricos ou ndo. Resultados
paramétricos foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e
analisados por ANOVA One-Way ou Two-Way para medidas repetidas
(citotoxicidade e permeabilidade da membrana), seguidos do teste de Tukey
(post-hoc). Para o ROS, aplicou-se o teste t de Student. Todos os procedimentos
estatisticos foram realizados no software GraphPad Prism, versdo 8.0 (San
Diego,CA, EUA). Considerou-se estatisticamente significativo um valor de p inferior a
0,05 (p < 0,05).
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5.RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade do peptideo sintético em linhagens gastricas

Para analisar o efeito citotdxico, foi realizado o ensaio de viabilidade celular
Alamar Blue apds 72 horas de exposicao aos peptideos sintéticos Mo-CBP;-Pepl,
Mo-CBP5-Peplll, RcAlb-Pepl e RcAlb-Pepll. Os ensaios foram conduzidos em quatro
linhagens celulares de adenocarcinoma gastrico (AGP-01, ACP-02, ACP-03 e AGS)
e em uma linhagem nao tumoral (MNP-01). Os valores de Cls, foram determinados
por meio de curvas concentragao-resposta, correspondendo as concentragdes
necessarias para reduzir em 50% a viabilidade celular de cada linhagem avaliada
(Tabela 1).

Tabela 1. Valores de Cls, (ug/mL) e intervalos de confianga (IC 95%) obtidos apds 72 horas de tratamento com

0s peptideos sintéticos em linhagens celulares tumorais e ndo tumoral gastrica.

CI50 (ug/mL)

Mo - CBP; - Mo - CBP;-
Linhagens Celulares Pepl Peplll RcAlb-Pepl RcAlb-Pepll
77.55 88.18 53.87 107.9
(36.48 -
AGP-01 (55.41-108.5) (72.39-107.4) 79.55) (88.28 - 131.8)
146.6 119.8 68.98 75.48
(46.85 -
ACP-02 (123.1-174.7) (96.14 - 149.2) 101.6) (59.79 -95.29)
89.06 83.44 57.00 87.80
(36.01 -
ACP-03 (78.23-101.4)  (71.30 - 97.66) 90.24) (61.31-125.7)
88.73 50.36 66.96 64.06
(50.93 -
AGS (83.94 -93.79) (40.11 - 63.22) 88.04) (56.95 - 72.05)
101.9 125.1 105.2 133.3
MNP-01 (83.79-124.0) (104.3-150.0) (93.22-118.6) (110.0 - 161.5)

IC [95%)]: intervalo de confianga de 95%, IC50: concentragdo inibitéria média maxima.

O peptideo Mo — CBP; - Peplll apresentou maior atividade citotéxica na

linhagem AGS, com valor de Clso de 50,36 pg/mL. Para a linhagem gastrica ndo
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tumoral MNP-01, o valor de Clsc observado foi de 125,1 pg/mL. Com base nesses
resultados, foi calculado o indice de seletividade (IS), que apresentou valor de 2,48
para o Mo-CBP3-Peplll. Para possibilitar a comparagdo com o controle positivo
descrito na literatura, os valores de Clso expressos em pg/mL foram convertidos para
MM. Apds a conversédo, o Mo-CBP3-Peplll apresentou Clse de 72,7 uM na linhagem
AGS e 180,6 yM na linhagem MNP-01.

5.2 M,-CBP;-Peplll promove aumento da permeabilidade de membrana

em células AGS

Investigou-se o impacto do Mo-CBP;-Peplll sobre a integridade da membrana
plasmatica de células AGS utilizando os marcadores fluorescentes iodeto de
propidio (IP), que indica aumento na permeabilidade de membrana, e FITC-Dextran,
marcador que indica a formagao de poros. A analise de fluorescéncia com IP revelou
um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia nas células tratadas com
Mo-CBP;-Peplll em comparacédo ao controle tratado com DMSO, sugerindo
comprometimento da permeabilidade da membrana. As imagens confirmam a
entrada do marcador em diversas células do grupo tratado, indicando aumento na
permeabilidade da membrana induzida pelo peptideo (Figura 4A).

De forma complementar, o ensaio com FITC-Dextran também demonstrou
aumento expressivo da fluorescéncia nas células tratadas com o peptideo,
reforcando o resultado observado com IP. A captacgao intracelular de FITC-Dextran,
um marcador de grande peso molecular (6 kDa), indica alteracbes na
permeabilidade da membrana plasmatica, permitindo a passagem de moléculas com
o tamanho de até 6kDa (Figura 4B). Em conjunto, esses resultados indicam que o

Mo-CBP3-Peplll, compromete a barreira seletiva da membrana.
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Figura 4 - Andlise de mecanismo de agdao do Mo-CBP3-Peplll por meio de IP e FITC-Dextran. (A) Aumento
da captagdo de iodeto de propideo (IP) apés tratamento com Mo-CBP3-Peplll indica dano a membrana. (B)
Maior internalizacdo de FITC-dextran (6kDa) nas células tratadas sugere aumento da permeabilidade. Imagens
de fluorescéncia, representados por desvio padréo. Diferengas significativas: *P < 0,05; ***P < 0,001.

5.3 Mo-CBP;-Peplll induz estresse oxidativo em células AGS

A producgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi avaliada através do
corante fluorescente DCFH-DA. O tratamento com Mo-CBP;-Peplll resultou em
aumento significativo na fluorescéncia em comparagdao ao controle tratado com
DMSO (p<0,01), indicando o acumulo de peréxido de hidrogénio (H:O:) e sugerindo

o estresse oxidativo (LAM et al., 2020). Esse aumento também foi observado nas
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imagens de microscopia de fluorescéncia, que evidenciaram maior intensidade de

fluorescéncia verde nas células tratadas (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células AGS tratadas com
Mo-CBP3-Pepllil.Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia mostrou aumento significativo da produgéo de
EROs no grupo tratado em comparagdo ao controle DMSO. Imagens representativas de microscopia de
fluorescéncia evidenciam maior emissdo de fluorescéncia verde nas células tratadas, indicando maior estresse
oxidativo. Escala: 100um. Dados representados como média + desvio padréo.

5.4 Mo-CBP;-Peplll induz alteragcoes morfolégicas em células AGS

As alteragdes morfolégicas induzidas pelo tratamento das células AGS com o
peptideo Mo-CBP;-Peplll foram avaliadas por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV). As imagens foram obtidas em diferentes magnificagdes, permitindo a analise
tanto do padrdo geral de agrupamento celular quanto de detalhes da superficie
celular (Figura 6). Na Figura 6A, observa-se um agrupamento de células com
morfologia esférica e organizagdo compacta, caracteristicas compativeis com
células AGS controle. Em contraste, as células tratadas com o Mo-CBP;-Peplll
apresentaram alteragdes morfologicas, incluindo aumento na rugosidade da
superficie celular, perdendo seu aspecto liso, continuo e homogéneo (Figura 6B e
D), depressdes na estrutura celular (Figura 6C), e perda do contorno celular,
indicando os primeiros sinais de comprometimento da integridade e aumento da

permeabilidade da membrana plasmatica.
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Figura 6 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de amostras analisadas. (A)
Células controle sob aumento de 3.000%, evidenciando agrupamento celular com morfologia esférica, superficie
lisa e organizagdo compacta. (B) Células com tratamento, em ampliacdo de 8.000%, apresentando a perda da
superficie lisa e a presenca de rugosidades e contornos bem definidos, sugerindo inicio de alteracbes
morfologicas. (C) Célula tratada visualizada em 10.000%, com alteragbes morfologicas aparentes, presenga de
estruturas menores associadas e contornos irregulares. Presenga de bolhas na superficie, como visualizado na
seta azul (D) Células tratadas em 10.000%, evidenciando rugosidade e possivel comprometimento da integridade
estrutural.

5.5 Tratamento com Mo-CBP,-Peplll alterou o perfil proteico das células
AGS

Para compreender melhor o efeito do Mo-CBP;-Peplll sobre as células, foi
realizada uma analise protebmica com objetivo de avaliar alteragdes no perfil de
proteinas das células AGS. Na Figura 7A, o diagrama de Venn apresenta as
proteinas exclusivas detectadas no grupo controle (CN) e no grupo tratado com
Mo-CBP5-Peplll, bem como as proteinas compartiihadas em ambos os grupos,
revelando alteracdes no perfil proteico apds o tratamento. No total, foram detectadas
3502 proteinas. Destas, 1970 proteinas foram identificadas no grupo CN, enquanto
1532 proteinas foram detectadas no grupo tratado com Mo-CBPs-Peplll. Na
interseccéo entre os dois grupos, foram identificadas 1189 proteinas compartilhadas.

Em relagéo as proteinas exclusivas, 781 proteinas foram detectadas apenas no CN
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e nao foram identificadas apo6s o tratamento com o peptideo. Esses dados sugerem
que o Mo-CBP5-Peplll foi capaz de reduzir abaixo do nivel de detec¢do da maquina
uma ampla gama de proteinas, que podem estar associadas a interrupgao de vias
essenciais para a sobrevivéncia.

No entanto, na parte exclusiva do tratamento, se observou 343 proteinas, ndo
detectadas na condigao controle, indicando que essas proteinas passaram a ser
observadas apds a exposicdo ao peptideo. Diante disso, sugere-se que essas
proteinas estejam associadas a processos relacionados a redugao da viabilidade
celular. Essa redugdo do numero de proteinas e a aparicdo de um novo conjunto
proteico no grupo tratado reforgam que o peptideo induz uma reprogramacéao celular

significativa, capaz de modificar varios
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Figura 7 - Anélise do perfil proteémico associadas as proteinas diferencialmente expressas. (A) Diagrama
de Venn com as proteinas compartilhadas e exclusivas do grupo controle e tratado. (B) Grafico de vulcao

representando as proteinas com expresséo diferencial do grupo compartilhado (CN e Tratado).
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processos internos na linhagem AGS. O volcano plot foi construido com base nos
valores de logaritmo base 2 da variagdo no acumulo proteico (log. FC) obtidos
através das analises no PatternLab. Assim, as proteinas caracterizadas como
reguladas positivamente estdo representadas em vermelho, demonstrando um
aumento no acumulo dessas proteinas apés o tratamento com o Mo-CBP;-Peplll. E
as proteinas caracterizadas como reguladas negativamente estao representadas em
azul, demonstrando um baixo acumulo apés o tratamento com o Mo-CBP;-Peplll. As
proteinas com variagcdo sem significancia estatistica entre os grupos estédo
representadas em cinza (Figura 7B). No eixo X é representado o log: FC que reflete
a diferengca de abundancia do grupo compartilhado (CN e TRAT). No eixo Y é
representado o valor de - log,, FC(p) que expressa o grau de significancia estatistica
dessa diferenca.

Em relagdo aos processos bioldgicos (BP) entre o grupo controle e o tratado
com Mo-CBP;-Peplll, as proteinas acumuladas para cima estavam relacionadas a
estrutura da cromatina e organizagcdo do DNA. Nos processos associados ao
componente celular (CC), as proteinas acumuladas para cima apresentaram uma
relagdo com estruturas nucleares e interacéo célula-matriz extracelular. E as fungdes
moleculares (MF) estavam ligadas a interagdo com o DNA e regulacéo estrutural da
cromatina (Figura 8A). As proteinas acumuladas para baixo no processo biolégico
(BP) estao associadas a manutengao da homeostase e controle do estresse celular.
No componente celular (CC) foram observadas a relagdo com adeséo celular e ao
citoesqueleto. E as fungbes moleculares (MF) estavam ligadas ao controle de
qualidade proteica, dobramento das proteinas e regulagao da tradugao (Figura 8B).
Na figura 8C observa-se a analise da rede de interagao proteina-proteina (PPI)
realizada no STRING, onde foram organizadas as proteinas diferencialmente
reguladas em médulos, apds o tratamento formaram médulos altamente conectados,

indicando participagao em vias celulares importantes.
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STRING, foi construido uma rede de interagdo proteina-proteina com as proteinas diferencialmente expressas
entre os grupos analisados.
5.6 Proteinas exclusivas do grupo controle associadas a progressao

tumoral foram suprimidas com o tratamento do Mo-CBP;-Peplil

Como visto no diagrama de Venn (Figura 7A), das 1970 proteinas
identificadas nas células AGS sem o tratamento, foram detectadas 781 proteinas
exclusivas. Esse dado demonstra que, apdés o tratamento com Mo-CBP;-Peplll
essas proteinas se tornaram ausentes e nao foi possivel ser detectada por ter uma
menor abundancia. Conforme o enriquecimento funcional é possivel observar uma
ampla diversidade de processos bioldgicos e fung¢des celulares (Figura 9A). Nos
dados obtidos no STRING sobre PPI (protein-protein interaction) observa-se a
andlise da rede de interacdo proteina-proteina que revelou as proteinas
diferencialmente reguladas e a formagdo de modulos altamente conectados,
indicando participagdo em vias celulares importantes, como a progressao tumoral
(Figura 9B).

Com base na anotagao funcional destacamos as seguintes proteinas
relacionadas s a proliferacdo celular incluiram NPM1 (nucleofosmina 1), VARS1
(aminoacil-tRNA sintetase valina 1), DENR (proteina associada a reiniciacdo da
traducgao), EIF6 (fator de iniciacdo da traducédo elF6), EEF1D (fator de alongamento
da traducao 1 delta) e PSMA7 (subunidade alfa 7 do proteassoma).

As proteinas associadas ao metabolismo energético compreenderam
citocromo c oxidase subunidade 5B (COX5B), adenilato quinase 2 (AK2) e fosfatase
serina/treonina mitocondrial (PGAMS). O grupo de proteinas relacionadas ao
remodelamento do citoesqueleto incluiu tubulinas (TUBA1A, TUBB), actinas (ACTB,
ACTC1, PLS3), proteinas de adesao e ligagao a matriz extracelular (ITGB1, ITGA1,
FN1) e proteinas envolvidas na organizagao estrutural celular (IQGAP1, PGRMC1).
As proteinas associadas ao reparo de DNA incluiram poli (ADP-ribose) polimerase 1
(PARP1), proteina quinase dependente de DNA (PRKDC),
endonuclease/apurina-apirimidina 1 (APEX1) e o componente 3 do complexo de
manutengdo de minicromossomos (MCM3). Por fim, as proteinas envolvidas na
resposta ao estresse celular incluiram proteina de ligagdo ao complemento C1q
(C1QBP), anexinas (ANXA1, ANXA2, ANXA4), proteina 1 induzida por hipéxia do
reticulo endoplasmatico (HYOU1), proteina desubiquitinase 5 (USP5), proteina
S100-A10 (S100A10) e a subunidade leve 2 da y-glutamiltransferase (GGTLC2).
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5.7 Proteinas exclusivas do grupo tratado com Mo-CBP;-Peplll

apresentam um aumento de proteinas supressoras do cancer

No diagrama de Venn (Figura 7A) foram detectadas 343 proteinas exclusivas
nas células AGS tratadas, das quais 11 foram identificadas como supressoras de
tumor. Esses dados indicam que, ap6s o tratamento com Mo-CBP;-Peplll, essas
proteinas apresentaram aumento de expressao, sendo mais facilmente detectaveis.
O enriquecimento funcional revelou uma ampla diversidade de processos bioldgicos
e fungbes celulares em que essas proteinas estdo envolvidas (Figura 10A). As
analises do STRING ilustram conexdes significativas entre as proteinas exclusivas
do grupo tratado, mostrando interagdes e mddulos funcionais relacionados a vias
importantes na progressado tumoral (Figura 10B). As proteinas identificadas foram:
Tiorredoxina-like 1 (TXNL1), Gelsolina (GSN), nucleosideos difosfatos quinases
(NME1, NME2, NME2P1, NME1-NME2), ribossomal L3 (RPL3),
Tropomiosina (TPM1), piruvato desidrogenase B (PDHB) e PDS5 coesina B
(PDS5B).

Proteina
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Figura 10 - Andlise funcional e rede das proteinas exclusivas do grupo tratado com Mo-CBP3-Peplll. (A)
Analise de enriquecimento funcional GO das proteinas exclusivas do grupo tratado: processo biologico (BP),
componente celular (CC) e fungéo celular (MF). (B) A rede de interagdo proteina-proteina foi usada a plataforma
STRING para gerar a interagdo das proteinas exclusivas do controle.

6. DISCUSSAO

6.1 Avaliacao da citotoxicidade revela potente atividade do
Mo-CBP3-Peplll em células AGS

O cancer gastrico € um grande desafio na saude publica, pois é responsavel
por milhares de mortes anualmente e ocupa a quinta posi¢cao entre as malignidades
mais diagnosticada no mundo (BRAY et al., 2024). Diante desse cenario, novas
abordagens terapéuticas vém sendo investigadas, e o peptideo Mo-CBP3-Peplll
destacou-se pelo seu potencial efeito anticancerigeno, o que motivou a realizagéo
de estudos que pudessem confirmar essa atividade.

Diante disso, os resultados da analise de citotoxicidade indicam uma alta
sensibilidade da linhagem AGS ao tratamento com Mo-CBP3-Peplll, sugerindo uma
atuagao citotdéxica eficaz do peptideo nessa linhagem. O Mo-CBP3-Peplll
apresentou maior atividade citotoxica em células AGS, com valor de Cls de 50,36
Mg/mL, uma linhagem amplamente utilizada em estudos de cancer gastrico e
reconhecida por seu perfil agressivo. Adicionalmente, os ensaios realizados com a

linhagem gastrica ndo tumoral MNP-01, que apresentou Clse de 125,1 ug/mL,
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demonstraram que o Mo-CBP3-Peplll apresenta seletividade para linhagens
cancerigenas quando comparado as células saudaveis (Tabela 1).

Esse resultado indica que concentragbes mais elevadas do Mo-CBP3-Peplli
s&0 necessarias para induzir citotoxicidade em células ndo tumorais (IC50 = 125
MM), quando comparadas as células tumorais, reforcando a menor toxicidade do
peptideo nesse tipo celular e sua seletividade para células tumorais. Diante disso, o
indice de seletividade (IS) foi calculado, apresentando valor de 2,48. De acordo com
Abd El-Sattar et al. (2021), moléculas com IS > 2 s&o classificadas como de
seletividade moderada, indicando uma preferéncia por células tumorais em
comparacgao as células nao tumorais.

Em contraste com dados disponiveis na literatura, observa-se que alguns
quimioterapicos convencionais, como doxorrubicina e cisplatina, apresentam baixa
seletividade e alta toxicidade, o que resulta em diversos efeitos colaterais que
comprometem o sucesso terapéutico (EL-SAYYAD et al., 2009; IBRAHIM et al.,
2022). No estudo de Garbuz et al. (2025), foram relatados valores de IS que variam
entre 0,05 a 1,8 para cisplatina e doxorrubicina, indicando seletividade reduzida. De
acordo com Abd El-Sattar et al. (2021), valores de IS < 2 s&o classificados com
baixa seletividade. Assim, o Mo — CBP; _ Peplll, que apresentou o melhor valor de
Clso € um IS de 2,48, demonstra toxicidade e seletividade moderada em células do
cancer gastrico.

Diversos estudos vém avaliando a citotoxicidade de peptideos em diferentes
linhagens tumorais, incluindo a AGS. Assim como os dados apresentados neste
trabalho, estdo expressos em pg/mL. Foi necessario, para permitir uma comparagao
mais precisa com o controle positivo que utiliza yM como unidade, a conversao dos
valores. Apds essa conversao, os dados apresentaram um valor de Cls, de 72,7 uM
na linhagem AGS e 180,6 uM na MNP-01. Dito isto, os dados encontrados na
literatura evidenciam diversos peptideos que demonstraram citotoxicidade seletiva
em células cancerigenas (PAN et al., 2013; FATHIZADEH et al., 2021).

Por exemplo, a combinagdo dos peptideos Enterocina A e Colicina E1
apresentou Cls, de 60,41 ug/mL em 24 horas, indicando efeitos citotoxicos e indugao
de apoptose em linhagens AGS (ANKAIAH, DASARI et al., 2017; FATHIZADEH et
al., 2021). A lactoferricina B, por sua vez, induziu apoptose em células AGS com
ICso de 64 uM (PAN et al., 2013). Outro peptideo, o PepGAT, exibiu Cls, de 125,4 uyM

apés 72 horas em células de cancer colorretal, com acao citotoxica seletiva
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associada a interacdo com a membrana, formagao de poros e inducédo de apoptose
(MESQUITA et al., 2024; SOUZA et al., 2025). Ja o peptideo Ple-a apresentou Cls,
de 197 uM em células tumorais e baixa toxicidade em fibroblastos 3T3, evidenciando
seletividade (HSU et al., 2022). Esses achados reforcam o potencial terapéutico dos
peptideos como agentes de terapia direcionada a diferentes tipos de cénceres, e
apontam o Mo-CBP5-Peplll como um agente relevante para estudos mais

aprofundados.

6.2 Mo-CBP3-Peplll induz aumento da permeabilidade da membrana

plasmatica em células AGS

A membrana plasmatica tem sido reconhecida como um alvo estratégico para
terapias antitumorais, especialmente no contexto de peptideos sintéticos com agao
seletiva (MORAVEJ et al., 2018; LIMA et al., 2021). Nesse contexto, os resultados
(Figura 4) estdo de acordo com estudos anteriores do grupo de pesquisa que
demonstraram o potencial citotdéxico de peptideos derivados da proteina Mo-CBP;
sobre membranas. Onde mostraram que os peptideos derivados dessa proteina,
entre eles 0 Mo-CBP;-Peplll penetrou na membrana de microrganismos patogénicos
como Staphylococcus aureus e Candida parapsilosis, sem afetar células humanas
normais, apresentando seletividade e até formacao de poros na membrana. Ainda
realizaram uma andlise por ferramentas de bioinformatica que previu
que Mo-CBP;-Peplll € um peptideo penetrante da membrana celular (OLIVEIRA et
al., 2019). Outros peptideos derivados dessa proteina Mo-CBP; também
apresentaram danos a membrana e formacao de poros, indicando um mecanismo
que se observa presente nesses peptideos (BRANCO et al., 2022).

Considerando esse tipo acdo em microrganismos, estudos recentes tém
ampliado a investigacdo desses mecanismos também em células tumorais, devido a
toxicidade seletiva que apresentam. Nesse contexto, um estudo em cancer
colorretal, utilizou os mesmos marcadores para avaliar o efeito de peptideos
bioativos PepGAT e PepKAA sobre diversas linhagens cancerigenas, relatando
aumento da permeabilidade da membrana e evidéncias de formagao de poros, além
da indugao de apoptose (MESQUITA et al., 2024). Dessa forma, foi observado que
os danos fisicos induzidos pelos peptideos podem superar os mecanismos de

resisténcia das células tumorais, ja que, ao aumentarem a permeabilidade
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membranar e formarem poros na membrana, atuam sem depender de mecanismos
intracelulares (JAHANAFROOZ; MOKHTARZADEH, 2022; MESQUITA et al., 2024).

Outro peptideo € o ppM1 formou poros de 4 a 8 kDa transmembranares
irreparaveis em varias células tumorais, levando a liberagcdo de LDH (lactato
Desidrogenase) intracelular e a morte celular (LI et al., 2022). A melitina, outro
exemplo de peptideo formador de poros, também atua pela permeabilizacdo de
membrana e formagao de poros, que promove efluxo de ions, causando uma
desordem na bicamada fosfolipidica e resultando em estresse oxidativo e inducao de
ferroptose em células tumorais (Yu et al., 2023).

Conforme os dados encontrados na literatura, em comparagdo com os
resultados do Mo-CBP;-Peplll, o peptideo causa a alteragdo da integridade da
membrana e induz formacédo de poros. Embora as consequéncias desses efeitos
ainda precisem de novas investigagdes, € provavel que esses danos levem a morte
celular, como visto em outros peptideos formadores de poros, além de superar o

mecanismo de resisténcia das células tumorais.

6.3 Mo-CBP3-Peplll desencadeia estresse oxidativo em células gastricas

tumorais

O tratamento com Mo-CBP3-Peplll promoveu aumento significativo na
producdo de EROs em células AGS, evidenciado pela maior fluorescéncia do
DCFH-DA em relagcado ao controle, indicando indugao de estresse oxidativo (Figura
5). O aumento da produgdo de EROs induzido por Mo-CBP;-Peplll pode estar
diretamente relacionado ao seu potencial citotdxico, uma vez que altos niveis dessas
espécies podem causar danos a lipidios, proteinas e DNA, favorecendo apoptose ou
necrose (TRACHOOTHAM et al., 2009). Esse resultado complementa os dados de
integridade de membrana observados com IP e FITC-Dextran, sugerindo que a agéao
do Mo-CBP;-Peplll envolve ndo apenas alteragdes estruturais na membrana, mas
também desequilibrio em redox intracelular (Figura 4 e 5).

Muitos quimioterapicos convencionais atuam causando ROS nas células
cancerigenas, como o irinotecano que ao acumular EROs nas células tumorais, leva
a autofagia e apoptose em cancer gastrico (ZHU et al., 2020). No mesmo sentido,
em um estudo com 5-fluorouracil (5-FU), demonstrou que ao reduzir a expressao de
histona metiltransferase G9a levou a um aumento de EROs e promoveu apoptose
por meio da ativagéo da via ROS/JNK (LOU et al., 2019).
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Muitos peptideos atuam por meio desse mesmo mecanismo de acumulo de
EROs, induzindo até morte celular, como visto nos quimioterapicos. Um estudo com
linhagens de cancer colorretal e peptideos bioativos induziram o acumulo de EROs,
promovendo morte celular (MESQUITA et al., 2024). Estudos observaram que esse
mecanismo esta presente em muitos outros peptideos, como o peptideo Moricina
sintético, que induziu morte celular mediada no acumulo de EROs na linhagem de
cancer de mama MDA-MB-231. Além disso, foi visto que a maior produgao de EROs
na linhagem MDA-MB-231 podem levar a maior expressao da proteina p53 e como
se sabe o p53 é um gene supressor de tumor que com 0 aumento de sua expressao
induz a morte celular (AHMAD et al., 2022).

Dessa forma, os resultados do presente estudo sugerem que a indugao de
EROs pode atuar de maneira combinada com outros mecanismos, como a
permeabilizacdo da membrana plasmatica compativel com a formacao de poros,
contribuindo para a morte celular tumoral em células AGS. A formacao de poros na
membrana atuam como um evento inicial que leva a morte celular, ao promover
desequilibrio i6nico e estresse celular (PINCUS et al.,, 2024). Esses achados
reforcam o potencial do Mo-CBP3-Peplll como uma estratégia terapéutica

promissora.

6.4 Mo-CBP;-Peplll induziu alteragbes morfolégicas marcantes nas
células AGS

As alteragdes morfolégicas observadas em células tumorais representam
uma consequéncia direta de danos estruturais induzidos pelo Mo-CBP;-Peplll,
sendo frequentemente associadas a desestabilizacdo da membrana plasmatica
(Figura 6). Os resultados corroboram com estudos anteriores que demonstraram a
capacidade de peptideos bioativos de induzir morte celular por meio de danos a
membrana (OLIVEIRA et al., 2019; BRANCO et al., 2022; MESQUITA et al., 2024).
Outros estudos com peptideos apresentaram mecanismos similares aos
encontrados no MEV do Mo-CBP;-Peplll, como no estudo com os peptideos
PepGAT e PepKAA em cancer colorretal, onde apresentaram alteragdes no formato
celular, rugosidade, deformacao celular, indicagdo da formagao de poros e danos a
membrana, semelhante ao que foi visto na microscopia do Mo-CBP;-Peplll
(MESQUITA et al., 2024).
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Analises por microscopia eletrénica de varredura (MEV) demonstraram que o
peptideo melitina, quando testado nas linhagens AGS, COLO205 e HCT-15
promoveu alteragdes significativas na morfologia celular indicando perda da
integridade da membrana, foi observado também granularidade, forma irregular da
membrana e poros na superficie (SOLIMAN et al., 2019). Outro peptideo que
apresenta essas caracteristicas morfologicas foi o magainina Il em cancer de bexiga,
onde também aparentou a presenga de poros e membrana rompida no MEV
(LEHMANN et al., 2006).

Portanto, os dados obtidos por MEV reforcam que o peptideo Mo-CBP;-Peplli
exerce efeito citotdxico sobre as células AGS, promovendo alteragdes morfoldgicas
significativas, incluindo desestruturagao celular, comprometimento da integridade da
membrana plasmatica, aumento da rugosidade da superficie e a presenga de
protuberéncias ou afundamentos, compativeis com alteragdes estruturais
associadas ao inicio de processos de permeabilizacdo da membrana. Os resultados
estdo de acordo com dados da literatura, que descrevem mecanismos de agao de
peptideos anticancer capazes de provocar os mesmos tipos de danos celulares

graves.

6.5 Comportamento das proteinas compartilhadas apés o tratamento
com Mo-CBP3-Peplil

A analise das proteinas compartilhadas entre os grupos controle e tratado
permitiu avaliar as alteracbes protedmicas induzidas pelo Mo-CBP3-Peplll,
fornecendo informacdes sobre os possiveis mecanismos moleculares envolvidos em
sua atividade citotoxica. Para uma melhor interpretagao biologica, essas proteinas
foram organizadas de acordo com suas fungdes celulares, destacando-se categorias
relacionadas ao metabolismo energético, proliferacdo celular, organizagdo do
citoesqueleto e resposta ao estresse.

Entre as proteinas associadas ao metabolismo energético e ao estresse
oxidativo, destacam-se a piruvato quinase (PKM), a fosfopiruvato hidratase (ENO1)
e a tioredoxina (TXN) apresentaram reducéo significativa em sua abundancia, com
fold change de -5,41, -16,93 e -5,39 apds o tratamento com o Mo-CBP;-Peplil. A
diminuicdo dessas proteinas pode comprometer o crescimento celular e a

capacidade de adaptacao tumoral a condigdes ambientais adversas.
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No caso da PKM, sua presengca € elevada em células com alta taxa
proliferativa, como as neoplasicas e embrionarias. A superexpressao dessa proteina
esta associada ao aumento da malignidade e ao fortalecimento do efeito Warburg,
fundamental para a sobrevivéncia e crescimento do cancer gastrico (DAl et al,
2022). Em contrapartida, estudos demonstram que a redugdo da PKM inibe o
crescimento tumoral e diminui o efeito Warburg (SHIROKI et al., 2017; LV et al.,
2021).

A ENO1, por sua vez, é considerada uma oncoproteina multifuncional.
Quando localizada na superficie celular, favorece invasao tumoral e metastase,
porém ao ser encontrada no ambiente intracelular, sustenta a proliferacédo ao facilitar
a glicdlise. Além disso, contribui para quimiorresisténcia e baixa infiltracdo de células
T, B e natural Kkillers, ativando vias como PI3K/AKT e HIF-1a, que promovem
sobrevivéncia celular e angiogénese (LI et al., 2024). Em estudos in vitro, a inibi¢ao
de ENO1 reduziu o consumo de glicose e aumentou a sensibilidade a cisplatina
(YANG et al., 2020). Nesse contexto, o Mo-CBP;-Peplll mostrou efeito expressivo,
reduzindo sua abundéncia em 16 vezes, sugerindo um possivel impacto direto nas
vias metabdlicas.

Da mesma forma, a TXN também apresentou diminui¢ao relevante. Estudos
indicam que sua superexpressao esta associada a um progndéstico ruim e maior
agressividade tumoral em pacientes com cancer gastrico. Ensaios in vitro em
linhagens AGS confirmam que a redugdo de TXN inibe proliferagdo, migragéo e
invasao, além de reduzir a atividade da via AKT, crucial para o crescimento tumoral
(SHANG et al., 2019).

Esse padrao de supressdo também foi observado em proteinas intimamente
relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia celular, como o canal de cloreto
intracelular 1 (CLIC1), o fator de iniciagcdo da traducao eucariética 4A1 (EIF4A1) e a
ribonucleoproteina nuclear heterogénea C (HNRNPC), que apresentaram fold
change de -20,05, -15,59 e -22,10, respectivamente. Essas proteinas, bastante
descritas na literatura, reforcam o foco do Mo-CBP;-Peplll em alvos de grande
impacto na biologia tumoral, além de ser as proteinas de maior redugdo da
abundancia.

A CLIC1, por exemplo, desempenha papel relevante na progressao do cancer
gastrico, estando envolvida na migragdo, invasdo e sobrevivéncia celular. Sua

reducdo de 20 vezes neste estudo sugere forte potencial do peptideo em limitar a
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agressividade tumoral, corroborando achados prévios que relacionam a inibigdo de
CLIC1 a regulagdo de integrinas e de vias de sinalizagdo como PI3K/AKT e
MAPK/ERK (LI et al., 2018). Além disso, foi demonstrado que sua expressao
elevada confere resisténcia a cisplatina e vincristina em células AGS, enquanto a
diminui¢cdo de CLIC1 pode restaurar a sensibilidade a esses quimioterapicos em uso
combinado (NONG et al., 2024).

A proteina EIF4A1, reduzida em 15 vezes, € essencial no inicio da tradugéo.
Sua superexpressdo em cancer gastrico esta associada a ma diferenciagdo tumoral,
metastase linfonodal e mau prognédstico (GAO et al., 2020). Ensaios experimentais
mostram que EIF4A1 promove migragéo, invasao e transi¢ao epitélio-mesenquimal
(EMT) ao modular E-caderina e N-caderina (GAO et al., 2020). Além disso, regula o
microambiente tumoral, aumentando VEGFA e NF-kB, o que favorece angiogénese
(ZHU et al., 2025). A supressao de EIF4A1, portanto, limita significativamente a
progressao tumoral (WEI et al., 2019).

Entre todas as proteinas avaliadas, a HNRNPC apresentou a maior redugéo,
com fold change de -22,10. Sua superexpressao esta diretamente associada ao
aumento da glicdlise aerdbica, acumulo de lactato, resisténcia a ferroptose e a
oxaliplatina (HUANG et al., 2015; YANG et al., 2025). Esses achados reforcam a
importancia da acdo do Mo-CBP;-Peplll sobre alvos criticos para a resisténcia
tumoral.

Além disso, proteinas ligadas a remodelagdo do citoesqueleto, como actina
beta (ACTB), actina gama 1 (ACTG1) e actina alfa 1 (ACTA1), também
apresentaram reducgao, todas com fold change de -4,88. A ACTB, quando inibida,
mostrou supressdo da migragcdo e invasido por meio das vias NF-«kB e
Wnt/B-catenina (GU et al., 2021; SAHA et al., 2025). A ACTG1, por sua vez, esta
relacionada a EMT e a proliferacdo (WANG et al., 2024), enquanto a ACTA1, embora
pouco explorada em cancer gastrico, apresenta evidéncias relevantes em outros
tipos tumorais (SURESH et al., 2021).

Por fim, proteinas de resposta ao estresse e sinalizacdo celular, como
HSP90B1 e HSPA1B, também foram significativamente reduzidas pelo
Mo-CBP;-Peplll, com fold change de -7,03 e -9,31. Essas chaperonas sao cruciais
para a adaptacao da célula tumoral em ambientes hostis, contribuindo para evasao
imunoldgica e resisténcia a terapias (HUANG et al., 2024; TENG et al.,, 2018).

Assim, sua inibicao reforca o potencial do peptideo em aumentar a vulnerabilidade
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tumoral, tornando-a mais suscetivel ao mecanismo de ROS induzido pelo peptideo,
como observado neste estudo (Figura 5).

A proteina HSP90B1 é uma chaperona responsavel pelo dobramento e
estabilizacdo de proteinas, exercendo papel essencial na manutengdo da
homeostase tumoral. Quando superexpressa, esta envolvida no metabolismo celular,
no controle do ciclo celular e na ativagao de genes de checkpoint imunolégico, o que
favorece a evasao do sistema imune e contribui para a progressdo do cancer.
Estudos demonstram que a inibicdo de HSP90B1 reduz significativamente a
proliferacdo tumoral e a expressao de PD-L1, limitando a capacidade de escape das
células tumorais (HUANG et al., 2024). Além disso, foi observado que a alta
expressdo de HSP90B1 em associagdao ao STAT3 pode ativar a via AKT/mTOR,
mecanismo diretamente relacionado a proliferacdo, motilidade e adaptagcédo ao
estresse celular em céncer gastrico (PEIl et al., 2023).

De forma complementar, a proteina HSPA1B, uma isoforma da familia HSP70,
também esta associada a protecdo tumoral, principalmente pela sua relagédo com
resisténcia a medicamentos. Em nosso estudo, sua abundancia foi reduzida em 9
vezes pelo tratamento com o Mo-CBP;-Peplll, sugerindo que o peptideo pode
interferir em mecanismos de quimiorresisténcia. Essa observacao é consistente com
relatos de que a HSPA1B apresenta expressao aumentada em linhagens de células
cancerigenas, correlacionando-se com pior sobrevida e regulagdo do microambiente
tumoral por meio da modulagao de células imunes (HE; WANG, 2019). Além disso, a
inibicdo de HSP70 tem sido associada a diminuicdo da resisténcia de células de
cancer gastrico ao apatinibe, reforcando o potencial terapéutico de seu uso
combinado (TENG et al., 2018).

Um resultado interessante foi a presenga de proteinas previamente
associadas a processos de controle da progressdo tumoral entre aquelas que
apresentaram aumento de abundancia ap6s o tratamento com Mo-CBP;-Peplil.
Apesar de ter encontrado um numero reduzindo, esses achados sao interessantes,
pois, aponta para uma modulagcdo do Mo-CBP3-Peplll na expressao de proteinas
supressoras de tumor, embora seu impacto no modelo estudado necessite de
investigacoes.

Entre elas, destaca-se a SLC25A24 que sua abundancia aumentou 18 vezes.
Embora tenha sido inicialmente descrito como pré-tumoral, com papel na protecao

das células contra estresse mitocondrial, estudos recentes no cancer colorretal,
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sugerem que ele também pode apresentar efeito supressor, reduzindo proliferagao e
metastase pela via cGMP/PKG1 e promovendo apoptose mitocondrial (GAO et al.,
2025). No cancer gastrico, até o momento, nao ha dados estabelecidos, mas nossos
achados levantam hipotese de que a SLC25A24 possa atuar de forma semelhante
ao observado em outros tumores, reforcando a necessidade de novos estudos para
confirmar esse papel.

Outra proteina com aumento mais moderado, mas ainda relevante, inclui a
Ribonucleoproteina nuclear heterogénea K (HNRNPK) que aumentou 2,36,
reforcando os efeitos inibitdrios sobre a proliferagdo celular e a progresséo tumoral.
A proteina HNRNPK atua como supressora quando superexpressa, reduzindo a
proliferacdo tumoral, formagao de colénias in vitro e o crescimento in vivo pelo eixo
p53/ p21/ CCND1. Apresentou correlagédo negativa com angiogenese, TGF- 3 e a
ativacdo da via Hedgehog, que sao vias importantes para a proliferagcdo (HUANG et
al.,, 2017). Contudo, outros estudos indicam que a HNRNPK apresenta papel
ambiguo, podendo também atuar de forma pro-tumoral (Barboro et al 2014). Esses
achados levantam hipoteses sobre possiveis efeitos de proteinas supressoras
induzidos pelo peptideo, mas novos estudos sdo necessarios para confirmar se o

aumento observado tem relevancia no cancer gastrico.

6.6 Proteinas exclusivas do grupo controle associadas a progressao

tumoral foram suprimidas com o tratamento do Mo-CBP;-Peplll

A identificagdo de um grande numero de proteinas exclusivas no grupo
controle, ausentes apds o tratamento com Mo-CBP3-Peplll, indica que o peptideo
promove alteragcdes profundas no perfil proteébmico das células AGS. No diagrama
de Venn (Figura 7A), foram detectadas 781 proteinas exclusivas. Algumas dessas
proteinas se destacaram e foram selecionadas em categorias para melhor
compreensao dos dados, conforme visto no GO diversos processos biolégicos e
fungdes celulares (Figura 8A). Com a classificagao realizada pela analise de GO, foi
realizada uma segunda classificagdo com base na literatura para compreender
melhor e conectar essas proteinas. Sendo assim, foram divididas e serao descritas
em proliferagao celular, metabolismo energético, citoesqueleto, reparo e resposta ao

estresse.
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6.6.1 Proteinas associadas a proliferagao celular

A proliferagao celular depende de inumeros fatores, como produgao acelerada
de proteinas, o remodelamento da cromatina e o controle do ciclo celular. Muitos
desses processos estdo aumentados no cancer gastrico, contribuindo para
progressao, mau prognostico e resisténcia terapéutica (SOGUTLU et al., 2022).
Neste estudo, diversas proteinas abundantemente detectadas no grupo controle
apresentaram redugao apo6s o tratamento com Mo-CBP3-Peplll, sugerindo um
possivel efeito antiproliferativo em células de CG.

Entre os mecanismos modulados, destacam-se proteinas envolvidas na
biogénese ribossomal e sintese proteica, como NPM1 (Nucleofosmina 1), VARS1
(Aminoacil-tRNA sintetase valina 1), DENR (Proteina associada a reiniciagdo da
traducgao), EIF6 (Fator de iniciagcao de tradugao elF6), EEF1D (Fator de alongamento
da tradugédo 1 delta) e PSMA7 (Subunidade alfa 7 do proteassoma). Apesar dos
relatos sobre NPM1, DENR e VARS1 em CG serem escassos, estudos em cancer
hepatocelular, cervical, pulméo e outros tumores, indicam seu papel na proliferacao
e agressividade celular (BOHLEN et al., 2020; CHEN et al., 2021; GAO et al., 2022;
HERMAN-SANCHEZ et al., 2025). J4 o EIF6 foi associado diretamente a mau
prognoéstico em CG, e sua inibigdo reduziu a proliferagdo, migragéo e invaséao celular
(HUANG et al., 2024; HOU et al., 2025). A superexpressao de EEF1D ativa a via
PI3K/AKT, promovendo crescimento tumoral no CG (FENG et al., 2025), enquanto a
PSMA7 modula a via MAPK, favorecendo proliferacédo, invasao e metastase (XIA et
al., 2019; XIA et al., 2022). Esses achados sugerem que o Mo-CBP3-Peplll pode
impactar a sintese proteica e a biogénese ribossomal, comprometendo a base da
proliferagéo tumoral.

Outro grupo relevante sdo as proteinas envolvidas em splicing e
processamento de RNA, que regulam mecanismos pos-transcricionais criticos para
a expressao de genes pro-proliferacdo. No CG, membros da familia de Proteinas
nucleares ribonucleoproteica HNRNP (HNRNPL, HNRNPU e HNRNPA1) estao
superexpressos e associados a pior prognostico, sendo que sua inibicdo reduz
crescimento, invasdo e metastase (CHEN et al.,, 2018; YU et al.,, 2021; ZHOU,
XUMIN et al.,, 2022; JIANG et al.,, 2024; JIN, GUOGUO et al., 2025; DONG,
YING-YING et al., 2024). Entre os fatores de splicing, o SF1 ( Fator de Splicing 1)



60

esta relacionado a iniciagdo tumoral e o LUC7L3 (LUC7 homdlogo 3) a menor
sobrevida (GODAVARTHI et al., 2020; MUKHERJEE et al., 2022; HOU et al., 2024).

Nos reguladores de mRNA, o IGF2BP3 (Proteina ligadora do mRNA do fator
de crescimento semelhante a insulina 2, 3) tem papel oncogénico e pré-metastatico
(ZHOU et al., 2017; LI et al., 2022; HAN et al., 2025), e a supressao de FUBP1
(Proteina ligadora do elemento FUSE 1) reduz proliferagao e induz parada do ciclo
celular (ZHANG et al., 2021; ZHANG et al., 2024). Em outros tumores, proteinas
como SARNP (Ribonucleoproteina contendo dominio SAP), que aumenta splicing e
reduz expressdo de E-caderina, e CSTF2T (Fator estimulador de clivagem 2),
associada a proliferacdo e invasdo, também demonstraram papel proliferativo,
sugerindo mecanismos possivelmente relevantes no CG (KANG et al., 2019; LI et
al., 2023). Dessa forma, a modulacdo desses fatores poés-transcricionais pelo
peptideo pode contribuir para a redug¢ao da proliferacao celular.

Na regulagdo epigenética, as proteinas como CBX3, CBX5 (proteinas
homologas 3 e 5 ) e CHD4 ( Proteina 4 ligada ao DNA com dominio cromodoma e
helicase) modulam o remodelamento da cromatina, ativando ou reprimindo genes do
ciclo celular. Embora CBX3 e CBX5 tenham sido mais estudadas em outros tumores,
mostrando associagdo com progressao e mau prognéstico (YU et al., 2021; NIU et
al., 2022; XU et al., 2022; LIANG et al., 2023; HOSEINI et al., 2025), a CHD4 esta
diretamente ligada a metastase no CG, sendo sua supressdao um potencial alvo
terapéutico (WANG et al., 2022; SHI et al., 2025). J&4 a NAP1L1 quando reduzida
demonstrou inibicdo da proliferagdo em cancer de ovario, mama e célon (LIU et al.,
2021; ZHU et al., 2022; LIANG et al., 2022), podendo exercer efeito semelhante no
CG.

Proteinas de sinalizagdo e adesdo, como ALCAM (Molécula de adeséo de
leucécitos ativados), AGTRAP (Proteina associada ao receptor da angiotensina Il),
RPN2 (Riboforina Il), CSE1L (Similar a proteina de segregagcdo cromossémica 1) e
UFD1 (Degradacao por fusdao com ubiquitina), também foram moduladas. ALCAM
esta relacionada a migracdo, invasdo e resisténcia terapéutica, atuando como
marcador de células-tronco cancerigenas (FERRAGUT et al., 2021; HONG et al.,
2022). O AGTRAP apresenta alta expressao no CG (WANG et al., 2021), embora
seus mecanismos ainda estejam sendo estudados. A RPN2 participa da resisténcia
a quimioterapicos e pode servir como biomarcador de resposta a terapia, quando

essa proteina é reduzida, diminui a resisténcia em CG (FUJIMOTO et al., 2018;
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ZHANG et al., 2019). A CSE1L, quando reduzida, pode regular negativamente o
fator de transcricdo MITF, inibir proliferagcdo e metastase e induzir apoptose em CG
(LI et al., 2020; HE X et al., 2024), enquanto UFD1 atua como possivel oncogene,
promovendo a progressao do CG (WANG et al., 2022).

Por fim, proteinas estruturais e reguladoras como ABCF1 (Membro 1 da
subfamilia F da familia de proteinas ligadoras de ATP) , SUB1 (Homdlogo SUB1),
TNPO1 (Transportina 1) e FAM120A (Proteina da familia com similaridade de
sequéncia 120A) integram multiplos processos celulares. ABCF1 esta envolvida na
EMT e progressdo em céancer de figado e bexiga (FUNG et al., 2019; Fan et al.,
2023; HONG, HAN et al., 2025). SUB1 relaciona-se a baixa sobrevida e invasdo em
cancer colorretal (WANG et al., 2024). O TNPO1 é um oncogene associado a
crescimento e metastase em varios tumores (YANG et al., 2021; Xl et al., 2022). Ja a
FAM120A apresenta regulagdo positiva em CG e estd ligada a resisténcia a
cisplatina, sendo sua inibicdo capaz de restaurar sensibilidade ao farmaco por
indugao de ferroptose (NIU et al., 2024).

Nesse contexto, a modulacdo dessas proteinas apos o tratamento com
Mo-CBP5-Peplll sugere que o peptideo interfere em processos essenciais para a
proliferagdo tumoral, como biogénese ribossomal, regulagdo da transcrigéo,
processamento de RNA, remodelamento da cromatina e sinalizagao celular. Esses
mecanismos, também confirmados pela analise de enriquecimento do GO (Figura
8A), mostram que o composto afeta pontos centrais de manutengao do crescimento

do cancer gastrico, reforgcando seu potencial como candidato terapéutico.

6.6.2 Proteinas do metabolismo energético

O crescimento tumoral esta associado ao metabolismo energético, pois é por
meio desse mecanismo que as células neoplasicas conseguem sustentar sua alta
taxa de divisdo e promover adaptagdes no microambiente tumoral. Nesse processo,
as proteinas mitocondriais sdo extremamente importantes, pois sdo responsaveis
pela producdo de ATP, pelo equilibrio redox e pelo fornecimento de precursores
metabdlicos importantes para biossintese de macromoléculas (VASAN et al., 2020).
No cancer gastrico, esses processos estdo frequentemente aumentados,
impulsionados pela maior expressao de oncogenes e pela reducao da atividade de
supressores tumorais (BOESE et al.,, 2021; FOO et al.,, 2021). Dentro desse
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contexto, o Mo-CBP5-Peplll mostrou ser capaz de modular esse eixo, promovendo o
aumento da expressao de supressor e a redugao de oncogenes.

Neste eixo, as proteinas que se destacam s&o a citocromo c oxidase 5B
(COX5B), adenilato quinase 2 (AK2) e fosfatase serina/treonina mitocondrial
(PGAMS). Embora a literatura acerca do COX5B no CG seja limitada, estudos em
cancer de mama, hepatocarcinoma e colorretal mostram que sua superexpressao
promove proliferacao, invasao, alteragdes metabdlicas protetoras e causa aumento
na producao de ROS (CHU et al., 2020; CHU et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2023;
SOUZA et al.,, 2025). Isso sugere que COX5B merece atengdo em CG,
possivelmente desempenhando um papel semelhante de fornecimento de energia
para o tumor e a adaptagao ao ambiente que o envolve.

A proteina AK2 regula o equilibrio de adenina nucleotideos, garantindo a
disponibilidade de ATP para vias de produgdao. Sua superexpressdao em células
tumorais, incluindo na superficie celular, facilita a sinalizagdo de nucleotideos e
promove a proliferagao, migragcao e metastase. Estudos demonstram que a AK2 esta
associada ao aumento da producado de ATP, favorecendo o crescimento celular, a
adaptacdo ao microambiente e a resisténcia ao estresse oxidativo (SINGH et al.,
2020; CAIl et al 2021). Em cancer gastrico, PGAM5S estd superexpressa. Esta
relacionada com o aumento do tamanho tumoral e estagios avangados da doenca.
PGAMS5 ativou a via PISK/AKT, mostrando um papel promotor do tumor, portanto,
sua reducgao inibiu a proliferagdo, migracado e invasio. Esta proteina pode ser um
indicador progndstico e alvo terapéutico, porém ainda requer muitas pesquisas no
CG (MENG et al., 2023).

A atuacgao dessas proteinas sugere que a proliferagéao celular no CG depende
do funcionamento eficiente do metabolismo energético e da regulagdo mitocondrial,
ja que a maioria dessas proteinas estdo localizadas na mitocondria. A diminui¢gado da
expressao dessas proteinas apods o tratamento com Mo-CBP3-Peplll indica que o
peptideo pode comprometer a producdo de energia e o equilibrio mitocondrial,
limitando a biossintese e a sobrevivéncia celular, e apontando para um efeito

antitumoral mediado pela interferéncia no metabolismo energético.

6.6.3 Proteinas do remodelamento do citoesqueleto

O citoesqueleto € um componente celular essencial para manutencao da

forma celular, ades&o, migragéo e invasado. Alteragbes em proteinas do citoesqueleto
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contribuem significativamente para a progressao tumoral, incluindo metastatizagao,
e resisténcia a terapias no cancer gastrico (WANG et al., 2022; CAIAFFO et al.,
2025). Observou-se modulacao de diferentes grupos de proteinas do citoesqueleto,
incluindo tubulinas (TUBA1A, TUBB), actinas (ACTB, ACTC1, PLS3), proteinas de
adesdo e ligacdo a matriz (ITGB1, ITGA1, FN1) e proteinas de organizagao
estrutural (IQGAP1, PGRMC1).

As tubulinas sédo proteinas que formam os microtubulos, essenciais para a
manutengdo da forma, motilidade e divisdo celular (TRISCIUOGLIO et al., 2021).
Essas fungbes s&o poucos explorados no cancer gastrico, porém, estudos
apontaram que a alta expressao de TUBA1A esta associada a maior motilidade e
potencial metastatico em hepatocarcinoma, além de estagios avancados de cancer
colorretal (XU et al., 2024; SUN et al., 2025). J&4 o TUBB esta associado a vias
bioldégicas essenciais nos canceres, influenciando o ciclo celular, a proliferacao e
resposta imune. Sua expressao esta associada ao escape imunoldgico, resisténcia a
farmacos e pior prognéstico (ZHU et al., 2024; BARRON-GALLARDO et al., 2022).
Assim, as tubulinas indicam ser potenciais reguladoras da agressividade tumoral e
possiveis alvos terapéuticos, embora mais pesquisas sejam necessarias no cancer
gastrico.

A actina é um componente fundamental dos microfilamentos do citoesqueleto,
participando da manutencdo da forma celular, adesdo, migracdo, divisao e
endocitose, quando alterada a expressdao favorece invasao e metastase
(LAPPALAINEN et al., 2022; GOODE et al., 2023; ZHENG et al., 2023). A ACTCI1,
embora pouco estudada no cancer gastrico, tem papel importante em outros
tumores, regulando migragao, viabilidade e invasao (LIU et al.,, 2022; FAN et al.,
2022; ZHONG et al., 2024). A ACTB esta altamente expressa em varios canceres,
associada a alteragdes do citoesqueleto, aumento da invasido e metastase,
agregacao nos pseudépodes e modulagao imunolégica. Sua redugao inibe migragao
e invasao, e no cancer gastrico a superexpressao se correlaciona com metastase e
presenca de células imunes infiltrantes (XU et al., 2013; KHAN et al., 2014; GU et
al., 2021; LI et al., 2023; ZAREINEJAD et al., 2024). A PLS3, proteina de ligagao a
actina, atua como marcador prognéstico no CG, correlacionando-se com estagio
avancado, profundidade de invaséo e metastases (CAO et al., 2018; KURASHIGE et
al., 2019).
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Alteragbes em proteinas de adesédo a matriz extracelular sdo essenciais para
a progressao tumoral, sustentando a arquitetura tecidual e ativando vias que
regulam motilidade, sobrevivéncia e invasao celular (YAYAN et al., 2024; LIU et al.,
2025). A integrina B1 (ITGB1) participa de adesdo, reparo, resposta imune e
metastase, regulando a via Wnt/B-catenina; sua redugdo aumenta a resposta a
imunoterapia e diminui a adeséo celular (GU et al., 2023; XU et al., 2023; JIA et
al.,2025; LI et al., 2025). A integrina a1 (ITGA1) também esta elevada no cancer
gastrico, contribuindo para a metastase (WANG et al., 2020). A fibronectina 1 (FN1)
atua via integrinas, sendo superexpressa em tumores e associada a proliferacao,
invasado, metastase e presenga de macréfagos M2, modulando o microambiente
imune e a resisténcia a quimioterapia (WANG et al., 2022; LI et al., 2022; MILLAPAN
et al., 2024).

Nas proteinas de organizacéo estrutural, a proteina ativadora de GTPase 1
(IQGAP1) encontra-se aumentada no cancer gastrico e atua como possivel
oncogene, regulando a transicao epitélio-mesenquimal, proliferacdo, migragcéo e
resisténcia a farmacos. A reducao de IQGAP1 inibe a migracao, diminui marcadores
mesenquimais, impede a translocagao nuclear e aumenta a sensibilidade a drogas.
Esses efeitos acontecem, pois a proteina influéncia diferentes rotas de sinalizacao,
como as vias RAS-MAPK, NF-kB, HIF1a/VEGF-A, EGFR/EGF e STAT1/STAT3, além
de mediar a expressao de PD-L1. Essas fung¢des reforcam seu potencial como alvo
terapéutico no CG (WU et al., 2011; WU et al., 2012; TSEMG et al., 2014; ARIENTI
et al., 2016; LIU et al., 2019; WEI et al., 2021; DENG et al., 2025).

Por fim, o componente 1 da membrana do receptor de progesterona
(PGRMC1), embora ainda nao tenha sido estudado no CG, demonstrou seu
potencial oncogénico em outros tipos de cancer. No cancer de mama, por exemplo,
a PGRMC1 se mostrou um possivel alvo terapéutico, desempenhando papel na
migracao celular. Essa proteina esta associada a progressao tumoral, atuando na
proliferacdo, evasao da apoptose, invasao, metastase, angiogénese e resisténcia a
quimioterapia, como no céncer de pulmdo e resisténcia a pemetrexede. Dessa
forma, sua reducédo sugere que o peptideo utilizado neste estudo pode contribuir
para a supressao de multiplos mecanismos criticos no cancer, sendo necessaria
uma investigacao das suas fungdes no CG (LEE et al., 2021; PRU, 2022; WU et al.,
2024).



65

A modulagdo dessas proteinas apds o tratamento com Mo-CBP;-Peplll
sugere que o peptideo pode interferir na reorganizagdo do citoesqueleto,
comprometendo a adesado, a migracdo, o potencial metastatico das células e a
resisténcia a quimioterapia, um dos maiores desafios no tratamento do cancer.
Dessa forma, o peptideo apresenta efeitos antitumorais relevantes. Muitas das
proteinas discutidas ainda necessitam de investigacbes adicionais no cancer
gastrico, mas os achados na literatura indicam que a redugcdo de sua expressao

impacta a progresséo tumoral, ressaltando seu potencial como alvo terapéutico.

6.6.4 Proteinas envolvidas em reparo de DNA

Toda célula passa constantemente por reparos no DNA e é um passo
fundamental para a estabilidade do genoma e protecdo de mutagcbes que
consequentemente podem levar a progresséo tumoral. No entanto, no cancer essas
vias estdo desreguladas promovendo a proliferagdo (LI et al., 2021). No presente
estudo, diversas proteinas envolvidas nesse processo foram moduladas pelo
tratamento com Mo-CBP;-Peplll, incluindo poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP1),
quinase dependente de DNA (PRKDC), endonuclease/apurina-apirimidina 1
(APEX1) e componente 3 do Complexo de Manutengdo de Minicromossomos
(MCM3).

Entre elas, a PARP1 & uma proteina que tem sido associada a progressao
tumoral, incluindo aumento da invasdo, metastase e resisténcia a terapias
convencionais, como a oxaliplatina. Estudos mostram que a inibicdo do PARP1 pode
ter efeito antitumoral, como observado com o inibidor AZD5305, que provoca
acumulo de danos no DNA e morte celular, evidenciando a importancia dessa
proteina e sugerindo um efeito semelhante ao observado com o tratamento com
Mo-CBP5-Peplll. Além disso, a inibicdo do PARP1 induz parada do ciclo celular na
fase G2/M e bloqueio da sinalizacdo pré-sobrevivéncia mediada por
NF-kB/IKK (PARK et al., 2015; AFZAL et al., 2019; LI et al., 2021; WANG et al.,
2021; HAM et al., 2023).

Complementando a agdo do PARP1, o PRKDC desempenha um papel
essencial na reparacdo de quebras duplas do DNA por meio da jungédo de
extremidades nao homologas (NHEJ) e esta envolvido na progressao tumoral e na
resposta ao tratamento no cancer gastrico. Sua inibicao aumenta a sensibilidade das

células tumorais a quimioterapicos, representando uma estratégia promissora para
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superar a quimiorresisténcia. Além disso, o PRKDC estd associado a génese,
invasao e metastase tumoral e contribui para a evasdo imunoldgica, evidenciando
seu efeito maligno. Dessa forma, a reducao dessa proteina pelo tratamento com
Mo-CBP5-Peplll pode desempenhar um papel importante na supressao do cancer
gastrico (ZHANG et al., 2019; CHEN et al., 2021; ZHAO et al., 2023; MIAO et al.,
2023).

De maneira semelhante, a APEX1 é uma proteina essencial na via de reparo
de DNA e atua na mesma via da PARP1 e esta fortemente associada a progressao
do cancer gastrico. Neste estudo, foi possivel observar que a reducdo de APEX1
diminuiu o crescimento celular e a metastase, além de sensibilizar as células a
doxorrubicina. A resisténcia a esse farmaco esta relacionada a ativagao das vias
MAPK e AKT, sugerindo também seu potencial como biomarcador no céancer
gastrico (HE et al., 2021; AJUCARMELPRECILLA et al., 2022). Em outro estudo
com células AGS, a diminuicdo da expressao de APEX1 aumentou a sensibilidade a
cisplatina e 5-fluorouracil, e nos experimentos in vivo foi observada redugcado do
volume tumoral (KIM et al., 2020).

Por fim, o MCM3 é uma proteina que se encontra altamente expressa em CG,
estd associada a pior prognéstico e menor sobrevida dos pacientes, mostrando ser
um potencial biomarcador na progressao tumoral (ZHANG et al., 2022). Apesar de
ainda haver poucos estudos especificos em CG, evidéncias em outros tipos de
cancer reforcam seu papel na tumorigénese. No carcinoma hepatocelular, por
exemplo, sua superexpressao inibiu a apoptose e conferiu radiorresisténcia por meio
da ativagao da via NF-kB (YANG et al., 2019; SONG et al., 2023). Dessa forma, ao
reduzir fungdes criticas associadas ao MCM3, o Mo-CBP;-Peplll evidéncia mais uma

vez seu potencial como agente antitumoral.

6.6.5 Proteinas envolvidas na resposta ao estresse

As espécies reativas de oxigénio, em niveis fisioldgicos, sdo essenciais para o
crescimento celular, pois modulam a expressdo génica. No cancer, niveis
moderadamente elevados de EROs favorecem mutacdes e a progressao tumoral.
Para evitar que o excesso leve a apoptose, as células tumorais aumentam
mecanismos antioxidantes para haver um equilibrio redox que sustenta sua
sobrevivéncia (AGGARWAL et al.,, 2019; AN et al., 2024). No entanto, o

Mo-CBP3-Peplll induziu intenso estresse celular em AGS (Figura 5), possivelmente
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contribuindo para a indugdo de morte celular, conforme evidenciado no MEV (Figura
6).

Esse efeito pode estar associado a modulagdo negativa de proteinas
relacionadas a resposta ao estresse, como a proteina de ligagcdo ao complemento
C1q (C1QBP), anexinas (ANXA1, ANXA4, ANXA2), proteina 1 induzida por hipdxia
do reticulo endoplasmatico (HYOU1), proteina desubiquitinase 5 (USP5), Proteina
S100-A10 (S100A10) e subunidade leve 2 da y-glutamiltransferase (GGTLC2). Ao
romper o equilibrio redox, o peptideo fragiliza a capacidade de adaptagdo ao
estresse, potencializando seu efeito antitumoral.

Entre essas proteinas, a C1QBP também conhecida como gC1gR, P32 ou
HABP1, esta frequentemente superexpressa no cancer gastrico. Sua alta expressao
esta associada a maior invasdo e metastase (GAO et al., 2016), e em outros
tumores, como prostata e mama, contribui para proliferagdo e migracdo ao modular
vias como MAPK e p53. No entanto, quando inibida, aumenta a suscetibilidade
celular a multiplos estresses, sugerindo que sua modulagédo pode ser uma estratégia
promissora no cancer gastrico (LIU et al., 2025; LI etal., 2025).

As anexinas moduladas pelo Mo-CBP;-Peplll também desempenham papéis
decisivos na progressao tumoral. A ANXA1, promove resisténcia a oxaliplatina por
meio da autofagia, enquanto sua reducgéao restaura a sensibilidade ao farmaco (REN
et al., 2023; XU et al., 2024). A ANXA2 favorece migracao, invasao e resisténcia a
radioterapia, sendo essencial para a agressividade tumoral (XIE et al., 2019; MAO et
al., 2021; GE et al., 2024). Ja a ANXA4 esta associada a resisténcia a quimioterapia
a base de platina, fortalecendo o papel dessas proteinas no CG que o peptideo
parece ser capaz de fragilizar (LIAO et al., 2025).

De forma complementar, proteinas envolvidas na manutengdo da
homeostase, como a HYOU1 e a USP5, também reforcam a sobrevivéncia tumoral.
Embora pouco estudada no cancer gastrico, a HYOU1 promove resisténcia a
doxorrubicina em cancer de mama e aumenta proliferagao e invasao no cancer de
bexiga (ZHOU et al., 2024; WHANG et al., 2023). A USP5 ja foi associada no CG ao
crescimento e migragao celular, enquanto sua redugao induz apoptose e ativa a via
p53, aumentando a sensibilidade a terapias (CAl et al., 2019; SONG et al., 2025).

Outro exemplo é a proteina S100A10 que atua na superficie celular em
complexo com a ANXAZ2, regulando a ativagdo do plasminogénio e influenciando

processos como angiogénese, recrutamento de macréfagos e remodelagéo tumoral.
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Sua superexpressdo no cancer gastrico foi associada a baixa sobrevida, maior
consumo de glicose, ativagao da via mTOR e supressao da apoptose (LI et al., 2020;
BHARADWAJ et al., 2021; COUSIN et al., 2024).

Por fim, a proteina GGTLC2, um oncogene ligado ao estresse oxidativo. A
reducdo da GGTLC2 em células de cancer gastrico diminuiu a proliferacédo e a
migragdo, além de induzir a apoptose e ferroptose. Um estudo mostrou que
moléculas capazes de suprimi-la reduzem o crescimento tumoral (YAN et al., 2025).
Em outro trabalho, 0 mesmo autor mostrou que a GGTLC2 esta enriquecida em vias
de estresse oxidativo e no sistema imunoldgico, associando-se ao aumento da
metastases hepatica em CG, reforcando seu potencial como biomarcador promissor

para diagnostico e tratamento no cancer gastrico (YAN et al., 2025).

6.6 Proteinas exclusivas do grupo tratado com Mo-CBP;-Peplil

apresentam um aumento de proteinas supressoras do cancer

Com base nos dados da classificacdo de GO, STRING e na literatura, as
proteinas foram agrupadas para melhor compreensao de seu papel no cancer
gastrico. As proteinas supressoras de tumor estdo associadas a regulagao de vias
como metabolismo energético, citoesqueleto, migragdo celular e resposta ao
estresse, as mesmas categorias observadas no grupo controle. Isso demonstra que
0 Mo-CBP5-Peplll atua de forma dual, reduzindo proteinas associadas a progressao
tumoral ao mesmo tempo, que promove o aumento de proteinas supressoras,

reforcando a acao direcionada do peptideo nessas vias.

As proteinas identificadas foram: Tiorredoxina-like 1 (TXNL1), Gelsolina
(GSN), nucleosideos difosfatos quinases (NME1, NME2, NME2P1, NME1-NME2),
Proteina ribossomal L3 (RPL3), Tropomiosina (TPM1), piruvato desidrogenase B
(PDHB) e PDS5 coesina B (PDS5B).

As proteinas TXNL1 e PDHB apresentam potencial supressor no cancer
gastrico. A TXNL1, quando superexpressa, reduz a resisténcia a cisplatina e induz
apoptose pela via mitocondrial mediada por Bcl-2 (XU et al., 2014; NI et al., 2015).
Ja a PDHB, esta associada a melhor progndstico quando superexpressa, pois
promove oxidagdo da glicose, aumenta espécies reativas de oxigénio, induz
apoptose e reduz metastase. Estudos de analise de Kaplan-Meier reforgam a
associagao positiva entre alta expressdo de PDHB e sobrevida em céncer gastrico,
mama e pulméao (SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2023; CHI et al., 2023).
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Entre as proteinas do citoesqueleto, a GSN e a TPM1 também apresentam
fungdes supressoras. A redugdo de GSN em CG esta ligada a pior sobrevida,
enquanto sua superexpressao ativa resposta imune e inibe crescimento e metastase
(WU et al., 2022; WANG et al., 2017). A TPM1, igualmente reduzida em CG, tem sua
perda associada a proliferagdo, migragcado e invasao, enquanto sua superexpressao
induz apoptose e bloqueia invasédo tumoral (LIN et al., 2019; GAMAL et al., 2023).

No reparo de DNA, a PDS5B encontra-se diminuida em CG, associada a pior
sobrevida, enquanto sua ativagdo reduz proliferagao e invasao (CHEN et al., 2022).
Ja a familia NME (NME1, NME2, NME2P1 e NME1-NME2), primeira descrita como
supressora metastatica, apresenta expressao reduzida no cancer gastrico, sendo
sua perda relacionada a progressdo e pior prognostico (MATYASI et al., 2020;
GELMAN et al., 2023). A inibicdo de metastase dessa proteina se da através da
alteracao da endocitose e motilidade do tumor nas proteinas NME1 e NME2 (LIU et
al., 2015; KHAN et al., 2019; RAO et al., 2025). Por fim, a proteina ribossomal RPL3
tem sido associada a maior sensibilidade a drogas quando superexpressa, sendo
descrita como um gene anticancer (RUSSO et al., 2016). Esses achados reforgam o
potencial do Mo-CBP;-Peplll como agente antitumoral capaz de ativar mecanismos

de supresséo celular frequentemente comprometido no cancer gastrico.

7. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o Mo-CBP;-Peplll possui amplo efeito antitumoral
sobre a linhagem AGS. Inicialmente o peptideo interage com a membrana celular,
causando uma permeabilizagdo, em seguida compromete a integridade por meio da
formagdo de poros. No meio intracelular induz o estresse oxidativo e modula
proteinas associadas a proliferacdo, metabolismo, citoesqueleto, resposta ao
estresse e resisténcia a farmacos, além de aumentar a expressao de supressores.
Os dados obtidos reforcam o potencial do peptideo como agente terapéutico no
cancer gastrico. Contudo, como séo evidéncias iniciais derivadas de estudos in vitro,
sao necessarios estudos adicionais para esclarecer completamente seu mecanismo
de acdo, como avaliagdo de morte celular, migracdo, invasdo e pesquisas em
modelos in vivo. Outra investigagdo importante, seria a associagdo do peptideo com
quimioterapicos, que pode revelar seu papel como adjuvante terapéutico,

favorecendo o desenvolvimento de estratégias para o combate ao cancer gastrico.
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