
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: 

 Fisiologia e Farmacologia 

 

 

 

ANÁLISE PROTEÔMICA COMPARATIVA DE 

LINHAGENS CELULARES DE MELANOMA E 

MELANÓCITO MURINOS FRENTE AO TRATAMENTO 

COM FRAÇÃO PROTEOLÍTICA DERIVADA DO LÁTEX 

DE Vasconcellea cundinamarcensis 

 

 

 

 

 

 

Fernanda de Oliveira Lemos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2014 



Fernanda de Oliveira Lemos 

 

 

 

ANÁLISE PROTEÔMICA COMPARATIVA DE 

LINHAGENS CELULARES DE MELANOMA E 

MELANÓCITO MURINOS FRENTE AO TRATAMENTO 

COM FRAÇÃO PROTEOLÍTICA DERIVADA DO LÁTEX 

DE Vasconcellea cundinamarcensis 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências Biológicas – Fisiologia 

e Farmacologia, com ênfase em Farmacologia, 

do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais como 

requisito parcial para obtenção do Título de 

Doutor em Ciências Biológicas 

 

Orientadora: Profa. Dra. Miriam T. Paz Lopes 

Co-orientadora: Prof. Dra. Hélida M. de Andrade 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2014  



  



COLABORADORES 

Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas Bravo – Departamento de Bioquímica e 

Imunologia – Instituo de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas 

Gerais; 

Profa. Dra. Hélida Monteiro de Andrade – Departamento de Parasitologia – 

Instituo de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

FINANCIADORES 

CAPES – custeio da bolsa de doutorado e doutorado-sanduiche MES/CUBA; 

FAPEMIG – financiamento do projeto de pesquisa (APQ 02150-11); 

CNPq – financiamento de projetos de pesquisa do grupo (563935/2010-3; 

303951/2011-7) 

  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
Trabalho realizado nos Laboratórios de Substâncias Antitumorais do 

Departamento de Farmacologia, de Biologia Molecular de Produtos Naturais 

do Departamento de Bioquímica e Imunologia e de Leishmanioses do 

Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Eu não sou nem especialmente 

inteligente, nem especialmente dotado. 

Sou apenas curioso, muito curioso... A 

coisa importante é não parar de 

questionar. Nunca perca a sagrada 

curiosidade. A curiosidade tem suas 

próprias razões para existir.” 

 

Albert Einstein  



AGRADECIMENTOS 

A Deus por estar sempre me abençoando, dando a graça de conviver com 

pessoas tão especiais como os meus familiares e amigos. 

À Profa. Dra. Miriam Teresa Paz Lopes pela orientação, amizade, dedicação, 

confiança e, acima de tudo, paciência durante esses 11 anos de convivência. 

À Profa. Dra. Hélida Monteiro de Andrade pela colaboração, entusiasmo, 

ensinamentos e por me fazer sentir “em casa” no seu laboratório. 

Ao Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas Bravo pela orientação, colaboração e 

ensinamentos. 

À Dra. Simone da Fonseca Pires pela colaboração, ensinamentos, 

disponibilidade e envolvimento com o trabalho. 

À banca examinadora pela disponibilidade. Com toda certeza os comentários, 

sugestões e críticas serão de grande valia e só engrandecerão o presente 

trabalho. 

Aos meus pais, José Gaspar e Maria Helena, por toda a dedicação, amor e 

apoio. Por serem exemplos de doação, garra e superação. Sou muito orgulhosa 

de tê-los como meus pais! Amo muito vocês! 

Aos meus irmãos, Euler e Helder, pela amizade, carinho, companhia, incentivo 

e, acima de tudo, inspiração. 

Ao meu sobrinho Fernando, por me transformar a cada dia, me enchendo de 

alegria a cada vez que vejo o seu sorriso ou ouço a sua voz! 

Ao Alysson pelo apoio, compreensão, amor, amizade e infinita paciência. Muito 

obrigada por fazer parte da minha vida! 

À Sra. Eisdra, Sr. Otacílio e família pelo carinho, apoio e compreensão. 

Aos meus familiares, em especial às minhas vovós Gena e Inha. Obrigada pelo 

apoio e compreensão e me desculpem pelas frequentes ausências. 

Aos amigos do LSAT: Ana Cândida, Ariadne, Dalton, Fernanda, Gabriela, Kátia, 

Lívia, Verlane, Celso, Cinthia, Heveline, Imaculada, Luiz Felipe, Sandra e aos 

agregados! Muito obrigada pela amizade, pela ajuda e pelos momentos de 

descontração. Sem dúvida alguma tudo foi mais agradável graças a vocês! 



À Luciana os meus eternos agradecimentos. Obrigada pela dedicação, amizade 

e disponibilidade durante todos esses anos. Você é exemplo de pessoa e de 

profissional! 

Aos colegas dos Laboratórios de Biologia Molecular e Bioquímica de Produtos 

Naturais, em especial ao Fábio e a Luz, e de Leishmanioses, pela ajuda e alegre 

convivência. Foi muito prazeroso e proveitoso conviver com vocês. 

À equipe Cubana do projeto MES/CUBA, especialmente à Dra. Idania Rodeiro, 

Dra. Sílvia Lhera, à Janet Piloto e à Janet Morffi. 

Aos colegas e professores da Pós-graduação pela disponibilidade, 

companheirismo e ensinamentos. 

Aos funcionários do Departamento de Farmacologia e da Secretaria da Pós-

graduação pela ajuda e boa vontade em todos os momentos em que foram 

solicitados. 

Aos meus amigos pelo carinho, atenção e torcida. 

Às agências de fomento CNPq, CAPES e FAPEMIG, pelo financiamento do 

projeto e custeio da minha bolsa de estudos. 

  



RESUMO 

Estudos prévios mostraram que a fração proteolítica CMS-2, obtida do látex de 

Vasconcellea cundinamarcensis, diminui significativamente o número de metástases em 

animais portadores de carcinoma de cólon e melanoma, mostrando, in vitro, aumento 

da fragmentação de DNA e diminuição da adesão e da invasão celulares. Neste 

trabalho, apresentamos a análise proteômica de lisados celulares de melanoma 

metastático B16-F10 e melanócito Melan-a, ambos murinos, tratados com CMS-2 (10 

µg/mL, 24h), com o intuito de identificar a modulação de proteínas que estejam 

relacionadas com o desenvolvimento tumoral e/ou metastático. Utilizando eletroforese 

bidimensional DIGE e espectrometria de massas foi possível identificar 71 spots 

diferentemente expressos entre os controles Melan-a (MC) e B16-F10 (BC). Quando 

MC e BC são comparados com os seus respectivos grupos tratados, Melan-a (MT) e 

B16-F10 (BT), observou-se alteração seletiva, em B16-F10, dos níveis de expressão de 

21 spots. CMS-2 reverteu, a valores comparáveis à MC, 4 proteinas super expressas 

em BC, Nucleofosmina 1; Proteína de choque térmico 65, Proteína ligante a calciclina e 

Fator de iniciação da tradução eucariótica 4H, que participam da proliferação, 

sobrevivência, invasão e da migração celular. A fração CMS-2 promoveu a super 

expressão de enzimas glicolíticas e antioxidantes, efeito que pode estar relacionado à 

redução da fosforilação oxidativa, determinada pela metabolização da resazurina, e à 

indução de melanogênese, marcador de diferenciação, avaliada pelo aumento do 

conteúdo de melanina/atividade de tirosinase. A redução da expressão de cofilina 1 e 

de actina β e γ, proteínas envolvidas com a motilidade celular, podem justificar a inibição 

da migração de B16-F10 e de Melan-a verificada após esse tratamento. A redução, 

ainda que parcial, de ciclofilina A, proteína precursora de dissulfeto isomerase A3 e 

calreticulina, chaperonas super expressas em células tumorais, e do inibidor da 

dissociação de guanosina difosfato 2, que em altos níveis promove a transição epitélio 

mesenquimal e impede a ativação de caspases, também corrobora os efeitos celulares 

de CMS-2. Assim, conclui-se que CMS-2 é capaz de reverter a expressão de proteínas 

relacionadas à progressão tumoral e desenvolvimento de metástases em B16-F10, 

comparáveis aos padrões de expressão em linhagem normal melanocítica. Tal efeito 

justifica a atividade antimetastática da fração e auxilia no esclarecimento do(s) seu(s) 

mecanismo(s) de ação, fundamentando o seu possível uso terapêutico. 

Palavras chave: cisteíno proteases, antimetastático, proteoma, melanoma, migração 

celular, melanogênese 

  



ABSTRACT 

Previous studies showed that CMS-2 proteolytic fraction, obtained from the 

Vasconcellea cundinamarcensis latex, significantly reduced the number of 

metastasis in animals bearing colon carcinoma and melanoma, and in vitro, 

increased DNA fragmentation and decreased adhesion and cell invasion. Here, we 

present a proteomic analysis of cell lysates from metastatic melanoma B16-F10 and 

melanocyte Melan-a, both murine, treated with CMS-2 (10 µg/mL, 24 h), in order to 

identify modulated proteins related to tumor and/or metastatic development. Using 

the techniques of two-dimensional electrophoresis DIGE and mass spectrometry, it 

was possible to identify 71 spots differently expressed between controls - Melan-a 

(MC) and B16-F10 (BC). When MC and BC are compared to their respectives treated 

groups, Melan-a (MT) and B16-F10 (BT), selective effects, on B16-F10, were 

observed in 21 spots expression levels. CMS-2 statistically reduced the expression 

of 4 proteins (nucleophosmin 1, heat shock protein 65, calcyclin binding protein and 

eukaryotic translation initiation factor 4H), overexpressed in BC, to similar levels of 

MC. These proteins are related to the proliferation, survival, migration and cell 

invasion. The antioxidant and glycolytic enzymes superexpression, after exposure to 

CMS-2, was observed and may be related to the oxidative phosphorylation reduction, 

as determined by the resazurin metabolism, and melanogenesis induction 

(differentiation marker), measured by content of melanin and tyrosinase activity. The 

decreased expression of actin- β and γ and cofilin 1, proteins involved in cell motility, 

may explain the reduction of B16-F10 and Melan-a cell migration observed after 

CMS-2 treatment. The reduction, even partially, of cyclophilin A, protein disulfide 

isomerase A3 precursor and calreticulin precursor, chaperones superexpressed in 

tumor cells, and guanosine diphosphate (GDP) dissociation inhibitor 2, which at high 

levels promote epithelial mesenchymal transition and prevents the activation of 

caspases, may also justify the cellular effects observed in the presence of CMS-2. In 

conclusion, CMS-2 can reverse the protein expression, in B16-F10 cells, related to 

tumor progression and metastasis to normal melanocytic line patterns. This effect 

justifies the CMS-2 antimetastatic activity and supports in clarifying the 

mechanism(s) of action. 

Key-words: cysteine proteases, antimetastatic, proteoma, melanoma, cell 

migration, melanogenesis 
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1. INTRODUÇÃO 

Nosso grupo vem caracterizando bioquímica e farmacologicamente 

cisteíno proteases derivadas do látex de Vasconcellea cundinamarcensis, 

sinonímia Carica candamarcensis Hook 1835, uma planta típica da costa oeste 

da América do Sul que, dentre outras propriedades, tais como reparadora 

tecidual mostrada em lesões cutâneas (Mello et al., 2006; Gomes et al., 2010) e 

gástricas (Mello et al., 2008; Silva et al., no prelo) e antitrombóticas (Bilheiro et 

al., 2013), apresenta atividade antitumoral e antimetastática em diferentes 

modelos murinos (Figueiredo, 2009; Lopes et al 2010; Viana, 2010; Dittz, 2011; 

Dittz et al, submetido). Detalhes dessas atividades estão apresentados a seguir.  

 

1.1 A espécie Vasconcellea cundinamarcensis 

A planta Vasconcellea cundinamarcensis (sinônimo Carica 

candamarcensis. Hook 1835 - voucher na Universidade de La Serena, Chile, # 

15063) é natural da região Andina e pertencente à família Caricaceae. Essa 

planta apresenta um tronco grosso geralmente ramificado, mede até 5 m de 

altura e contém uma coroa compacta de folhas na sua parte terminal ou nas 

extremidades das ramificações. Seu fruto é elipsóide, amarelo quando maduro, 

sendo que a polpa é delgada, aquosa e aromática, comestível somente após o 

cozimento (Figura 1). Os canais lactíferos desse vegetal estão presentes na 

região cortical do tronco, nas folhas e mais abundantemente nas camadas mais 

externas do endocarpo, principalmente dos frutos imaturos (Leon,1987). O látex 

extraído se apresenta rico em carboidratos, vitaminas, sais minerais e peptídeos 

de baixo peso molecular, além de cisteíno proteinases de alta atividade 

proteolítica (Baeza, Correa & Salas, 1990; Loguercio, Bravo & Salas, 1990; 

Bravo, Hermosilla & Salas, 1994). 
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Figura 1: Imagens de partes da planta Vasconcellea cundinamarcensis. A- 
Inflorescências; B- Folhas; C- Fruto maduro e -D Frutos imaturos. In: Ecocrop e Flickr  

 

Através de filtração cromatográfica do látex em coluna Sephadex G10, 

obtém-se 2 picos proteicos bem definidos, denominados P1G10 e P2G10, sendo 

o primeiro rico em cisteíno proteases de alta atividade proteolítica (Silva et al, 

2003). Até o momento, estudos com a fração P1G10 demonstraram 

interessantes atividades farmacológicas, tais atividade cicatrizante sobre 

dermoabrasões (Mello et al, 2006; Lemos et al, 2011), queimaduras (Gomes et 

al, 2010), feridas excisionais e lesões provocadas por exposição à radiação UVB 

(Freitas, 2011), além de atividade citoprotetora/cicatrizante gástrica em ratos 

(Mello et al, 2006, 2008 e Silva et al, no prelo). Também foi observado que a 

fração P1G10 apresenta atividade antitrombótica, efeito este acompanhado da 

redução de ativação de plaquetas, aumento de pró-trombina, trombina e tempo 

C D 

A B 
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de tromboplastina ativada parcial, concomitante com níveis fibrinogenolíticos e 

fibrinolíticos (Bilheiro et al, 2013). Além disso, constatamos que essa fração 

possui baixa toxicidade aguda, não altera a atividade das P450, não apresenta 

efeito mutagênico, medido pelo teste Ames e teste de micronúcleo, em 

concentrações que garantem sua aplicação terapêutica com margem de 

segurança por diferentes vias de administração (Villalba et al., 2010). O estudo 

farmacocinético da fração P1G10 mostrou que esta amostra apresenta baixas 

taxas de permeação cutânea (Lemos et al., 2011), biodisponibilidade por via oral 

e subcutânea de aproximadamente 10 e 100%, respectivamente, rápida 

distribuição e eliminação, compatível com modelo bicompartimental (Lemos, 

2009). 

Devido aos resultados já obtidos, indicando a fração P1G10 como um 

promissor agente para o reparo tecidual, estudos clínicos de Fase I e um estudo 

inicial de Fase II também foram desenvolvidos. O estudo de Fase I, realizado em 

indivíduos hígidos (n=25) com o objetivo de verificar a segurança e a inocuidade 

da fração, mostrou ausência de evidências clínicas e laboratoriais de toxicidade 

de P1G10 a 0,1% (p/p). Resultados preliminares de ensaio clínico de fase II 

(n=10), com o objetivo de avaliar a taxa de cicatrização em voluntários 

portadores de úlceras de pressão e venosas, mostraram que P1G10 0,1% 

reduziu os valores de comprimento, largura e profundidade das feridas (Gomes, 

2009). Atualmente, está em andamento um estudo em indivíduos diabéticos 

portadores de feridas não infectadas, com número amostral adequado para Fase 

II. 

 

1.2 Atividades antitumoral e antimetastática de P1G10 

Paralelamente às atividades descritas acima, o nosso grupo de pesquisa 

observou que P1G10 apresenta atividade antitumoral e antimetastática em 

diferentes modelos tumorais. Viana (2010), utilizando células de carcinoma de 

Ehrlich, verificou que a fração P1G10 (3 mg/kg via subcutânea – s.c.) promoveu 

uma redução significativa do volume e da massa tumoral no modelo sólido, além 

de diminuir a celularidade presente no modelo ascítico (5 mg/kg s.c.). Acredita-

se que a atividade antitumoral de P1G10 se deve ao efeito desta como 

moduladora do sistema imune celular, como já verificado para outras cisteíno 
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proteases de origem vegetal, como por exemplo a bromelina (Chobotova et al., 

2010). Essa hipótese foi formulada pela observação de que P1G10 aumentou os 

níveis de leucócitos circulantes e reduziu o número de células da medula óssea 

nos animais portadores de tumor ascítico de Ehrlich, especialmente neutrófilos, 

modulou os níveis das citocinas VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), 

TNF-α (Fator de necrose tumoral) e TGF-β (Fator de crescimento transformante) 

presentes no líquido ascítico e promoveu a proliferação de linfócitos esplênicos. 

Além disso, o tratamento prévio dos animais com 3,0 e 5,0 mg/kg de P1G10 

subcutâneo (s.c.) reduziu em 25% a celularidade presente no líquido ascítico de 

animais inoculados com células de carcinoma de Ehrlich (Viana, 2010). 

Braga (2013), utilizando o modelo de carcinoma de mama murino 4T1 

(tumor inflamatório), observou que P1G10 (1, 3 e 5 mg/kg s.c.) reduz a massa 

tumoral e promove aumento do número de leucócitos circulantes, especialmente 

neutrófilos e monócitos, corroborando os resultados de Viana (2010). No 

entanto, P1G10 (1 mg/kg s.c.) reduz a taxa de adesão de leucócitos à parede de 

vasos tumorais, sem interferir na capacidade de rolamento destas células. Além 

disso, o tratamento com P1G10 reduziu os níveis intratumorais de citocinas pró-

inflamatórias/angiogênicas, como a proteína quimioatraente para monócito 

(MCP-1/CCL2), Interleucina 6 (IL-6), VEGF e quimiocina derivada de 

queratinócito (KC/CXCL1-3), e aumentou os níveis da atividade da enzima N-

acetil-β-D-glicosaminidase (dosagem indireta de macrófagos ativados). Em 

ensaios in vitro, observou-se que o pré-tratamento de macrófagos peritoneais 

com P1G10 (5 – 50 µg/mL) reduziu a produção de VEGF em cultura primária e 

na co-cultura com a linhagem 4T1, enquanto que foi observado um aumento da 

produção de TNF-α, uma citocina com atividade antitumoral. Esse último 

resultado pode explicar a observação de redução do número de células tumorais 

em co-culturas com macrófagos pré-tratados com P1G10 (Braga, 2013).  

Também em modelo murino de melanoma não metastático (B16-F1) foi 

observado que a fração P1G10 (5 mg/kg s.c.) promove uma redução significativa 

da massa do tumor (88,6% de redução em relação ao controle). Essa redução 

tumoral é acompanhada por um aumento significativo do tempo de sobrevida 

dos animais, tempo esse equivalente ao tratamento com o citotóxico 5-

fluorouracila. No entanto, o efeito antitumoral dessa fração proteica é 
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parcialmente dependente da atividade proteolítica da fração, visto que P1G10 

com o sítio catalítico inibido pela ligação com Iodoacetamida (IAA) foi capaz de 

reduzir, mas sem comprovação estatística, o tamanho dos tumores dos animais. 

Além disso, verificou-se que P1G10 possui atividade anti-angiogênica, uma vez 

que os níveis hemoglobina (marcador indireto de angiogênese) e VEGF se 

encontraram estatisticamente reduzidos nos tumores do grupo tratado com 5 

mg/kg s.c., em relação ao controle negativo (Dittz et al., submetido). 

Já em modelo de melanoma metastático, verificou-se que P1G10 (5 

mg/kg s.c.) reduz o número de pontos metastáticos e as suas ocorrências em 

pulmões de animais inoculados com a linhagem B16-F10. Como consequência 

da redução de metástases, observou-se que P1G10 aumenta significativamente 

o tempo de sobrevida dos animais (Figueiredo, 2009). P1G10, nas doses de 1 e 

5 mg/kg (s.c.), também foi capaz de reduzir o número de pontos de metástases 

em baço de animais inoculados com a linhagem de carcinoma de cólon murino 

CT26.WT (Dittz, 2011).  

Posteriormente, foram realizadas diversas avaliações in vitro de eventos 

celulares que podem justificar as atividades antitumorais e antimetastáticas de 

P1G10. Inicialmente, verificou-se que P1G10 promove a fragmentação do DNA 

nas linhagens B16-F10 e CT26.WT já nos primeiros 30 min de exposição à 

concentração de 100,0 µg/mL. Comprovou-se, ainda, que a fragmentação celular 

promovida por P1G10 é dependente da sua atividade proteolítica, bem como da 

ativação de caspases, visto que o tratamento com esta fração ligada à IAA ou a 

pré-incubação das células com o inibidor de caspases ZVAD (Benziloxicarbonil-

Val-Ala-Asp(O-Me) fluorometil cetona) igualaram a taxa de DNA subdiplóide aos 

níveis do controle (Dittz, 2011). 

A adesão e a invasão celular, importantes eventos relacionados com o 

crescimento tumoral e desenvolvimento de metástases, também foram avaliadas 

em células de B16-F10 e CT26.WT expostas a P1G10. Observou-se que essa 

fração proteolítica, nas concentrações de 10,0 e 100,0 µg/mL, diminui a adesão 

celular a todos os substratos avaliados (Colágeno I e IV, Fibronectina, Laminina 

e Vitronectina), além de reduzir a invasão celular (Dittz, 2011). 
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1.3 Atividade antimetastática da subfração CMS-2 e efeitos biológicos de 

proteínas purificadas a partir da mesma 

Apesar dos evidentes efeitos antitumoral e antimetastático de P1G10, não 

é possível atribuir essas ações a um grupo ou a apenas uma enzima presente 

na fração. Sabemos que quando submetida à coluna CM-Sephadex C-25, 

P1G10 dá origem a dois picos protéicos principais (CMS-1 e CMS-2), tendo o 

primeiro uma atividade proteolítica 2,5 vezes maior que o segundo (Teixeira et 

al, 2008). Essas subfrações também foram avaliadas quanto à sua atividade 

antimetastática, cujos resultados demonstraram que apenas a fração CMS-2 (5 

mg/kg s.c.) reduziu o número de metástases no fígado e no pulmão de animais 

portadores de carcinoma de cólon e melanoma, respectivamente, da mesma 

forma que o observado para P1G10. Além disso, verificou-se que a subfração 

CMS-2 na concentração de 100,0 µg/mL, mas não a CMS-1, aumenta o 

conteúdo de DNA fragmentado em B16-F10 e CT26.WT (Dittz, 2011). 

Quando submetida a cromatografia em coluna de troca catiônica Mono-S 

Sepharose, é possível recolher 5 proteases purificadas a partir de CMS-2 

(CMS2MS1-5). As massas moleculares dessas proteínas se encontram na faixa 

de 23 kDa e a atividade amidásica específica varia de 4,7 a 8,5 nM/min/µg 

(Teixeira et al, 2008). Dentre essas proteínas, CMS2MS3 se mostrou a mais 

citotóxica em linhagem B16-F10 (IC50 de 8,9 µg/mL), sendo que o tratamento 

também foi capaz de reduzir significativamente os níveis de expressão das 

subunidades de integrinas α5 e β1 e de pontos de adesão focal, o que culminou 

em perda de adesão já a partir de 2h de exposição. Além disso, observou-se que 

CMS2MS3 aumenta os níveis de Bax e das caspases 3 e 9 ativadas, o que pode 

explicar o aumento de DNA fragmentado em B16-F10 (Dittz, resultados não 

publicados). 

Em contraposição aos resultados de citotoxicidade observados com CMS-

2 e proteases purificadas a partir desta fração, o nosso grupo de pesquisa 

descreveu que CMS2MS2 e CMS2MS3 apresentam atividade mitogênica sobre 

fibroblastos e outras linhagens celulares (Gomes et al., 2005) em concentrações 

até 1.000 vezes menores dos que as citotóxicas. Além disso, foi verificado que 

a exposição de cultura primária de osteoblastos indiferenciados à subfração 

CMS-2 ou à proteína CMS2MS2, em concentrações da ordem de ng/mL, resultou 
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em proliferação e posterior diferenciação celular, sendo este último efeito 

observado pelo aumento significativo de atividade fosfatase alcalina e deposição 

de cristais de cálcio, indicadores de diferenciação (Santos, 2014). Há indícios 

que essas proteases possam estimular a produção e a secreção de fatores de 

crescimento, visto que foi verificado que em lesões gástricas tratadas com CMS-

2, os níveis de transcritos de EGF, FGF e VEGF estão aumentados (Silva, dados 

não publicados). 

A proliferação celular estimulada por CMS2MS2 é mediada via MAP 

quinases, evidenciado pelo aumento da fosforilação de ERK-1/2, semelhante ao 

observado com outras substâncias mitogênicas. Entretanto, a atividade 

proliferativa em fibroblastos é independente da atividade proteolítica, o que foi 

demonstrado com CMS2MS2 inibida com E64 ou iodoacetamida (Gomes et al., 

2005, 2009). Esse resultado sugere que CMS2MS2 não exerce o efeito 

proliferativo através da ativação dos receptores PAR, ao menos da maneira, até 

então, descrita (Ossovskaya & Bunnett, 2004). Foi demonstrado, também, que o 

efeito mitogênico envolve fosfolipase C (PLC), já que o inibidor desta enzima, 

U73122 bloqueia a ativação de PLC induzida por CMS2MS2 (Gomes et al., 

2009). 

Esses dados em conjunto indicam que as mencionadas frações, contendo 

cisteíno proteases, interferem nas vias de sinalização relacionadas a vários 

processos biológicos em células de mamíferos, culminando com a possibilidade 

de ações terapêuticas, dependentes da via de administração e da 

concentração/dose aplicada. Mais especificamente sobre a atividade 

antimetastática, proteínas presentes em CMS-2 mostraram efeitos além dos 

citotóxicos, como os de modulação da apoptose, da adesão e do processo 

inflamatório tumoral. Esses efeitos podem ter interessante utilidade no 

tratamento do câncer, pois as metástases são as maiores causas de morte e 

falhas do tratamento, apesar do conhecimento existente acerca do mecanismo 

de colonização tumoral de áreas distantes (Goodson & Grossman , 2009). 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goodson%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19389517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grossman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19389517
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1.4 Tratamento do câncer 

Atualmente, dispomos de recursos para o tratamento do câncer primário 

como a cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia, 

que podem ser usados de forma isolada ou combinada. No entanto, contra o 

estabelecimento ou a prevenção da metástase há uma carência absoluta de 

métodos terapêuticos. 

O procedimento cirúrgico é o tratamento considerado curativo para 

tumores sólidos e está indicado no tratamento das metástases sistêmicas 

quando estas forem únicas ou confinadas a um único sítio metastático e 

tecnicamente passíveis de ressecção (Wagner et al., 2000; Garbe, 2005). Essa 

abordagem é feita em duas etapas: a biópsia para estabelecer o diagnóstico, 

avaliar a espessura e características histopatológicas e, posteriormente, para 

lesões confirmadas de neoplasias, o processo cirúrgico requer a excisão mais 

extensa possível, com amplas margens de segurança (Wainstein & Belfort, 2004; 

Katz et al, 2005; Kitano et al, 2006). 

A radioterapia utiliza a radiação ionizante, que gera injúrias no material 

genético levando à destruição das células tumorais e impedindo a divisão celular. 

Porém, seus efeitos não são seletivos para as células tumorais, promovendo os 

efeitos colaterais como anovulação ou azoospermia, epitelites, mucosites e 

mielodepressão (leucopenia e plaquetopenia) (INCA, 2010). Quanto à 

imunoterapia, várias abordagens vêm sendo desenvolvidas, tais como a 

utilização de estímulos das próprias defesas do corpo como o Interferon α, 

Interleucina-2, ou ainda a transferência de linfócitos T citotóxicos (LTCD8) que 

podem ser usados para reduzir células tumorais residuais e o risco de 

recorrência e metástase. Apesar de promissora, a imunoterapia é ainda uma 

técnica antineoplásica co-adjuvante, usada especialmente para destruir as 

células cancerosas residuais, após intervenção cirúrgica ou outro tratamento 

(Kruger et al, 2007; Banchereau, 2008).  

A quimioterapia antineoplásica é utilizada para atuar sobre células do 

tumor primário, assim como na metástase estabelecida, interferindo no processo 

de proliferação celular. No entanto, não possui especificidade, não destruindo 

seletiva ou exclusivamente células tumorais, o que leva aos efeitos colaterais 

muitas vezes graves que incluem: toxicidade hematológica, com depressão da 



29 
 

medula óssea, toxicidade gastrointestinal e toxicidades cardíaca, hepática, 

pulmonar, neurológica, vesical/renal, dermatológica e alterações metabólicas, 

reações alérgicas e anafilaxia (Araújo et al, 2006). Dentre os fármacos utilizados, 

têm-se os agentes citotóxicos (alquilantes, antimetabólitos e antibióticos) que 

atuam de forma a interromper a divisão celular e desencadear o processo de 

apoptose (Kasibhatla et al, 2004). A grande maioria exerce sua ação sobre as 

células que se encontram em uma das fases do ciclo celular, e são denominados 

fármacos ciclo-celular específicos como, por exemplo, o metotrexato (fase S), o 

estoposídeo (fase G2) e a vinscristina (fase M). Um segundo grupo de agentes, 

denominados fármacos ciclo-celular não específicos, tem a capacidade de 

eliminar as células tumorais independentemente de estarem atravessando o 

ciclo ou de estarem em repouso no compartimento G0, como a cisplatina e as 

mostardas nitrogenadas, que são agentes alquilantes do DNA (Almeida et al, 

2005).  

Ainda, como alternativa de tratamento, os hormônios/anti-hormônios 

utilizados quando o tumor e derivado de tecido sensíveis a algum hormônio e 

dele dependem para o crescimento e sobrevivência como são os tumores de 

mama, para o qual se pode utilizar o tamoxifeno, um inibidor competitivo de 

receptores para estrógeno (Schroth et al, 2007), e o tumor de próstata, o qual 

responde ao bloqueio androgênico pela flutamida (Brodgen & Chrisp, 1991). 

Agentes antiangiogênicos como o bevacizumamb (anticorpo monoclonal anti-

VEGF) ou o sorafenid (inibidor de quinases que atua inibindo crescimento e 

ativando apoptose de células endoteliais e alguns tipos de tumorais) também 

vêm sendo utilizados por aumentarem o tempo de sobrevivência do paciente 

(Sessa et al, 2008). 

No entanto, esse arsenal terapêutico disponível para o tratamento do 

câncer por vezes traz resultados insatisfatórios, especialmente nos casos 

avançados da doença. Em virtude dessa observação, a busca de novos 

fármacos alternativos ou complementares é necessária.  
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1.4.1 Proteases na oncologia 

Há algum tempo, estudos pré-clínicos e clínicos sobre a utilização de 

enzimas proteolíticas na Oncologia, como as serino proteases tripsina e 

quimiotripsina, e cisteíno proteases como bromelaína e papaína, ou combinação 

destas, têm sido realizados e comprovados a sua importância como fármaco 

principal ou adjuvante. Wald e colaboradores (1998) mostraram que a mistura 

comercial Wobe-Mugos E, formada pela mistura de papaína, tripsina e 

quimiotripsina, foi capaz de reduzir a disseminação metastática e aumentar a 

sobrevida de animais inoculados com carcinoma de Lewis. Esse mesmo 

resultado foi obtido em modelo de melanoma B16, onde os autores observaram 

que a mistura de proteases reduz o desenvolvimento do tumor primário e a 

ocorrência de mestástase pulmonar (Wald et al., 2001). Quanto à bromelina, 

cisteíno protease extraída do abacaxi (Ananas comosus), esta também 

apresentou efeito antitumoral em vários modelos in vivo, utilizando linhagens de 

leucemia P-388, sarcoma S-37, carcinoma ascítico de Ehrlich e de pulmão Lewis 

e adenocarcinoma mamário ADC-755, exceto em melanoma MB-F10 (Báez et 

al., 2007). Já Guimarães-Ferreira e colaboradores (2007) mostraram que tanto 

a bromelina, quanto a cisteíno protease fastuosaína, extraída de Bromelia 

fastuosa, possuem efeito antimetastático em modelo de melanoma murino B16-

F10-Nex2, onde foram observados redução do número de pontos de metástases 

pulmonares. 

As proteases exógenas demonstraram ter eficácia clínica atuando como 

supressores tumorigênicos, reduzindo disseminação metastática, aumentando o 

tempo de sobrevida e de remissão, aliviando os efeitos adversos gerados pelo 

tratamento convencional e melhorando a qualidade de vida dos pacientes 

(Gerard, 1974; Leipner & Saller, 2000; Beuth et al., 2001; Dale et al., 2001; Gujral 

et al., 2001; Popiela et al., 2001; Sakalová et al., 2001; Chan et al., 2014). Apesar 

dos inúmeros estudos sobre as formas de atuação dessas proteases no câncer, 

os seus mecanismos de ação não estão completamente elucidados. Uma 

possível via é a ativação de inibidores de proteases, como as α2-

macroglobulinas, que por sua vez inativam proteases endógenas e citocinas, por 

exemplo fator de crescimento transformante beta - TGF-β, que participam do 

processo de metástases (Desser et al, 2001; Sloane et al, 1990; Lauer et al., 
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2001). Outros possíveis mecanismos de ação são através da modulação da 

expressão de várias moléculas de adesão (Guimarães-Ferreira et al, 2007) e das 

proteínas supressoras tumorais, bem como redução na expressão de Cox-2 e 

inibição da via regulada por MAPK (Kalra et al., 2008; Bhui et al, 2009). 

Assim, pelo limitado conhecimento sobre os mecanismos de ação de 

novos agentes antitumorais/antimetastáticos que são comprovadamente 

eficazes, como as proteases exógenas, se faz necessário aprofundar os estudos 

sobre os mesmos. Uma vez que, não apenas a citotoxicidade é o mecanismo de 

ação das proteases exógenas, os eventos que fazem parte do desenvolvimento 

tumoral devem ser considerados para identificar os seus possíveis 

alvos/mecanismos de ação. Dessa forma, a seguir, serão descritos sucintamente 

tais eventos.  

 

1.5 O desenvolvimento tumoral 

O câncer é uma desordem hiperproliferativa caracterizada por 

transformação da morfologia e das funções celulares, levando à perda do 

controle da proliferação e aquisição de capacidade de invasão e formação de 

focos metastáticos (Alonso et al, 2004; Hanahan & Weinberg, 2011). A iniciação 

e a progressão dessa doença são processos relacionados a múltiplas etapas, 

originados por progressivas alterações gênicas. As alterações genéticas 

herdadas ou induzidas e promovidas por agentes carcinógenos se mantêm e são 

transmitidas da célula alterada às suas células filhas. Essas alterações se 

constituem de eventos como a inativação de genes supressores tumorais (p.e.: 

p53 ou Rb) ou ativação de proto-oncogenes (p.e.: Ras ou Myc) que afetam o 

mecanismo de controle da divisão celular (Mazzone & Comoglio, 2006). 

Microscopicamente, as células tumorais apresentam algumas características 

que as distinguem das normais como: alta proporção do núcleo em relação ao 

citoplasma, nucléolo proeminente, mitocôndria com menor funcionalidade, 

alterações no citoesqueleto e poucas estruturas especializadas (Alonso et al, 

2004).  

Em células normais, o estímulo para a proliferação celular começa com a 

liberação de fatores de crescimento, os quais se ligam aos receptores na 
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membrana das células e desencadeiam a liberação de fatores de transcrição, 

impulsionando a célula pelo ciclo celular. As células que irão se replicar se 

movem da fase G0 (célula em repouso) para a fase G1, onde se inicia a síntese 

de RNA e proteínas. Para as células normais, o equilíbrio entre sinais 

proliferativos e de inibição da proliferação em G1, irá determinar se o ciclo vai 

progredir para a fase S, onde se inicia a replicação ou síntese de DNA, que 

resulta na duplicação do conteúdo do mesmo. A fase S é seguida por G2, onde 

as células se preparam para entrar em mitose (M) e se dividir em duas células 

idênticas (Foster, 2008). 

A progressão pelo ciclo celular é regulada, em parte, por uma série de 

proteínas como as ciclinas e as quinases dependentes de ciclinas (CDK). Essas 

últimas, estão expressas constitutivamente nas células, e precisam estar ligadas 

às ciclinas para se tornarem ativas. Já as ciclinas são sintetizadas e degradas 

em cada fase do ciclo celular, de modo que o complexo ciclina-CDK se torne 

específico para cada uma das fases (Collins & Garrett, 2005). No início do ciclo 

celular, a ação dos fatores de crescimento promove um aumento dos níveis da 

ciclina D, que se ligam as CDKs 4 e 6, no início da fase G1. A ciclina E se liga à 

CDK 2, promovendo a passagem da fase G1 para a fase S. Na fase S, a ciclina 

A se liga à CDK2, e na transição para G2, se liga à CDK1. No final da fase G2, 

a ciclina B faz ligação com a CDK1 e continua até a entrada da célula em mitose. 

Assim, os complexos ciclinas-CDKs controlam o ciclo celular por meio da 

regulação dos chamados pontos de checagem (checkpoint). A ação das 

ciclinas/CDKs é modulada por proteínas que se ligam a estas e inibem sua ação, 

por exemplo, p53. Se houver algum tipo de lesão no DNA, essas proteínas 

interrompem o ciclo celular nos pontos de controle, permitindo, então, o seu 

reparo. Caso o reparo falhe, inicia-se o processo de apoptose, que por sua vez 

envolve várias proteínas, tais como Bax, pró-caspases e caspases. Assim, nas 

células tumorais ocorre perda do controle do ciclo celular em consequência de 

anormalidade na função dos fatores de crescimento, e/ou função anormal da 

ciclina/CDK, e/ou síntese anormal de DNA em decorrência da atividade de 

oncogenes, e/ou diminuição anormal das forças moduladoras anti-proliferativas, 

devido à ocorrência de mutações dos genes supressores tumorais (Lundberg et 

al, 1999; Guimarães & Linden, 2004).  
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A iniciação e a progressão tumoral requerem a seleção de células 

agressivas e resistentes para sustentar a proliferação celular exacerbada e 

sobrevivência. Assim, a grande pressão seletiva dentro do microambiente 

tumoral seleciona clones que possam gerar ATP rapidamente, às custas de 

eficiência, e também prover os nutrientes necessários para a rápida divisão 

celular (Thorne & Campbell, 2014). A glicose é inicialmente utilizada como 

substrato para a glicólise e os seus metabólitos são, sob condições aeróbicas 

normais, substratos para o ciclo do ácido cítrico e para a fosforilação oxidativa. 

No entanto, a maioria das células tumorais apresentam visíveis alterações no 

metabolismo da glicose. Comparada com a célula normal, as tumorais exibem 

um aumento drástico na captação de glicose e taxas de glicólise, mesmo na 

presença de oxigênio, a chamada glicólise aeróbica ou efeito Warburg (Lu et al., 

2014). Apesar do desperdício de glicose, a glicólise aeróbica possui benefícios 

significativos para as células tumorais. Através desse metabolismo há a 

produção mais rápida de ATP, quando comparado à rota da fosforilação 

oxidativa, além de gerar precursores cruciais para a produção de biomassa, tal 

como a nicotinamida-adenina-dinucleótido (NADPH), que é produzida em baixos 

níveis na fosforilação oxidativa (Thorne & Campbell, 2014). Além disso, viu-se 

que o efeito Warburg traz benefícios para as células tumorais relacionados à 

sobrevida, tais como evitar a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

por diminuir a disponibilidade de piruvato para a fosforilação oxidativa e por 

aumentar a produção de NADPH (cofator essencial para a formação do agente 

antioxidante mais importante nas células, a Glutationa reduzida (GSH)) (Lu et 

al., 2014) e fornecer um microambiente mais ácido, um mecanismo de defesa 

para o crescimento tumoral (Wu & Zhao, 2013). 

Uma vez que as células tumorais perdem o controle da divisão celular, 

essas vão se multiplicando e formam uma massa tumoral. A ideia em vigor é de 

que o tumor seja constituído não só por células transformadas, mas também por 

outras do hospedeiro como as células endoteliais, musculares lisas, fibroblastos 

e as células imunes, que interagem entre si. Essa formação denominada de 

microambiente tumoral é determinante para o processo de progressão do tumor 

(Hanahan & Weinberg, 2011). 
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Com a expansão do tumor, ocorre o aumento da distância de difusão do 

oxigênio e de nutrientes para determinadas áreas do mesmo. Essa condição de 

hipóxia (diminuição dos níveis de oxigênio tecidual) ativa o fator heterodimérico 

induzível pela hipóxia (HIF) que induz a transcrição de genes, os quais, 

conjuntamente com outras proteínas como a angiopoetina-2, estimulam a 

formação de novos vasos, os quais migram para a massa tumoral. Esse 

processo é denominado angiogênese e garante o estabelecimento dos níveis de 

oxigênio e a homeostase nutricional do tumor (Brahimi & Pouysségur, 2006). 

Associado aos eventos angiogênicos, outros de degradação e 

remodelamento da matriz extracelular, composta por proteínas como colágeno, 

laminina, vitronectina e fibronectina, ocorrem para que o tumor e a rede vascular 

continuem se desenvolvendo, resultando na invasão de tecidos adjacentes pelas 

células tumorais. Esses processos ocorrem através da ação das proteases 

endógenas, produzidas tanto pelas células do estroma quando pelas células 

tumorais. Existe uma grande variedade dessas enzimas, como as metalo, 

aspático, cisteíno e serino proteases (Deryugina & Quigley, 2006; Minarowska et 

al, 2008), as quais são ativadas em pH ácido (entre 3,5 e 5,5) e, portanto, suas 

atividades estão aumentadas em ambientes de hipóxia, como o tumoral (Nagse 

& Woesser, 1999). Cada tipo tumoral apresenta características próprias de 

degradação proteolítica, como, por exemplo, a perda do colágeno VII no 

melanoma (Kirkham et al, 1989), câncer de mama (Wetzels et al, 1991) e no 

câncer de próstata (Nagle et al, 1995), enquanto no tumor de cólon, a 

degradação da laminina é a mais comum (Pyke et al, 1994).  

O fenômeno da metástase, disseminação do tumor primário para outros 

sítios, é dinâmico, onde interações complexas ocorrem entre as células do tumor 

e do hospedeiro. Em primeiro lugar, grupos ou células individuais do tumor 

devem se destacar do tumor primário, um processo conhecido como 

dissociação. Em seguida, as células tumorais infiltram-se ativamente no estroma 

e entram na vasculatura ou sistema linfático (intravasamento), que irá transportá-

las para locais distantes, onde elas se prenderão a pequenos vasos. Em seguida, 

as células tumorais deixam ativamente a vasculatura (extravasamento) e 

invadem o órgão alvo, sendo consideradas de elevado potencial metastático as 

que concluem este processo. Fatores como a vigilância imunológica, parada do 
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ciclo celular e estímulos proliferativos do microambiente determinarão se essas 

células irão morrer, permanecer em silêncio ou formar uma massa de tumor 

clinicamente aparente (Mc Gary et al, 2002). 

As etapas que compreendem o processo de invasão, migração e 

colonização de outros sítios pelas células tumorais, têm a participação de um 

grupo de moléculas da superfície celular, as moléculas de adesão, as quais 

também desempenham papéis importantes em outros processos biológicos, 

incluindo organogênese, homeostase do tecido, cicatrização de feridas e 

respostas imunes/inflamatórias (Koukoulis et al, 1998). Essas moléculas incluem 

as caderinas, as integrinas, as selectinas e a superfamília de imunoglobulinas, 

que têm estruturas semelhantes e estão implicadas em desempenhar papéis 

fundamentais em etapas únicas ou múltiplas da cascata metastática (Chothia & 

Jones, 1997). Portanto, as alterações determinantes da expressão destas 

moléculas durante a progressão do tumor e da metástase podem ajudar a definir 

futuras metas terapêuticas. Moléculas de adesão podem se ligar a outras da 

mesma classe (interação homofílica), ou de classe distinta (interação 

heterofílica) ou a ambos. As caderinas e as imunoglobulinas medeiam a adesão 

entre célula-célula, desempenhando um papel no extravasamento por dar 

suporte à sobrevivência dessas na vasculatura. As adesões das células tumorais 

aos vasos sanguíneos são, em grande parte, mediadas pelas selectinas, 

participando de maneira notável no processo de extravasamento. As integrinas 

são as moléculas responsáveis pelas interações entre as células e os diferentes 

componentes da matriz extracelular, desempenhando importante papel durante 

o estabelecimento da massa tumoral no sítio primário e/ou secundário (Mc Gary 

et al, 2002). A relação entre a quantidade e a funcionalidade das moléculas de 

adesão em diferentes tipos de células tumorais tem influência no grau de 

malignidade desse tumor, como ocorre em células de melanoma onde a 

molécula de adesão celular de melanoma (MCAM) CD 146 confere potencial 

metastático e aumenta a tumorigenicidade celular (Mc Gary et al, 2002) e, no 

carcinoma de cólon, onde a expressão de integrinas, em especial aquelas que 

contêm as cadeias α2, α5, αV e β1, está relacionada com o grau de malignidade 

e metástase desse tumor (Szajda et al, 2008). 
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Vale ressaltar que várias das informações acerca do desenvolvimento 

tumoral e de metástases foram observadas e/ou confirmadas utilizando modelos 

in vitro ou in vivo (Zhu & Gooderham, 2002). Dentre esses modelos, um dos mais 

utilizados é o melanoma murino, neoplasia altamente maligna, que tem origem 

no melanoblasto da pele e apresenta boa similaridade com a neoplasia humana 

(Van Dyke & Jacks, 2002). Especificamente, células de melanoma murino B16-

F10 constituem uma ferramenta experimental muito utilizada para o estudo, tanto 

do desenvolvimento tumoral quanto metastático, além de auxiliar na descoberta 

de novos fármacos e procedimentos terapêuticos (Peter et al., 2001; Zhao et 

al.,2001; Nakamura et al., 2002). Assim, considerando a atividade 

antimetastática da fração CMS-2 em modelo de melanoma murino B16-F10, 

linhagem celular tumoral utilizada no presente trabalho, a seguir, tem-se uma 

breve explanação sobre a transformação celular destas células. 

 

1.5.1 Transformação maligna de melanócitos 

 Os melanócitos são células especializadas encontradas 

predominantemente na derme, folículos pilosos e nos olhos, onde exercem uma 

série de funções, incluindo a produção de melanina e de outros fatores, como 

citocinas, que agem sobre as células periféricas adjacentes (Kim et al., 2012). 

Essa linhagem deriva de uma população celular embrionária multi-potente e 

altamente invasiva, denominada células da crista neural. Os melanócitos utilizam 

processos celulares, que estão comumente associados à metástase, como a 

EMT (transição de fenótipo epitelial para mesenquimal) e a invasão celular, para 

se estabelecer no tecido dérmico e se diferenciar. Essa observação conduziu ao 

postulado de que os melanócitos transformados podem ter predisposição 

inerente para invasão e metástase (Bailey et al., 2012). 

Na camada epidérmica humana saudável, a comunicação entre 

melanócitos e queratinócitos é de fundamental importância. Por meio de 

prolongamentos dendríticos, os melanócitos interagem com queratinócitos que 

se encontram na camada basal e superficial da pele (Seiberg, 2001). Cada 

melanócito transfere melanossomos contendo pigmentos por estes 

prolongamentos para aproximadamente 36 queratinócitos basais e suprabasais. 

Uma vez nos queratinócitos, o pigmento protege a pele da absorção de radiação 
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solar nociva. Assim, os queratinócitos são considerados parceiros celulares 

dominantes dos melanócitos na epiderme e são capazes de controlar a 

proliferação, grau de prolongamento dendrítico (morfologia) e quantidade de 

melanina contida nos melanócitos (Haass et al., 2005). Esse controle se 

estabelece seja pela secreção de inúmeros fatores solúveis liberados pelas 

células para o ambiente extracelular (por exemplo, proteinases, proteínas da 

matriz extracelular, fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas) (Rocco et 

al., 2011) ou pela interação da proteína de membrana E-caderina expressa 

nesses tipos celulares (Kuphal & Bosserhoff, 2012). Os domínios extracelulares 

de moléculas de E-caderina de células adjacentes interagem conjuntamente, 

enquanto que o domínio intracelular é fixado às fibras de actina do citoesqueleto 

através de uma ligação com as cateninas, especialmente β-catenina, formando 

as junções de aderência (Haass, et al., 2004). A transformação maligna de 

melanócitos frequentemente coincide com a perda de expressão da E-caderina, 

o que leva à perda da dominância de regulação dos queratinócitos sobre os 

melanócitos, além do aumento da expressão de N-caderina, que confere novas 

propriedades adesivas para as células. A expressão de N-caderina pelos 

melanócitos favorecem a formação de contatos com fibroblastos e células 

endoteliais vasculares, promovendo desprendimento das células do tecido de 

origem, culminando com migração e invasão (Kuphal & Bosserhoff, 2012). 

Mutações no gene que codifica β-catenina também são descritas em 

aproximadamente 23% das linhagens celulares de melanomas, culminando com 

localização anormal desta proteína no citoplasma e no núcleo celular (Damsky 

et al. 2011). 

Em melanócitos, assim como em outras linhagens celulares normais, a 

partir da ligação de fatores de crescimento, como os de células tronco (SCF), de 

fibroblastos (FGF), de hepatócitos (HGF) e neurotrófico derivado da glia (GDNF), 

aos seus respectivos receptores tirosina-quinase presentes na membrana 

plasmática, ocorre uma cascata de fosforilação de suma importância na 

retransmissão de informações extracelulares para o núcleo, que culmina com a 

regulação de diversos processos celulares, tais como, a proliferação, 

diferenciação, sobrevivência e migração (Kim et al., 2012). Na ativação desses 

receptores, a cascata de sinalização promovida pela via RAS / RAF / MEK / ERK 



38 
 

é uma das mais conhecidas e está intimamente envolvida na progressão do 

melanoma. Essa via também pode ser ativada por receptores acoplados à 

proteina G, sendo a proteína G RAS o sistema efetor comum. A ativação dessa 

via de sinalização, no entanto, está reduzida em melanócitos. Já em melanomas 

humanos, ERK é hiperativado em 90% dos casos, seja por ação dos fatores de 

crescimento, seja por alterações genéticas nos fatores acima da cascata, as 

proteínas RAS e RAF. Nos melanomas humanos, os genes codificadores de 

RAS e RAF apresentam-se mutados em 15% a 30%, e em 50% a 70%, 

respectivamente, levando a sua ativação permanente, o que culmina com a 

promoção de sobrevivência, proliferação, invasão, angiogênese (Yajima et al., 

2012). 

A cascata envolvendo o fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é uma segunda 

via de sinalização intracelular importante e gera fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 

(PIP3), um segundo mensageiro que induz a fosforilação e ativação da proteína 

quinase B (PKB, também conhecida como Akt), que por sua vez ativa a 

sobrevivência celular, proliferação, migração, invasão e a sinalização 

antiapoptótica. Essa sinalização antiapoptótica de Akt ocorre via ativação de 

MDM2, que é uma ubiquitina ligase que tem como alvo a p53 (uma proteína 

associada a apoptose - supressora tumoral), levando este alvo à degradação. 

MDM2 é altamente expresso em 6% de nevus displásicos, 27% de melanoma in 

situ, e 56% de melanomas primários invasivos ou metastáticos (Yajima et al., 

2012).  

A desregulação de genes chaves que codificam proteínas antiapoptóticas, 

também, foi descrito em melanomas e estão diretamente relacionados à 

resistência a quimioterápicos. Enquanto há resultados controversos, algumas 

vezes mostrando aumento e outras a redução da expressão da proteína pró-

apoptótica Bcl-2, a super expressão de Mcl-1 e Bcl-xl está consistemente 

relatada em células de melanoma, especialmente em tumores em estágios 

iniciais (Ji et al., 2010; Pacheco et al., 2011). Mutações no gene que codifica 

CDK-N2A, também, foram observadas em melanoma, ocorrendo em 40% das 

famílias com múltiplos casos. Essa quinase está envolvida na expressão dos 

supressores tumorais p16 e ARF. O primeiro tem a função de inibir CDK-4 e 

manter a proteína Retinoblastoma (Rb) suprimida, consequentemente inibindo 
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Ras e Raf. Já ARF interage com MDM2, liberando, assim, a proteína supressora 

tumoral p53 (Swick &Maize, 2012). 

Enzimas proteolíticas, através da capacidade de degradar as proteínas da 

matriz extracelular (MEC), tornam-se componentes importantes para o processo 

de transformação maligna das células, inclusive dos melanomas (Hofmann et al., 

2005, López-Otín et al., 2009). Dentre as enzimas, tem-se as metalo proteases 

de matriz (MMPs) – um grupo de 24 enzimas que degradam os componentes da 

MEC e, em especial, da membrana basal (Brinckerhoff & Matrisian, 2002). Essa 

família de glicoproteínas é secretada como pró-enzima latente, ativada pela 

proteólise de uma região conservada presente no domínio N-terminal e é 

regulada, tanto em nível transcricional como traducional (Visse & Nagase, 2003; 

Hofmann et al., 2005). Os tumores malignos apresentam estratégias que evitam 

esses mecanismos de regulação e propiciam a alta atividade proteolítica que 

acompanha o desenvolvimento do câncer e da metástase (Overall & López-Otín, 

2002). A transcrição gênica das MMPs é influenciada por fatores que incluem 

citocinas, fatores de crescimento, hormônios, oncogenes e promotores tumorais 

(Hofmann et al., 2005). Em nível protéico, a atividade biológica das MMPs é 

determinada por seu estado de ativação. A atividade das MMPs é modulada por 

inibidores comuns de endopeptidases, como as α2-macroglobulinas, que estão 

presentes no plasma e fluído dos tecidos e, mais especificamente, pelos 

inibidores de metalo proteases de matriz (TIMPs) (Overall & López-Otín, 2002; 

Hofmann et al., 2005). 

Considerando a complexidade de cascatas de sinalização já identificadas 

com efetores mutados em melanoma, tais como as RAS / RAF / MEK / ERK, 

PI3K, supressores tumorais e metalo proteinases, se faz importante o uso de 

técnicas que permitam uma avaliação global desse sistema biológico, seja para 

compreender melhor o desenvolvimento da doença, para avaliar novas terapias 

ou para estudar mecanismos de resistência a quimioterápicos. Assim, estudos 

como o proteômico, se colocam como uma interessante abordagem. 
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1.6 Estudos proteômicos 

Considerando que são as proteínas que medeiam grande parte dos 

eventos biológicos nas células e que modificações pós-transcricionais (splicing) 

e pós-traducionais (glicosilação, fosforilação, metilação) impedem que se façam 

corretamente uma correlação direta entre RNA e estas macromoléculas, os 

estudos que avaliam qualitativa e quantitativamente perfis proteicos expressos 

em determinadas situações se colocam com excelentes instrumentos de 

pesquisa (Tannu & Hemby, 2006). Assim, justifica-se a importância das 

abordagens proteômicas como ferramentas para analisar muitas doenças e 

investigar potenciais terapias, especialmente com a combinação de técnicas, 

incluindo a eletroforese bidimensional (2-DE), análise de imagens e 

espectrometria de massas (MS) (Kim et al., 2009). Com essas metodologias 

sequenciais é possível a separação e identificação de proteínas em misturas 

complexas, podendo ser resolvidas mais de 5000 macromoléculas 

simultaneamente, e detectar quantidades pequenas, de até 1ng, por spot. Além 

disso, é obtido um mapa proteico que reflete mudanças no nível de expressão 

de proteínas, isoformas e modificações pós-traducionais (Görg et al., 2004).  

No caso da eletroforese bidimensional, as proteínas, que devem estar 

desnaturadas, desagregadas, reduzidas e solubilizadas, são submetidas a dois 

processos (duas dimensões) consecutivos de separação baseados em 

diferentes características das proteínas. Assim, durante a primeira dimensão, 

denominada focalização isoelétrica (IEF), as proteínas são separadas em um gel 

de poliacrilamida contendo um gradiente de pH e migram até atingirem uma 

posição estacionária onde possuam carga líquida zero (ponto isoelétrico). Na 

segunda dimensão, as proteínas separadas pela IEF são submetidas a uma 

eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida que as separam de acordo 

com suas massas moleculares. Como os parâmetros usados na primeira 

dimensão (ponto isoelétrico) e na segunda dimensão (massa molecular) são 

independentes, uma grande resolução é atingida (Görg et al., 2004).  

Após 2-DE, as proteínas separadas devem ser visualizadas. 

Considerando que a concentração de uma proteína em uma única célula difere 

entre seis ou sete ordens de magnitude, níveis de vários milhões de cópias por 

célula para proteínas abundantes (por exemplo enzimas glicolíticas) a poucas 
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cópias por célula para proteínas com baixa abundância, os métodos de 

visualização devem ter alta sensibilidade (limite de detecção baixo), larga faixa 

linear dinâmica (acurácia para quantificação). Além disso, a reprodutibilidade e 

compatibilidade com os procedimentos pós-eletroforéticos de identificação de 

proteínas, como o MS, são importantes características a serem consideradas. 

No entanto, atualmente não há metodologia de coloração que una todos esses 

requisitos para a análise proteômica, especialmente no que se refere a detecção 

de proteínas de baixa expressão (Han et al., 2008). 

A MS é a técnica de escolha para a identificação de proteínas excisadas 

dos géis 2-DE por ser sensível e requerer uma quantidade pequena de amostra 

(concentrações na ordem de fentomoles). A impressão digital de massas de 

peptídeos (PMF) é o principal instrumento utilizado para a identificação de 

proteínas. Essa metodologia é baseada na digestão da proteína a ser 

identificada por uma enzima proteolítica (por exemplo, tripsina) produzindo 

fragmentos peptídicos. As massas desses peptídeos são, então, determinadas 

com grande acuidade (0,1-0,5 Da) por MS e formam uma espécie de impressão 

digital da proteína. Softwares especiais permitem comparar o PMF da proteína 

a ser identificada com os gerados teoricamente para todas as sequências de 

proteínas presentes nos bancos de dados. Se a sequência da proteína problema 

estiver no banco de dados ela será imediatamente identificada. (Görg et al., 

2004). 

Vários aprimoramentos dentro da metodologia 2-DE foram realizados, 

dentre eles a Eletroforese bidimensional diferencial (DIGE – Difference Gel 

Electrophoresis). Trata-se de uma variante da 2-DE que possui maior acurácia 

na identificação de alterações de dentro de múltiplas amostras simultaneamente 

e com confiança estatística. A comparação de imagens fica mais objetiva e, 

adicionalmente, no DIGE todas as amostras são normalizadas pelo uso de um 

padrão interno em todos os experimentos. No DIGE, fluoróforos, que são 

moléculas espectralmente resolvidas e equiparadas quanto a carga e massa (por 

exemplo as cianinas Cy2, Cy3 e Cy5), são ligados covalentemente ao grupo 

amino de lisinas presentes nas proteínas. Consequentemente, a mesma amostra 

de proteína marcada com qualquer dos fluoróforos irá migrar muito próxima à 

posição original no gel 2D. Em um protocolo típico, as amostras controle e 
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tratada são separadamente marcadas utilizando diferentes fluoróforos (por 

exemplo Cy3 e Cy5, respectivamente), enquanto a mistura consistindo de uma 

quantidade equivalente destas amostras é marcada com Cy2. As amostras 

marcadas são combinadas e a 1ª e 2ª dimensões são realizadas em um único 

gel 2-DE, permitindo assim melhor sobreposição dos spots e minimizando as 

variações entre géis, além de diminuir o número de géis por experimento (Wu et 

al., 2006). A marcação com Cy´s também é reconhecidamente mais sensível do 

que os outros métodos de detecção convencionais, tais como Coomassie e 

Nitrato de Prata (Han et al., 2008). 

Assim, considerando as vantagens que o DIGE apresenta, tais como a 

avaliação global de expressão de proteínas e modificações pós-traducionais, e 

maior sensibilidade e robustez do que outras metodologias em proteômica, esta 

técnica se coloca como uma importante ferramenta para avaliações de eventos 

moleculares que ocorrem em sistemas biológicos, dentre eles a transformação 

celular e a formação de metátase, além de ser um instrumento para análise de 

doenças e potenciais terapias (Kim et al., 2009). 
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2. JUSTIFICATIVA  

Na quimioterapia do câncer se utilizam fármacos com pouca ou nenhuma 

seletividade contra as células tumorais. Esses fármacos atuam, geralmente, 

sobre o ciclo celular, ou seja, apenas em massas tumorais em franco 

desenvolvimento. Em vista disso, nesse tratamento se manifestam efeitos 

tóxicos que, por vezes, são os responsáveis pela morte e/ou falhas da terapia. 

Apesar de existirem estudos em andamento, na atualidade não estão disponíveis 

na clínica fármacos e/ou outra terapia que impeçam os processos de invasão 

dos tecidos adjacentes e da colonização de outros órgãos pelas células tumorais 

(metástases). A metástase é, sem dúvida, a forma tumoral responsável pela alta 

morbidade e mortalidade da doença. Assim, é de grande interesse obter agentes, 

conhecendo os mecanismos de ação, que possam agir seletivamente contra as 

células tumorais e que evitem o estabelecimento de metástases.  

Como já descrito, a fração P1G10, classificada como segura conforme os 

estudos toxicológicos sistêmicos, possui atividade antitumoral e antimetastática 

sobre diferentes modelos murinos (melanoma e carcinomas). Os resultados 

obtidos apontam que essas atividades estão relacionadas com uma possível 

ação citotóxica, atividade antiangiogênica, redução na capacidade de invasão e 

adesão celular aos componentes da matriz extracelular e modulação do sistema 

imune, eventos estes relacionados com a expansão tumoral. Observamos que 

dentre as frações (proteases) que compõem P1G10, a subfração CMS-2 (obtida 

por cromatografia de troca iônica CM Sephadex) é a responsável pelo efeito 

antimetastático em modelos de melanoma-B16-F10 e de carcinoma-CT26WT. 

Além de CMS-2 promover fragmentação de DNA de linhagens tumorais, sabe-

se que proteases purificadas a partir desta fração alteram os níveis de 

fosforilação de proteínas envolvidas na proliferação celular, bem como 

apresentam efeitos biológicos via cascatas já amplamente descritas, tais como 

a ativação de receptores do tipo tirosina quinases, MAPK e PLC, em linhagem 

normal. 

Diante do exposto, propomos identificar proteínas com expressões 

moduladas pela mistura proteica CMS-2. Tais identificações podem auxiliar no 

entendimento do seu mecanismo de ação antimetastático e, consequentemente, 

fundamentar um futuro uso terapêutico.  
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3. OBJETIVO GERAL  

Identificar, in vitro, proteínas que tenham a expressão modulada pelo 

tratamento com a fração proteolítica CMS-2, derivada do látex de Vasconcellea 

cundinamarcensis, que apresenta atividade antitumoral e antimetastática. 

 

3.1 Objetivos específicos 

3.1.1 Obter a amostra CMS-2 em quantidade suficiente para a realização do 

trabalho; 

3.1.2 Em linhagens celulares murinas de melanoma metastático, B16-F10, e de 

melanócito normal, Melan-a, avaliar o efeito da fração CMS-2 sobre: 

3.1.2.1 parâmetros de citotoxicidade (viabilidade e lise celular),  

3.1.2.2 o perfil proteômico, pelo método de eletroforese bidimensional:  

a) selecionando os spots e identificando as proteínas de interesse por 

espectrometria de massa; 

b) classificando as proteínas quanto à sua função celular; 

c) obtendo redes de interações com as proteínas de interesse, visando identificar 

outros possíveis alvos moleculares; 

3.1.3 Eventos celulares, in vitro, relacionados com o desenvolvimento tumoral e 

metastático. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Materiais 

4.1.1 Biológicos 

- Látex exsudado de frutos imaturos de Vasconcellea cundinarmacensis (Carica 

candamarcensis Hook 1835) originário do Chile, cedido pelo prof. Dr. Carlos 

Salas do Departamento de Bioquímica e Imunologia, Instituto de Ciências 

Biológicas, UFMG. Exsicata n°15063 depositada na Universidad de La Serena, 

Chile. 

- Linhagem celular Melan-a: células de melanócito murino, cedidas pelo Prof. Dr. 

Roger Chammas, Departamento de Radiologia/Faculdade de 

Medicina/Universidade de São Paulo, Brasil. 

- Linhagem celular B16-F10: células de melanoma murino com alto potencial de 

colonização pulmonar (metastática), cedidas pelo Instituto Ludwig de Pesquisa 

sobre o Câncer - São Paulo, Brasil. 

- Soro fetal bovino (FBS) (Gibco-Life Technologies do Brasil, São Paulo, SP, 

Brasil). 

 

4.1.2 Equipamentos 

Agitador magnético modelo 252 – Fizatron Equipamentos Elétricos para 

Laboratórios, São Paulo, SP, Brasil. 

Analisador proteômico AB SCIEX MALDI TOF/TOF™ 5800 System - Applied 

Biosystems, USA. 

Aparelho de eletroforese vertical Ettan DALTsix Electrophoresis Unit - GE 

HealthCare, Buckinghamshire, Inglaterra. 

Autoclave Vertical – Phoenix Equipamentos Científicos, Araraquara, São Paulo, 

Brasil. 

Balança eletrônica analítica modelo AR-2140 – Toledo do Brasil Indústria de 

Balanças Ltda, São Paulo, SP, Brasil. 

Banho Maria calibrado a 37°C - Fanem, São Paulo, SP, Brasil. 
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Bomba Aspirante modelo “H” - Nevoni Equipamentos Médicos e Odontológicos, 

Lapa, SP, Brasil. 

Bomba Peristáltica Econo-Pump - Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA. 

Câmara digital para microscópio invertido, Moticam 2500 5.0 MPixel – Motic, 

Xiamen, China. 

Capela com fluxo laminar de ar ultra-filtrado - Veco do Brasil Indústria & 

Companhia de Equipamentos, Campinas, SP, Brasil. 

Centrífuga refrigerada, Sorvall ST 16R – ThermoFisher Scientific, Wiltshire, 

Inglaterra. 

Concentrador de amostras Speed Vac Concentrator – Savant, New York, EUA. 

Containers de Nitrogênio líquido Volta 34 – MVE, Minnesota, EUA. 

Cooler - Amersham Biosciences/GE HealthCare, Buckinghamshire, Inglaterra.  

Deionizador de água por meio de osmose reversa – Millipore Corporation, 

Massachusetts, EUA. 

Espectrofotômetro de duplo feixe para faixas UV (ultra-violeta) e visível, modelo 

UV150-02 – Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão. 

Estufa de cultura incubadora a 36,5 ºC, atmosfera úmida controlada e contendo 

5% (v/v) CO2 - Nuaire Equipaments, Pymouth, MN, USA. 

Fonte para eletroforese Electrophoresis Power Supply EPS601 - GE HealthCare, 

Buckinghamshire, Inglaterra.  

Freezer -80⁰C Forma 900 Series – Thermo Fisher Scientific, Califórnia, EUA. 

Leitor de Placa de Elisa Multiskan GO - Thermo Fisher Scientific, Califórnia, EUA. 

Medidor de pH modelo NT-PH2, equipado com eletrodo modelo V-620C – 

Analion Aparelhos & Sensores Ind. & Com., Ribeirão Preto, SP, Brasil e 

Novatécnica Equipamentos para Laboratórios, Piracicaba, São Paulo, Brasil. 

Microscópio ótico linha CB e Microscópio ótico invertido modelo CK2 – Olympus 

Corporation, New York, EUA. 
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Refrigerador ajustado à temperatura de 4⁰C; Freezer à temperatura de -20⁰C – 

Consul – Multibrás Eletrodomésticos S/A, São Bernardo do Campo, São Paulo, 

Brasil. 

Scanner ImageScanner - Amersham Biosciences/GE HealthCare, 

Buckinghamshire, Inglaterra.  

Scanner Typhoon FLA 9000 - GE HealthCare, Buckinghamshire, Inglaterra.  

Sistema de isoeletrofocalização Ettan™IPGPhor™ 3 - GE HealthCare, 

Buckinghamshire, Inglaterra.  

Sistema de ultrafiltração “Amicon” modelo 8200 - Amicon Inc., MA, EUA. 

Ultra-sonicador modelo FS-28H – Thermo Fisher Scientific, Califórnia, EUA. 

 

4.1.3 Diversos 

Barras magnéticas - Fizatron, Equipamentos Eletrônicos para Laboratórios, São 

Paulo, SP, Brasil. 

Botijão de CO2 e de nitrogênio de 25 kg de gás acoplado ao sistema de 

ultrafiltração - Air Liquide Ltda, São Paulo, SP, Brasil. 

Colunas cromatográficas de vidro, medindo 40,0 x 2,5 cm e 22,0 x 2,5 cm - 

Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia. 

Criotubos – Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha. 

Cubetas de poliestireno e de quartzo com 1,0 cm de largura - Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japão. 

Garrafas de poliestireno (frasco de cultivo) de 25 cm2 e 75 cm2 para cultura, e 

placas de poliestireno multicavitadas de 6, 24 e 96 cavidades - TPP, 

Trasadingen, Suíça. 

Gaze – Cremer, São Paulo, SP, Brasil. 

Hemocitômetro (Câmara de Neubauer) – Neubauer Improved Bright-line Kinittel 

Gläser, Horsham, Philadelphia, EUA. 

Membrana de esterilização para seringa 0,22 µm de diâmetro de poro – Millipore 

Corporation, Bedford, MA, EUA 



48 
 

Membrana para ultrafiltração com diâmetro do poro de 10 kDa - Amicon Inc., MA, 

EUA. 

Membranas filtrantes de nitrato de celulose, com 0,45 µm e 0,22 µm de diâmetro 

de poro - Millipore Corporation, Bedford, MA, EUA. 

Nitrogênio líquido - White Martins do Brasil S/A, Contagem, MG, Brasil. 

Pipetadores automáticos com capacidade máxima de 2, 20, 200 e 1000 µl 

FisherBrand Elite – Thermo Scientific, Joensuu, Finlândia. 

Placa MTP AnchorChip™ 600/384 - Bruker Daltonics – Massachusetts, EUA. 

Placas de eletroforese (Vidro de baixa fluorescência) DALT Gel Cassette 1 mm 

(21,5 x 27,5 cm de dimensão) - GE HealthCare, Buckinghamshire, Inglaterra. 

Ponteiras contendo resina C18 ZipTip®C18 - Millipore Corporation, Bedford, MA, 

EUA. 

Ponteiras de 10, 200 e 1000 µL – Axygen Scientific, Califórnia, EUA. 

Saco de diálise com poro 10 kDa de diâmetro - Sigma Chemical Co, St. Louis, 

MD, EUA. 

Sistema de eletroforese - Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA 

Tubos de polipropileno, com fundo cônico, de 15 e 50 ml de capacidade e 

dotados de tampa rosqueável - Quimex Corning Incorporated, New York, NY, 

EUA. 

Tubos tipo eppendorf de 0,6; 1,5 e 2,0 mL – Axygen Scientific, Califórnia, EUA. 

Vidrarias (Béqueres, Ehrlenmeyers, Funis, Pipetas graduadas, Provetas, 

Quitassatos, Balões volumétricos e Tubos de ensaio com 14 X 1 cm de 

dimensões) - Vidrolabor-Thermex Astra Brasil Ind. Vidros, F. Vasconcelos, SP, 

Brasil. 
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4.1.4 Reagentes e solventes 

Acetato de sódio, Ácido Fórmico 85%, Acrilamida, Bicarbonato de amônio, 

Cloreto de sódio, Corante azul-brilhante de Coomassie G-250, Glicina, Hidróxido 

de sódio, Sulfato de Amônio, Tris base, Ureia – Vetec Química Fina Ltda, Duque 

de Caxias, RJ, Brasil. 

Acetonitrila, Albumina de soro bovino, Ampicilina sódica, Anfotericina B, Azul de 

Tripano, Benzoil-arginil-para-nitro-anilida (BAPNA), Cisteína, CM Sephadex G-

25, Estreptomicina, Ácido N-(2-hidroxietil)-piperazino-N´-etanossulfônico 

(HEPES), Hidroxiureia, Iodoacetamida, L-dopa, L-Lisina, Melanina, Metil-

metano-tiosulfonado (MMS), Forbol 12-miristato-13-acetato (PMA), Resazurina, 

Sephadex G-10 - Sigma Chemical Co, St. Louis, Maryland, EUA. 

Ácido acético glacial P.A., Ácido fosfórico 85% P.A., Cloreto de potássio, Dimetil 

sulfóxido (DMSO), Etileno-diamino- tetracetato dissódico (EDTA), Etanol P.A., 

Fosfato dibásico de sódio P.A., Fosfato monobásico de potássio P.A., Fosfato 

monobásico de sódio P.A, HCl, Metanol P.A., Peróxido de Hidrogênio 35% P.A. 

– Labsynth Produtos para Laboratório Ltda, Diadema, SP, Brasil. 

Ácido para-hidroximercuribenzóico – Irvine, Califórnia, EUA. 

Agarose - Bio Basic INC, Markham, Ontário, Canadá. 

Bicarbonato de sódio – Cinética Química, São Paulo, SP, Brasil. 

Bis-acrilamida, Ditiotreitol (DTT), Persulfato de amônio, N’,N’,N’,N’-tetrametil-

etileno-diamina (TEMED) – Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos 

Glicerol – Dinâmica Química Contemporânea, Diadema, SP, Brasil. 

Azul de bromofenol, 3-[(3-Colamidopropil)dimetilamônio]-1-propanossulfonato 

(CHAPS), IPG Buffer (pH 3-11NL), Mix de inibidor de proteases, Tiureia – GE 

HealthCare, Buckinghamshire, Inglaterra 

Matriz para espectrometria de massa ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA) - 

Fluka, St. Gallen, Suíça. 

Meio RPMI-1640 desidratado (comercial), Solução aquosa de tripsina (ATV) - 

Cultilab, Campinas, SP, Brasil. 

Dodecil sulfato de sódio (SDS) – Neon Comercial, São Paulo, SP, Brasil. 

https://www.google.com.br/search?biw=1438&bih=677&q=carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSrWmve6Kdz946I1T64kb_72S-YVv3QKAHDwmgFhAAAA&sa=X&ei=oDi1U53qPLLFsAT98YDoDg&sqi=2&ved=0CIABEJsTKAIwEQ
https://www.google.com.br/search?biw=1438&bih=677&q=california&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiG2YZ16opZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSo-9GuRaiSL_N-PXgdL-Hla7v5v3dwJAFQmsKhhAAAA&sa=X&ei=oDi1U53qPLLFsAT98YDoDg&sqi=2&ved=0CIEBEJsTKAMwEQ
https://www.google.com.br/search?biw=1438&bih=677&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q7jPWEmb5n8d0U-rVidytkt43JfgNARQkEXhiAAAA&sa=X&ei=oDi1U53qPLLFsAT98YDoDg&sqi=2&ved=0CIIBEJsTKAQwEQ


50 
 

Ácido Trifluoroacético (TFA), Ortovanadato de sódio - Merck, Darmstadt, 

Alemanha 

Tripsina - Promega, Madison, WI, EUA 

 

4.1.5 Kits para análises 

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) - n⁰ catálogo 11647229001 e 

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) - n⁰ catálogo 11644793001 - Roche, Penzberg, 

Alemanha. 

Senescence β-galactosidase Staining Kit - n⁰ catálogo 9860 - Cell Signaling 

Technology Inc., Boston, MA, EUA. 

2D Quant Kit - n⁰ catálogo 80648356, Amersham Low Molecular Weight 

Calibration Kit for SDS Electrophoresis - n⁰ catálogo 28403841, Amersham 

CyDye DIGE Fluors (minimal dyes) for Ettan DIGE - n⁰ catálogo 25801065 e 

Immobiline DryStrip gel pH 3-11NL, 7 - n⁰ catálogo 17600373 e 24 cm - n⁰ 

catálogo 17600372 - GE HealthCare, Buckinghamshire, Inglaterra. 

 

4.1.6 Softwares 

Bruker Daltonics BioTools 3.2™ - Bruker Daltonics – Massachusetts, EUA. 

DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v7.2 - GE HealthCare, 

Buckinghamshire, Inglaterra. 

GraphPad Prism 5. - GraphPad Software, Califórnia, EUA. 

ImageMaster™ 2D Platinum (versão 6.0) - GE HealthCare, Buckinghamshire, 

Inglaterra. 

IPGphor - GE HealthCare, Buckinghamshire, Inglaterra  

Motic Image Plus 2.0 - Motic, Xiamen, China. 

Peaks to Mascot do programa 4000 Series Explore - Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA. 

TScratch – CSE Lab, Zurique, Suíça. 
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4.1.7 Soluções 

4.1.7.1 Tampão de ativação (Tampão acetato de sódio 1 M, cisteína 25 mM, 

EDTA 10 mM e DTT 5 mM) 

Cisteína 200 mM ...................................................................................... 0,04 mL 

EDTA 500 mM .....................................................................................…. 4,00 mL 

DTT ...................................................................................…...................... 0,16 g 

Tampão acetato de sódio 1 M (pH 5,0) q.s.p ........................................ 200,00 mL 

 

4.1.7.2 Tampão acetato de sódio pH 5,0 (1,5 M) 

Acetato de sódio .................................................................................. 204,12 g 

Água destilada q.s.p. ........................................................................ 1000,00 mL 

O pH foi ajustado para 5,0 com HCl 1,0 M. As soluções de Acetato de sódio 1,0 

e 0,1M foram preparadas a partir da diluição da solução a 1,5 M com Água 

destilada. 

 

4.1.7.3 Solução de azul-brilhante de Coomassie para Bradford 

Coomassie Blue G-250 ............................................................................... 0,50 g 

Etanol 95% ....................................................................................……. 25,00 mL 

Ácido fosfórico 85% ..........................................................….................. 50,00 mL 

Água destilada q.s.p ............................................................................. 500,00 mL 

 

4.1.7.4 Tampão fosfato 25 mM pH 8,0 

Fosfato dibásico 0,2M ............................................................................ 35,50 mL 

Fosfato monobásico 0,2 M ....................................................................... 1,98 mL 

Água destilada ....................................................................................... 37,50 mL 
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4.1.7.5 Tampão de incubação para atividade amidásica 

Cisteína 200 mM ...................................................................................... 0,75 mL 

EDTA 500 mM .................................................................................……. 0,12 mL 

BAPNA 100 mM ...................................................................................... 90,00 µL 

Tampão fosfato 25 mM pH 8,0 q.s.p. .......................................................30,00 mL 

 

4.1.7.6 Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 6,8; 0,4% SDS (p/v) 

Tris base ................................................................................................... 18,20 g 

SDS ............................................................................................................ 0,40 g 

Água destilada q.s.p. ............................................................................ 100,00 mL 

Os reagentes foram completamente dissolvidos em 80 mL. Em seguida, o pH foi 

ajustado para 6,8 com HCl 1,0 M e o volume completado para 100 mL. 

 

4.1.7.7 Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 8,8; 0,4% SDS (p/v) 

Tris base ................................................................................................... 18,20 g 

SDS ............................................................................................................ 0,40 g 

Água destilada q.s.p. ............................................................................ 100,00 mL 

Os reagentes foram completamente dissolvidos em 80 mL. Em seguida, o pH foi 

ajustado para 8,8 com HCl 1,0 M e o volume completado para 100 mL.  

 

4.1.7.8 Solução aquosa de acrilamida: bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/v) 

Acrilamida ................................................................................................. 26,10 g 

Bis-acrilamida ............................................................................................. 0,90 g 

Água destilada q.s.p. .............................................................................. 90,00 mL 
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4.1.7.9 Solução para gel separador desnaturante 12% de acrilamida 

Solução aquosa de acrilamida: bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/v) ......... 1,20 mL 

Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 8,8; 0,4% SDS (p/v) ................................... 0,75 mL 

Solução aquosa de persulfato de amônio 10% (p/v) ............................... 25,00 µL 

TEMED...................................................................................................... 5,00 µL 

Água deionizada ...................................................................................... 1,02 mL 

 

4.1.7.10 Solução para gel concentrador desnaturante 5% acrilamida  

Solução aquosa de acrilamida: bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/v)....... 166,80 µL 

Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 6,8; 0,4% SDS (p/v) ................................ 250,00 µL 

Solução aquosa de persulfato de amônio 10% (p/v) ............................... 10,00 µL 

TEMED ..................................................................................................... 2,00 µL 

Água deionizada ................................................................................... 571,20 µL 

 

4.1.7.11Tampão de corrida eletroforese desnaturante (Tris base 0,025 M; 

glicina 0,19 M; SDS 0,1% (p/v))  

Tris base ..................................................................................................... 0,76 g 

Glicina ......................................................................................................... 3,60 g 

SDS ............................................................................................................ 0,25 g 

Água destilada q.s.p. ............................................................................ 250,00 mL 

 

4.1.7.12 Tampão de amostra eletroforese desnaturante (Tris-HCl 0,07 M; 

glicerol 30% (v/v), SDS 10% (p/v))  

Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 6,8; 0,4% SDS (p/v) ................................... 0,70 mL 

Glicerol ..................................................................................................... 0,30 mL 

SDS ............................................................................................................ 0,10 g 

Azul de bromofenol .................................................................................. 0,12 mg 
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4.1.7.13 Solução fixadora para géis  

Metanol P.A. .......................................................................................... 50,00 mL 

Ácido acético glacial P.A. ....................................................................... 10,00 mL 

Água destilada q.s.p. ............................................................................ 100,00 mL 

 

4.1.7.14 Solução de Azul-brilhante de Coomassie para coloração de géis  

Corante azul-brilhante de Coomassie G-250 ....................................... 125,00 mg 

Ácido acético glacial P.A. ....................................................................... 10,00 mL 

Água destilada q.s.p. ............................................................................ 100,00 mL 

 

4.1.7.15 Solução descorante de géis 

Metanol P.A. ............................................................................................ 5,00 mL 

Ácido acético glacial P.A. ......................................................................... 7,00 mL 

Água destilada q.s.p. ............................................................................ 100,00 mL 

 

4.1.7.16 Meio RPMI-1640 (NaHCO3 14 mM, Herpes 4 mM, Ampicilina 0,27 

mM, Estreptomicina 0,06 mM, Anfoteromicina B 5,41 µM) 

Meio RPMI-1640 desidratado (comercial) ..................................................10,43 g 

Bicarbonato de sódio ...................................................................................1,20 g 

Hepes …….……………….............…...................…………....……………....2,38 g 

Ampicilina sódica..........................................................................................0,10 g 

Estreptomicina .............................................................................................0,10 g 

Anfotericina B............................................................................................5,00 mg 

Água deionizada q.s.p. ................................................................................1,00 L 

Os reagentes foram completamente dissolvidos em 800 mL. Em seguida, o pH 

foi ajustado para 6,9 ou 7,4 com NaOH 1,0 M e o volume completado para 1000 
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mL. Esterilizado por filtração em membrana com porosidade absoluta de 0,22 

μm. 

 

4.1.7.17 Tampão PBS pH 7,4 

Fosfato dibásico de sódio P.A. .................................................................... 1,15 g 

Fosfato monobásico de potássio P.A. ......................................................... 0,25 g 

Cloreto de sódio .......................................................................................... 8,20 g 

Cloreto de potássio ..................................................................................... 0,20 g 

Água destilada q.s.p. ................................................................................... 1,00 L 

O pH é ajustado para 7,4 com solução de NaOH 1,0 M e o tampão é esterilizado 

por autoclavação a 120°C durante 20 minutos. Para a produção do Tampão PBS 

com EDTA, 1,37 g deste sal foi adicionado. 

 

4.1.7.18 Solução corante de azul de Tripano 

Azul de Tripano ............................................................................................0,12 g 

Solução NaCl 0,9% q.s.p ........................................................................30,00 mL 

 

4.1.7.19 Tampão de lise (Ureia 8,0 M, Tioureia 2,0 M; CHAPS 4% (p/v); Tris 

40 mM, Ortovanadato de sódio 0,4 mM e mix de inibidores de proteases) 

Ureia ............................................................................................................4,80 g 

Tiureia ......................................................................................................... 1,50 g 

CHAPS ....................................................................................................... 0,40 g 

Tris 1M pH 8,8 .......................................................................................... 0,40 mL 

Mix de inibidor de proteases (GE Healthcare) .......................................... 0,10 mL 

Ortovanadato de sódio 40 mM ..................................................................0,10 mL 

Água para injetáveis ............................................................................... 10,00 mL 
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4.1.7.20 Tampão IEF (8 M de uréia, 2 M de tiuréia, CHAPS 4%, azul de 

bromofenol 0,0025%, DTT 65 mM e 1% (v/v) Tampão IPG pH 3,0 a 11,0 NL 

(GE Healthcare) 

Ureia ............................................................................................................4,80 g 

Tiureia ......................................................................................................... 1,50 g 

CHAPS ....................................................................................................... 0,40 g 

Azul de bromofenol 0,5% (p/v) ................................................................. 0,05 mL 

DTT ............................................................................................................. 0,10 g 

Água para injetáveis ............................................................................... 10,00 mL 

 

4.1.7.21 Tampão de Equilíbrio (50 mM de Tris 1,5M pH 8,8, 6M Uréia, 30% 

Glicerol, 2% Dodecil Sulfato de Sódio - SDS, 0,001% v/v Azul de Bromofenol 

0,5%) 

Tris 1,5 M pH 8,8 ...................................................................................... 6,70 mL 

Ureia ......................................................................................................... 72,07 g 

Glicerol ................................................................................................... 69,00 mL 

SDS ............................................................................................................ 4,00 g 

Azul de bromofenol 0,5% (p/v) ................................................................. 0,40 mL 

Água para injetáveis ............................................................................. 200,00 mL 
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4.2 Métodos 

4.2.1 Obtenção da fração CMS-2 e CMS-2 inibida 

A partir de incisões no epicarpo de frutos imaturos, o látex de V. 

cundinamarcensis foi coletado e armazenado a 4ºC para transporte. 

Posteriormente, o mesmo foi liofilizado e novamente armazenado a -20ºC. Para 

a separação cromatográfica, foram dissolvidos 20,0 g do látex liofilizado em 100 

mL de tampão de ativação (item 4.1.7.1). A mistura foi lentamente agitada à 

temperatura ambiente durante 30 min e centrifugada (9.000 x g) durante 10 min 

a 4ºC. O sobrenadante foi filtrado em gaze, sendo repetido o procedimento 

descrito acima com o resíduo, utilizando-se 30 mL do tampão de ativação. Os 

filtrados obtidos foram recolhidos e os resíduos desprezados. Os filtrados foram 

aplicados em resina Sephadex G-10 previamente equilibrada com tampão 

acetato de sódio 1 M (pH 5,0) (item 4.1.7.2). A corrida cromatográfica se 

desenvolveu com fluxo de 0,25 mL/min, sendo coletadas frações de 20,0 mL. A 

triagem das frações foi realizada mediante a estimativa da concentração protéica 

a 280 nm. As frações obtidas do primeiro pico cromatográfico foram reunidas 

(P1G10), concentradas e lavadas, utilizando um sistema de ultrafiltração com 

membrana de 10.000 Da. 

Para a segunda separação cromatográfica, os sítios catalíticos das 

cisteíno proteases presentes em P1G10 foram inibidos utilizando-se o ácido 

para-hidroximercuribenzóico (inibidor reversível) na proporção de 1 M da fração 

para 10 M do inibidor. O excesso do inibidor foi removido por diálise contra 

tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0 (item 4.1.7.2). A solução resultante foi 

submetida à cromatografia em coluna CM Sephadex C-25, previamente 

equilibrada com 0,1 M de acetato de sódio, pH 5,0. As proteínas foram eluídas, 

com um fluxo constante de 0,5 mL/min, contra gradiente linear, entre 0,1 e 1,2 M 

de acetato de sódio, e as frações obtidas foram agrupadas conforme perfil 

protéico, medido em 280 nm, e atividade amidásica (item 4.2.3). As frações 

referentes ao segundo pico cromatográfico, eluídas após a aplicação do 

gradiente de acetato de sódio, foram reunidas (CMS-2), concentradas e lavadas, 

utilizando um sistema de ultrafiltração com membrana de 10.000 Da (Teixeira et 

al., 2008). 
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Em experimentos onde a importância da atividade proteolítica de CMS-2 

foi avaliada, utilizou-se amostras desta fração inibida com Iodoacetamida, 

inibidor irreversível de cisteíno proteases. Para isso, 0,2 µM de CMS-2 foi 

incubado por 5 min à temperatura ambiente com 200 µM de iodoacetamida na 

presença de cisteína 1 mM. As amostras, então, foram dialisadas com leve 

agitação contra 250 mL de Água Mili-Q a 4°C durante 48 h (com trocas da água 

a cada 12 h), para eliminar o excesso de inibidor (Gomes et al., 2009). A atividade 

amidásica residual foi avaliada conforme descrito no item 4.2.3. Após esse 

procedimento, as amostras foram esterilizadas (descrito em 4.2.6) e utilizadas 

nos ensaios biológicos. 

 

4.2.2 Dosagem protéica 

A concentração protéica foi determinada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976). Volumes entre 1,0 e 10,0 μL de amostras foram incubados, por 

15 min, com 290 µL de solução de azul-brilhante de Coomassie (4.1.7.3). A 

leitura da densidade ótica foi realizada em comprimento de onda de 595 nm. 

Albumina bovina foi utilizada para construção da curva-padrão. 

 

4.2.3 Atividade amidásica 

A atividade amidásica foi determinada com o substrato sintético BAPNA 

(Baeza et al., 1990). Em triplicata, 10 µg das amostras foram aliquotadas e 

incubadas, a 37ºC, em tampão de incubação (4.1.7.5) contendo BAPNA 0,3 mM. 

Após o surgimento de uma coloração amarelo-clara, a reação foi interrompida 

com a adição de 60 L de solução de ácido acético 60% (v/v). A determinação 

da concentração molar de paranitroanilida liberada (quantidade de produto 

formado) foi realizada através da leitura da absorbância em 405 nm e sua relação 

com o coeficiente de extinção molar, 8800 M-1.cm-1. A atividade proteolítica 

específica foi expressa em concentração molar de produto formado por unidade 

de massa da enzima em um determinado tempo: nM produto x min-1x g-1 enzima 

(Silva et al., 2003). 
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4.2.4 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida  

O sistema de gel utilizado foi constituído por um gel separador e um 

concentrador. Primeiramente, a solução do gel separador (item 4.1.7.9) foi 

aplicada em um conjunto de placas de vidro com 8,0 x 10,0 x 0,3 cm de 

dimensões, com espaçadores de 0,5 mm. Após a polimerização, o gel 

concentrador (item 4.1.7.10) foi aplicado sobre o gel separador e, em seguida, 

adicionado um pente com 10 dentes. Após a polimerização do gel concentrador, 

os pentes e os vedantes foram cuidadosamente retirados, sendo a montagem 

colocada na cuba de eletroforese contendo o tampão de corrida (item 4.1.7.11). 

Para desnaturação das amostras, estas foram fervidas por 5 min, antes que 

fossem aplicadas no gel. Um volume do tampão de amostra (item 4.1.7.12) foi 

adicionado correspondendo a 1/6 do volume total da amostra. Nas amostras 

contendo proteases também foi adicionado 1,0 μL de solução MMS 50 mM. A 

aplicação foi feita nas canaletas localizadas no pólo negativo do gel e a 

eletroforese desenvolvida em corrente elétrica de 80 V de tensão, 20 mA de 

corrente e 2 W de potência, durante aproximadamente 2 h (Laemmli, 1970). 

Terminada a corrida eletroforética, o gel foi mergulhado na solução 

fixadora (item 4.1.7.13) por 30 min e, posteriormente, lavado 2 vezes com água 

destilada para hidratá-lo. Em seguida, as proteínas foram coradas com a solução 

de azul-brilhante de Coomassie para coloração de géis (4.1.7.14), 

permanecendo nesta por 30 min ou até o aparecimento das bandas. O fundo do 

gel (background) foi descorado utilizando a solução descorante descrita no item 

4.1.7.15. O gel foi digitalizado (Scanner ImageScanner) para a análise dos 

resultados. 

 

4.2.5 Cultivo celular 

A linhagem celular de melanoma murino B16-F10 foi cultivada em meio 

RPMI 1640 pH 7,4 (item 4.1.7.16), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(FBS) em estufa à 37º C e 5% de CO2. Melan-a, linhagem de melanócito murino, 

foi cultivada nas mesmas condições descritas acima, sendo o pH do meio 

levemente ácido (6,9) suplementado com 5% de FBS e 200 nM de ester de forbol 

– miristato (PMA, Phorbol ester myristate). 
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Ao atingirem aproximadamente 90% de confluência, procedeu-se à 

tripsinização das linhagens, quando o meio de cultivo foi removido, as células 

foram lavadas com 2,0 mL de PBS/EDTA pH 7,4 (item 4.1.7.17). Colocou-se 0,5 

mL de solução ATV (solução de tripsina 0,2% e versene 0,02%) que foi inativada 

após completo desprendimento das células com 1,5 mL do meio RPMI 1640 a 

10 % (v/v) de FBS. Obteve-se, então, uma suspensão celular que, após 

contagem, foi ajustada à densidade celular apropriada para a realização dos 

experimentos. A viabilidade celular foi determinada pela exclusão de células 

coradas com solução de azul de tripano (item 4.1.7.18). O congelamento para a 

manutenção das células viáveis em estoque foi efetuado em alíquotas de 1mL 

das linhagens celulares (em 30% FBS e 10% DMSO) acondicionadas em 

criotubos. Os tubos foram, inicialmente, mantidos a –20 C por duas horas e 

depois estocados em nitrogênio líquido (Armelin, 1973). 

 

4.2.6 Esterilização das amostras para ensaios biológicos 

Para evitar contaminação nos ensaios biológicos, antes de todos 

experimentos as amostras foram filtradas em membranas de nitrato de celulose, 

com poros de 0,22 μm de diâmetro, procedimentos estes realizados em 

ambiente estéril. 

 

4.2.7 Avaliação da viabilidade celular pelo método de metabolização do sal 

de resazurina  

As linhagens celulares foram semeadas, nas condições de cultivo, em 

placas de 96 cavidades (1,0x104/poço) e, após adesão, foram expostas por 24h 

a diferentes concentrações da fração CMS-2 diluídas em meio RPMI 1640 

contendo 5% (v/v) de FBS. Em seguida, 10 µL de uma solução de resazurina (10 

mg/mL) foram adicionados ao meio, sendo as leituras espectrofotométricas, à 

570 e 600 nm, realizada após 2h de exposição (Anoopkumar-Dukie et al., 2005). 

O cálculo da diferença entre os valores de densidades óticas (D.O.) foi realizado 

e, a partir do gráfico densidade ótica versus concentração, foi feita a regressão 

não-linear da curva para a determinação da concentração letal para 50% (IC-

50), utilizando-se o Programa estatístico GraphPad Prism 5.  



61 
 

4.2.8 Determinação da integridade da membrana celular 

As linhagens celulares foram semeadas, nas condições de cultivo, em 

placas de 96 cavidades (1x104/poço) e, após adesão, foram expostas por 24h a 

diferentes concentrações da fração CMS-2 diluídos em meio RPMI 1640 

suplementado com 1% de FBS, para diminuir a interferência de lactato 

desidrogenase presente no soro. Após a exposição, seguiu-se com a 

centrifugação das placas a 250 x g por 10 min e coleta de 100 µL do 

sobrenadante. Esse último foi incubado por 15 min, temperatura ambiente e 

protegido da luz, com 100 µL da mistura de reação, preparada conforme as 

instruções do fabricante (Roche®). A leitura espectrofotométrica foi realizada a 

492 e 620 nm e os resultados foram expressos como diferença entre os valores 

de densidades óticas (D.O.). Utilizou-se 1% de Triton X-100 como controle 

positivo de lise celular (Kondo et al., 1996). 

 

4.2.9 Estudo proteômico 

4.2.9.1 Obtenção dos lisados celulares 

Células B16-F10 e Melan-a foram semeadas, nas condições de cultivo 

previamente descritas, em garrafas de 75 cm2 na densidade celular de 1,6 x 106 

células/garrafa, cultivadas por 24h e expostas a 10 µg/mL de CMS-2 diluída em 

meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de FBS. Após 24h de exposição, as células 

foram lavadas 3 vezes com meio de cultura RPMI 1640 e rompidas em tampão 

de lise para 2D, conforme descrito no item 4.1.7.19. Após centrifugação a 20.000 

g por 1 h, o sobrenadante foi aliquotado e armazenado em freezer -80ºC até o 

uso (Fonseca Pires et al., 2014). A concentração protéica foi determinada 

utilizando-se o kit 2D QuantKit (GE Healthcare), segundo recomendações do 

fabricante. 

 

4.2.9.2 Eletroforese bidimensional (2-DE) 

Inicialmente para padronização da técnica e verificação da distribuição de 

proteínas presentes na amostra, foram utilizadas strips com 7 cm de 

comprimento e gradiente de pH imobilizado (IPG) não linear de 3 até 11. Após 
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essa avaliação, foram feitos géis com strips de 24 cm, também com IPG não 

linear de 3 até 11, para obtermos uma maior separação das proteínas e 

resolução, assim facilitando futuras excisões dos spots para a Espectrometria de 

Massa. 

Strips de 7cm foram hidratadas com 250 µg da amostra protéica diluída 

em Tampão IEF (item 4.1.7.20), em um volume total de 125 µL/strip. As de 24 

cm foram hidratadas com 1500 µg de proteína também diluída em tampão IEF, 

em um volume total de 450 µL/strip. A hidratação das strips ocorreu em 

temperatura ambiente por 12 h. Em seguida, as de 7cm contendo as amostras 

foram submetidas à Focalização Isoelétrica (IEF) no equipamento 

Ettan™IPGPhor™ 3 (GE-Healthcare), a 50 µA/gel nas seguintes condições: 500 

V por 2 h; 1000 V por 30 min; 4000 V por 1 h; 4000 V até acumular 16.000 Vh e 

500 V por 1 h. As strips de 24 cm foram focalizadas utilizando as seguintes 

condições: 500 V por 4 h; 1000 V por 4 h; 10.000 V por 2 h; 10.000 V até acumular 

90.000 Vh e 500 V por 2 h. Após a IEF, as strips foram equilibradas para redução 

e alquilação das proteínas com Tampão de Equilíbrio (item 4.1.7.21), 

inicialmente contendo 10mg/mL de Ditiotreitol (DTT) por 15 min sob leve 

agitação. Essa solução foi substituída por Tampão de Equilíbrio contendo 

25mg/mL de Iodoacetamida (IAA). Posteriormente, as strips foram lavadas 

rapidamente em Tampão de corrida (item 4.1.7.11) e posicionadas 

horizontalmente na parte superior do gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% e 

cobertas com Agarose 0,5% contendo azul de bromofenol 0,002%. Para a 

segunda dimensão, foi utilizado o aparelho de eletroforese vertical Ettan DALTsix 

Electrophoresis Unit (GE – Healthcare). A corrida dos géis foi limitada a 15 

mA/gel nos primeiros 15 minutos, e após esse período, a corrente foi aumentada 

para 50mA/gel (Fonseca Pires et al., 2014). Ao término da eletroforese, os géis 

bidimensionais foram fixados em solução fixadora contendo Ácido Ortofosfórico 

2% e Etanol 30% por 12 horas em temperatura ambiente; em seguida em 

solução contendo Ácido Ortofosfórico 2%, realizando-se 3 lavagens de 10 min 

cada e, por último, em solução contendo Ácido Ortofosfórico 2%; Etanol 18% e 

Sulfato de Amônio 12% por 30 min. A essa última solução foi acrescentado 0,1% 

de Coomassie Brilliant Blue G-250 a 4% para a coloração das proteínas por 5 

dias. Após esse período, o background foi removido com Etanol 20% (Neuhoff 
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et al., 1988) e as imagens dos géis foram digitalizadas, utilizando-se o scanner 

ImageScanner (Amersham Biosciences). 

 

4.2.9.3 Eletroforese em gel diferencial (DIGE, 2-D Fluorescence Difference 

Gel Electrophoresis) 

Após padronizarmos e avaliarmos a reprodutibilidade dos géis 

bidimensionais, foi utilizada a técnica DIGE para a comparação da expressão de 

proteínas entre as diferentes condições de tratamento. O extrato proteico das 

diferentes condições experimentais foi marcado com fluoróforos CyDye™ (GE 

Healthcare), conforme o delineamento experimental mostrado na Tabela 1. A 

marcação das proteínas foi realizada de modo a ocorrer a inversão das amostras 

com diferentes fluoróforos (Dye Swab com Cy3 e Cy5) e, para a normalização 

dos dados, uma mistura de todas as amostras foi marcada com o fluoróforo Cy2, 

sendo este o padrão interno. 

 

      Tabela 1: Esquema de marcação com CyDye dos extratos proteicos. 

Gel Cy3 Cy5 Cy2 

1 Melan-a Controle B16-F10 Controle Mistura das amostras 

2 Melan-a Tratado Melan-a Controle Mistura das amostras 

3 Melan-a Controle B16-F10 Tratado Mistura das amostras 

4 B16-F10 Tratado Melan-a Tratado Mistura das amostras 

5 Melan-a Tratado B16-F10 Controle Mistura das amostras 

6 B16-F10 Controle B16-F10 Tratado Mistura das amostras 

 

O pH das amostras foi medido e quando preciso, ajustado para 8,5 com 

HCl 0,5 M ou NaOH 0,5 M. Foram utilizados para a marcação 400 pmol de cada 

fluoróforo (Cy2, Cy3 e Cy5) em 50 µg de proteína. As amostras, após a 
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marcação, foram homogeneizadas, centrifugadas rapidamente e deixadas no 

gelo por 30 min. Após esse período, foi acrescentado 1 µL de L-Lisina 10 mM 

para consumir os fluoróforos não ligados às proteínas, e as amostras foram 

incubadas no gelo por 10 min (Fonseca Pires et al., 2014). Posteriormente, as 

amostras marcadas com os fluoróforos foram reunidas conforme Tabela 1 e uma 

quantidade de lisado proteíco não marcado foi acrescido, a fim de se possibilitar 

a visualização das proteínas por coloração com Coomassie. Essa mistura foi 

utilizada para hidratar strips de 24 cm, pH 3-11 não linear, por 12 h. A primeira e 

a segunda dimensão do gel bidimensional foi realizada conforme descrito 

anteriormente (item 4.2.9.2). Após o término da segunda dimensão, os géis 

foram digitalizados no scanner Typhoon FLA 9000 (GE-Healthcare), pertencente 

ao Centro de Aquisição e Processamento de Imagens do ICB/UFMG, utilizando 

os seguintes parâmetros para excitação e emissão da fluorescência: Cy2 

(488/520 nm), Cy3 (532/580 nm) e Cy5 (633/670 nm). Em seguida, foram 

corados com Coomassie, conforme descrito acima (item 4.2.9.2). 

 

4.2.9.4 Análise in silico dos géis 

Duas formas de avaliação dos géis foram utilizadas neste trabalho, sendo 

as análises de reprodutibilidade do perfil proteômico e a expressão diferencial de 

proteínas entre as diferentes condições experimentais. Na primeira avaliação foi 

utilizado o software ImageMaster 2D Platinum v6.0 (GE - Healthcare), onde foi 

verificado o índice de correlação (Scatter Plot) da sobreposição entre as imagens 

e a porcentagem de sobreposição dos spots (match) entre os géis. Na segunda 

análise, foi utilizado o software DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software 

v7.2 (GE - Healthcare). Esse programa tem como função a análise de géis 

fluorescentes realizados através da técnica DIGE, permitindo uma análise 

automatizada das imagens quanto a detecção, quantificação, sobreposição das 

imagens e análise estatística dos resultados. Após uma revisão e edição 

minuciosa para averiguar e corrigir a qualidade do match, os spots foram 

submetidos ao teste T-student e ao One-Way ANOVA e todos aqueles com o P 

≤ 0,05 foram selecionados como sendo diferencialmente expressos e excisados 

dos géis para a identificação por espectrometria de massa MALDI-ToF/ToF. 
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4.2.9.5 Espectrometria de massas 

Para a identificação dos spots selecionados, os mesmos foram excisados 

dos géis e descorados através de três lavagens de 15 min cada com 400 µL de 

uma solução de Acetonitrila 50% e Bicarbonato de Amônio 25 mM, pH 8,0 sob 

constante agitação. A solução descorante foi removida e, em seguida, os spots 

foram desidratados com 200 µL de Acetonitrila P.A. durante 5 min. Após 

secagem, foram adicionados 10 µl de uma solução de Tripsina a 20 ng/µL e 20µL 

de Bicarbonato de Amônio 50 mM para a digestão enzimática das proteínas, no 

gelo. Na sequência, as amostras foram incubadas a 37 ºC por 16 - 24 h para a 

completa digestão e fragmentação das proteínas. As soluções contendo Tripsina 

e Bicarbonato de Amônio foram coletadas e transferidas para tubos novos, e ao 

tubo anterior, contendo os fragmentos de géis, foi adicionada uma solução de 

Ácido Fórmico 5% e Acetonitrila 50% e deixado por 30 min sobre constante 

agitação. Após esse período, a solução foi removida e transferida para o tubo 

contendo a primeira solução retirada. O procedimento anterior com Ácido 

Fórmico 5% e Acetonitrila 50% foi repetido e essa solução também foi transferida 

para o tubo contento os outros extratos. Os tubos contendo todos os extratos 

foram concentrados até o volume final de 10 µL. Os extratos foram eluídos em 

colunas ZipTip®C18 (Millipore, USA) para dessalinização e concentração dos 

peptídeos (Fonseca Pires et al., 2014).  

As análises de espectrometria de massa foram realizadas no Laboratório 

de Toxinologia do Departamento de Fisiologia e Farmacodinâmica - Instituto 

Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Para análise das amostras, 0,3 µL da solução da 

amostra foi misturada ao mesmo volume da solução matriz saturada (ácido α-

ciano-4-hidroxicinâmico) na placa MTP AnchorChip™ 600/384 (Bruker 

Daltonics) e deixada secando em temperatura ambiente. Dados brutos para a 

identificação de proteínas foram obtidos no analisador proteômico AB SCIEX 

MALDI TOF/TOF™ 5800 System (Applied Biosystems, USA). A calibração 

externa do modo MS foi realizada usando uma mistura de quatro peptídeos: des-

Arg1- bradicinina (m/z = 904.468); angiotensina I (m/z = 1296.685); Glu1-

fibrinopeptídeo B (m/z = 1570.677) e hormônio adenocorticotrópico (18-39) (m/z 

= 2465.199). Os espectros MS/MS foram calibrados externamente usando 

massas de íons fragmento conhecidos observadas no espectro MS/MS da 
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angiotensina I. Após a aquisição de dados, uma lista de picos foi obtida a partir 

dos dados brutos do MS/MS, usando a função Peaks to Mascot do Programa 

4000 Series Explore (Applied Biosystems, USA). 

Toda a informação adquirida para cada spot, ou seja, as relações 

massa/carga e intensidade dos picos obtidos no espectro, bem como as razões 

massa/carga e intensidades dos picos referentes a cada um dos cinco espectros 

de MS/MS foi compilada em um arquivo texto. Esse arquivo foi submetido ao 

MASCOT (Matrix Science, EUA) (http://www.matrixscience.com), para realizar a 

busca nos bancos de dados. Apenas proteínas com valores de score P ≤ 0,05 

foram consideradas identificadas. Os parâmetros usados para a busca foram os 

seguintes: sem restrição para peso molecular da proteína, um sítio de clivagem 

da tripsina perdido, modificações variáveis da metionina (oxidação) e da cisteína 

(carbamidometilação), formação de piroglutamato na extremidade N-terminal da 

glutamina sem outras modificações pós- trasducionais. A tolerância de massa 

para os peptídeos nas buscas foi de 0,8 Da para espectros MS e 0,6 Da para 

espectros MS/MS. 

 

4.2.9.6 Organização dos dados proteômicos  

Primeiramente, foi realizada uma categorização funcional entre as 

proteínas identificadas pelo MALDI através das anotações sobre processos 

biológicos e funções moleculares para as proteínas de Mus musculus 

depositadas no banco de dados UniProt (http://www.uniprot.org/) e confirmadas 

através do banco de dados Gene Ontology (GO) - 

(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/search.cgi). O número do GO de 

cada proteína foi submetido ao catálogo FunCat - Functional Catalogue 

(http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/), onde as proteínas foram 

classificadas funcionalmente. Além da classificação funcional, também foi 

realizada uma pesquisa de predição de interação das proteínas identificadas 

com proteínas existentes, através do banco de dados String 9.1 (Search Tool for 

the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org), que fornece 

uma rede de interações preditas ou já descritas na literatura entre proteínas ou 

entre genes. As interações incluem associações diretas (físicas) e indiretas 

(funcionais), que são derivadas de quatro fontes: contexto genômico, 
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experimental (High-throughput), co-expressão (conservado) e conhecimentos 

prévios. 

 

4.2.10 Avaliação da proliferação celular pela medida de incorporação de 5-

bromo-2-deoxiuridina (BrdU) 

As suspensões celulares foram semeadas em placas de 96 cavidades na 

densidade 1x103 (B16-F10) ou 1x104 (Melan-a) células/poço, nas condições de 

cultivo. Após atingirem cerca de 50% de confluência, as células foram 

carenciadas da presença de fatores de proliferação pela incubação com meio 

RPMI 1640 sem FBS. Tendo decorrido o carenciamento por 24h, a subfração 

CMS2 foi aplicada, diluída em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de FBS em 

concentrações variando de 0,5-10,0 µg/mL. A proliferação celular foi 

determinada após 24h de exposição, utilizando-se o imunoensaio colorimétrico, 

baseado na medição da incorporação de BrdU durante a síntese de DNA. O 

ensaio foi realizado de acordo com as instruções do fabricante (Roche®). A 

solução de BrdU (10 µL/cavidade) foi adicionada na cultura celular e deixada em 

incubação durante as últimas 18 h de exposição ao tratamento. Durante esse 

período, o BrdU é incorporado no DNA das células em proliferação. Depois, o 

sobrenadante da cultura celular foi removido e as células foram fixadas, e em 

seguida, incubadas com o anticorpo anti-BrdU conjugado com peroxidase (anti-

BrdU-POD). A ligação entre anticorpo e antígeno foi quantificada após a 

incubação do substrato, pelas leituras espectrofotométricas em 370 e 492 nm 

(Berthier-Vergnes et al., 2011). O resultado foi expresso como a diferença entre 

os valores de densidades óticas (D.O.). 

 

4.2.11 Avaliação da senescência pela marcação da enzima β-galactosidase 

As suspensões celulares foram semeadas, nas condições de cultivo, em 

placas de 6 cavidades na densidade 2,5x104 (B16-F10) ou 7,5x104 (Melan-a) 

células/poço e, após adesão, foram expostas por 72 h a fração CMS-2 na 

concentração de 10,0 µg/mL diluída em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de 

FBS. Peróxido de hidrogênio a 10 µM foi utilizado como controle positivo para 

senescência, sendo que as células foram expostas por 1h e, imediatamente, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berthier-Vergnes%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21081927
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lavadas e incubadas por 72h com o meio de cultivo. O evento senescência foi 

avaliado, utilizando-se a marcação colorimétrica da enzima β-galactosidase, 

conforme as instruções do fabricante (Cell Signaling Technology®). Após a 

exposição, o meio de cultivo foi removido e as monocamadas foram lavadas com 

PBS (item 4.1.7.17). Um mililitro de solução de fixação, fornecido pelo kit, foi 

adicionado e as células foram mantidas por 15 min a temperatura ambiente. 

Seguiu-se com duas lavagens com PBS e a incubação das células a 37⁰C em 

estufa sem CO2 na presença de 1 mL da solução de marcação pH 6,0, preparada 

a partir de itens fornecidos pelo kit. Células que possuem atividade de β-

galactosidase em pH 6,0 se coram de verde, característica exclusiva de células 

senescentes (Chang et al., 2011). 

 

4.2.12 Dosagem de melanina intracelular 

As linhagens celulares B16-F10 e Melan-a foram semeadas, nas 

condições de cultivo, em placas de 6 poços (2,0x105 células/poço) e, após 

adesão, foram expostas por 24h a diferentes concentrações da fração CMS-2 

diluídas em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de FBS. Em seguida, as 

monocamadas foram lavadas três vezes com PBS pH 7,4 (item 4.1.7.17) e as 

células foram lisadas com 100 µL NaOH 1M. Os lisados foram incubados a 80°C 

por 2h e sonicados por 15 min. A absorbância foi determinada a 405 nm e a 

quantidade do pigmento foi determinada utilizando uma curva-padrão de 

melanina (Guo et al., 2012). A relação entre quantidade de melanina e dosagem 

de proteína (medida indireta de número de células) foi calculada e os resultados 

foram expressos como % de melanina em relação ao controle (100%). 

 

4.2.13 Determinação da atividade da enzima tirosinase 

As linhagens celulares B16-F10 e Melan-a foram semeadas, nas 

condições, de cultivo em placas de 6 poços (2,0x105 células/poço) e, após 

adesão, foram expostas por 24h a diferentes concentrações da fração CMS-2 

diluídas em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de FBS. Em seguida, as 

monocamadas foram lavadas três vezes com PBS pH 7,4 e as células foram 

incubadas com 100 μL de PBS pH 7,4 (item 4.1.7.17) com 1% de Triton X-100 
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para a lise celular. O extrato foi centrifugado (10.000 rpm, 15 min) e 40µL deste 

foram misturados com 100 μL de solução de L-dopa (2 mg/mL em PBS pH 7,4). 

A reação enzimática foi realizada a 37ºC e a absorbância medida após 2h (405 

nm) (Guo et al., 2012). Os valores de densidade óptica foram normalizados em 

relação à quantidade proteica presente no lisado e os resultados foram 

expressos como % de atividade tirosinase em relação ao controle (100%).  

 

4.2.14 Avaliação da migração celular, pelo método scratch assay 

Células B16-F10 e Melan-a foram semeadas, nas condições de cultivo, 

em placas de 24 poços e mantidas até a confluência. Utilizando uma ponteira de 

P200, foi feita uma ranhura em linha reta na monocamada, a fim de se mimetizar 

uma lesão. Imagens da fenda foram capturadas por uma câmera acoplada a um 

microscópio invertido as 0, 8, 24 e 48h após os tratamentos com a fração e 

controles, em pontos marcados. As imagens foram analisadas utilizando o 

software TScratch, para quantificação das áreas ocupadas pela lesão (Liang et 

al., 2007). Para eliminar o efeito da proliferação celular no fechamento da lesão, 

500 µM de Hidroxiureia, inibidor de ribonucleotídeo redutase (Wilisch‑Neumann 

et al., 2014), foi adicionado ao meio de cultura durante todo o período de 

exposição à amostra CMS-2. Os resultados foram expressos como % de 

fechamento da fenda, considerando como 0% a área medida no tempo zero.  

 

4.2.15 Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como médias ± e.p.m e as análises 

estatísticas realizadas por meio de análise de variância (one ou two way 

ANOVA), seguidas pelos testes de múltiplas comparações, utilizando-se os 

métodos de Student Newman-Keuls ou Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram 

considerados como significativos. 
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5. RESULTADOS 

 Para identificar proteínas em células tumorais e normais que tenham sua 

expressão modulada pelo tratamento com CMS-2, inicialmente esta fração 

proteolítica, derivada do látex de Vasconcellea cundinamarcensis, foi obtida, em 

quantidade suficiente para a realização do trabalho, e caracterizada. Em 

seguida, através da avaliação da viabilidade celular, determinou-se a 

Concentração inibitória para 50% da população (IC50), após 24h de exposição, 

em linhagens celulares de melanoma metastático (B16-F10) e melanócito 

(Melan-a), ambos murinos. Essa foi a concentração utilizada posteriormente nos 

estudos proteômicos, que se deu com a confecção de lisados celulares, 

comparação da abundância de expressão de spots e extração destes últimos em 

géis, para posterior identificação das proteínas e organização dos dados obtidos. 

Avaliações de eventos celulares relacionados com as proteínas com expressão 

alterada, tais como a proliferação e a migração celular, a senescência e a 

melanogênese, também foram realizados sob o efeito do tratamento com CMS-

2. 

 

5.1 Obtenção da fração CMS-2 

O processo de obtenção de CMS-2 foi realizado conforme descrito no item 

4.2.1. Após a aplicação de 5,0 g de P1G10 em coluna contendo resina de troca 

catiônica “CM-Sephadex”, foi possível obter o perfil cromatográfico mostrado na 

Figura 2A. Quatro picos principais são observados (CMS-0 a CMS-3) de acordo 

com o perfil proteico (absorbância 280 nm), sendo CMS-1 e CMS-2 os que 

concentram a maior quantidade de proteínas. Por sua vez, o perfil de atividade 

enzimática das frações eluídas mostrou que as proteínas que compõem CMS-1 

apresentam atividade amidásica aproximadamente 3 vezes superior as de CMS-

2, fato este comprovado pela determinação da atividade amidásica específica 

dos picos, que foram de 18,8 nM/mim/µg e 6,5 nM/mim/µg, respectivamente. As 

principais bandas protéicas presentes nas frações CMS-1 e CMS-2 são 

evidenciadas no gel de eletroforese (Figura 2B), correspondendo a massas 

moleculares de 23 a 27kDa. 
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Figura 2: Obtenção e caracterização bioquímica de frações proteolíticas do látex 
de V. cundinamarcensis. A- Perfil cromatográfico representativo da fração P1G10 em 
coluna de troca iônica, CM-Sephadex. A solução de P1G10 foi inicialmente eluída com 
solução de acetato de sódio 0,1 M (pH 5,0), fluxo de 0,5 mL/min. Após lavagem 
exaustiva, iniciou-se a aplicação do gradiente de acetato de amônio até 1,2 M. Frações 
de 20 mL foram coletadas para determinação do perfil protéico (absorbância a 280 nm 
– curva em preto) e atividade amidásica (curva em vermelho). B- Perfil eletroforético das 
frações CMS-1 e CMS-2 em gel SDS/PAGE 12% em condições desnaturantes. Trinta 
microgramos de cada amostra foram aplicados. Canaletas 1: padrão de peso molecular, 
2: CMS-1 e 3: CMS-2. 

 

5.2 Determinação da Concentração Inibitória (50%) da fração CMS-2 

Para a avaliação da citotoxicidade, as linhagens celulares de melanoma 

murino metastático, B16-F10, e melanócito murino, Melan-a, foram expostas por 

24h a concentrações crescentes (0,5 a 100 µg/mL) da fração proteolítica CMS-2 

(Figura 3A e 3B, respectivamente). A partir da regressão não linear das curvas 

foi possível determinar os valores da concentração inibitória para 50% da 

população celular (IC50). Podemos observar que CMS-2 apresenta valores 

próximos de IC50 tanto para a linhagem tumoral quanto para a normal. Imagens 

ilustrativas das linhagens celulares B16F10 (Figuras 3C e 3D) e Melan-a (Figuras 

3E e 3F) são apresentadas na ausência ou presença de 10,0 µg/mL de CMS-2, 

respectivamente. 
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CMS-2 

CMS-0 
CMS-3 
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Figura 3: Avaliação da viabilidade celular após tratamento com CMS-2. Células 
B16-F10 (A) ou Melan-a (B) foram semeadas em placas de 96 poços, na densidade de 
1x104 células/poço, e expostas à fração (0,5 – 100 µg/mL) por 24h. Após o tratamento 
a metabolização do sal de Resazurina foi quantificada espectrofotometricamente (570 e 
600 nm). Valores de IC50 foram obtidos a partir da regressão não-linear das curvas 
Concentração versus Efeito. Imagens representativas das células sob o tratamento com 
10 µg/mL de CMS-2: C: B16-F10 controle; D: B16-F10 tratado; E: Melan-a controle e F: 
Melan-a tratado. Aumento de 4x. 
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A integridade da membrana celular também foi avaliada como medida da 

atividade citotóxica da fração CMS-2. Conforme ilustrado na Figura 4, CMS-2 

não promove a lise celular em concentrações menores os iguais a 10 µg/mL nas 

linhagens celulares analisadas, após 24h de exposição. Os valores de atividade 

da enzima lactato desidrogenase (LDH) nas células expostas ao tratamento se 

apresentaram comparáveis ao controle negativo (meio RPMI 1640 contendo 1% 

de FBS) e significativamente menores quando comparados ao controle positivo 

(1% de Triton X-100). Já as concentrações de 50 e 100 µg/mL, após 24h de 

exposição, promoveram uma diminuição da atividade de LDH em relação ao 

controle negativo. 

 

 

Figura 4: Avaliação da integridade da membrana celular após tratamento com 
CMS-2. Células B16-F10 (A) e Melan-a foram semeadas em placas de 96 poços, na 
densidade de 1x104 células/poço e, após adesão, foram expostas às amostras em meio 
RPMI 1640 suplementado com 1% de FBS. Após 24h de exposição, as placas foram 
centrifugadas e o sobrenadante coletado para análise da atividade da enzima lactato 
desidrogenase (LDH), seguindo o protocolo do fabricante (Cytotoxicity detection kit, 
Roche). O produto da reação foi quantificado espectrofotometricamente (492 e 620 nm) 
e o gráfico plotado com a diferença entre as absorbâncias. ** ou *** indicam resultados 
diferentes estatisticamente do controle negativo (RPMI 1640 contendo 1% de FBS), com 
p < 0,01ou 0,001, respectivamente (ANOVA seguida de pós-teste Bonferroni). Controle 
+: 1% de Triton X-100 em meio RPMI contendo 1% de FBS. 
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5.3 Estudo proteômico de lisados celulares extraídos de B16-F10 e Melan-

a tratados com a fração CMS-2 

 Com o intuito de se identificar possíveis proteínas que sejam moduladas 

pelo tratamento com CMS-2, utilizou-se neste trabalho o estudo do proteoma de 

lisados celulares normais e tumorais após exposição à esta amostra. Assim, 

células B16-F10 e Melan-a foram expostas por 24h à concentração de 10 µg/mL 

de CMS-2 (valor aproximado correspondente a IC50 – Figuras 3A e 3B). Em 

seguida, os lisados celulares de B16-F10 e Melan-a tratados ou controles foram 

obtidos pela incubação com tampão de lise contendo alta concentração de Ureia 

e Tioureia, além do detergente não iônico CHAPS e de inibidores de proteases, 

e a quantidade de proteína foi determinada com o auxílio do kit 2D QuantKit (GE 

Healthcare) (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Concentração proteica de lisados celulares de B16-F10 e Melan-
a tratados ou não com CMS-2. 

 Condição 
experimental 

Concentração proteica 
(µg/mL) 

B16-F10 Controle 

1 2,7 ± 0,3 

2 3,2 ± 0,3 

3 3,4 ± 0,2 

B16-F10 Tratado 

1 3,5 ± 0,2 

2 2,5 ± 0,2 

3 3,0 ± 0,2 

Melan-a Controle 

1 2,3 ± 0,2 

2 2,6 ± 0,3 

3 2,7 ± 0,2 

Melan-a Tratado 

1 2,7 ± 0,3 

2 2,1 ± 0,2 

3 2,2 ± 0,2 

 

Após padronização da quantidade de proteína e condições de focalização 

para obtenção de géis bidimensionais com alta reprodutibilidade, < 70% de 

correlação entre triplicatas de géis de amostras biológicas independentes 

(resultados não mostrados), seguiu-se com os estudos usando a metodologia 

DIGE. Na Figura 5 são mostradas as imagens da marcação com Cy2 (488/520 

nm), Cy3 (532/580 nm), Cy5 (633/670 nm) e sobreposição de Cy3 e Cy5 dos 

seis géis DIGE obtidos a partir de extratos protéicos de lisados celulares de B16-
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F10 e Melan-a tratados e não tratados com CMS-2. Observa-se, de uma forma 

geral, uma ampla distribuição dos spots entre diferentes pontos isoelétricos e 

pesos moleculares, mostrando a complexidade das amostras de extratos 

proteicos utilizados. Além disso, sugere-se uma boa reprodutibilidade entre os 

géis, visto que vários spots são prontamente identificados nos diferentes géis 

apresentados (identificados com as setas e circulados). Esses géis DIGE foram 

analisados, utilizando o software DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software 

v7.2 (GE - Healthcare), sendo detectados, após a avaliação e exclusão de 

artefatos, 1.128 spots no Gel 1 (B16-F10 e Melan-a controles), 1.279 no Gel 2 

(Melan-a controle e tratado), 1.409 no Gel 3 (B16-F10 tratado e Melan-a 

controle), 1.354 no Gel 4 (B16-F10 e Melan-a tratados, 1.392 no Gel 5 (B16-F10 

controle e Melan-a tratado) e 1.444 no Gel 6 (B16-F10 controle e tratado). 
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/Continua 

Figura 5: Géis Bidimensionais Fluorescentes de lisados de B16-F10 e Melan-a, em strips de 24 cm pH 3 – 11 NL. A, E, I, M, Q e U – Mix 
das amostras marcadas com Cy2 utilizado para a normalização, sendo o controle interno da reação; B, G, J – Melan-a Controle; F, O e R – 
Melan-a Tratado; C, S e V – B16-F10 Controle; K, N e X – B16-F10 Tratado; D, H, L, P, T e Y – Sobreposição das imagens com as marcações 
com Cy3 e Cy5 dos respectivos géis fluorescentes. As setas e os retângulos identificam spots visualizados em todas as imagens.
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Ainda, utilizando o software DeCyder™ 7.2, realizou-se a sobreposição 

dos spots em comum entre cada imagem e a avaliação da diferença de 

expressão entre as condições experimentais, através dos testes estatísticos T 

Student e One-Way ANOVA (P ≤ 0,05). Os spots com diferenças de expressão 

estatisticamente significativas foram selecionados para a excisão do gel e 

identificação por Espectrometria de Massas. Vinte e um spots apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas na abundância de expressão, 

comparando-se a condição experimental B16-F10 controle (BC) versus tratado 

(BT). Já a comparação entre os grupos Melan-a controle (MC) versus BC 

renderam 71 selecionados e a comparação entre MC versus BT apresentou 78 

spots diferentemente expressos. No entanto, quando comparados Melan-a 

controle versus tratado, não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas no nível de expressão de qualquer spot analisado. Do total de 117 

spots selecionados, 84 foram identificados, o que corresponde a 

aproximadamente 72%. Trinta e três spots não foram identificados por motivo de 

incerteza quanto à localização do mesmo no gel corado por Coomassie (16 

spots) ou devido ao baixo score obtido após análise dos cromatogramas gerados 

no Programa MASCOT (Matrix Science, USA - http://www.matrixscience.com) 

(17 spots). A Figura 6 apresenta a distribuição das proteínas de interesse 

identificadas entre as diferentes condições experimentais, enquanto que a Figura 

7 representa a localização destas no gel, mostrando a ampla distribuição nos 

diferentes pontos isoelétricos e pesos moleculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Diagrama de Venn mostrando as proteínas identificadas em cada 
comparação entre os grupos experimentais. 
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Figura 7: Imagens representativas de geís DIGE com os spots identificados, diferentemente expressos entre os grupos B16-F10 
controle versus tratado (A), B16-F10 versus Melan-a controles (B) e B16-F10 tratado versus Melan-a controle (C). Spots selecionados 

através do Teste estatístico T-Student (P ≤ 0,05) em géis bidimensionais, tiras de 24cm, pH 3 – 11 não linear.

C 3 11 NL 
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Na Tabela 3 são apresentadas as proteínas correspondentes aos spots 

identificados, juntamente com a sua codificação GenInfo, a categoria funcional e 

a abundância desta em relação à comparação dos grupos BC versus BT, MC 

versus BC ou MC versus BT. Os 84 spots identificados corresponderam a 71 

proteínas. Isso se deve ao fato de algumas proteínas terem sido encontradas 

várias vezes em diferentes spots, devido a presença de isoformas ou alterações 

pós-traducionais. Além disso, observa-se que vários spots apresentaram 

diferentes proteínas. No Anexo 1, são apresentadas informações adicionais 

sobre as proteínas correspondentes aos spots identificados: a sequência de 

peptídeos identificados, os pontos isoelétricos e as massas experimentais e 

preditas, a área de cobertura e o score da identificação. 

As 71 proteínas foram agrupadas em 19 categorias funcionais, utilizando 

o banco de dados FunCat - Functional Catalogue of Proteins, MIPS – Munich 

Information Center for Protein Sequences (http://mips.helmholtz-

muenchen.de/genre/proj/mfungd/index.html), sendo as seguintes: 01. 

Metabolismo (50 proteínas); 02. Energia (21 proteínas); 10. Ciclo celular e 

processamento do DNA (12 proteínas); 11. Transcrição (2 proteínas); 12. 

Síntese proteica (7 proteínas); 14. Destino proteico (enovelamento, modificação, 

destino) (34 proteínas); 16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural 

ou catalítica) (69 proteínas); 18. Regulação do metabolismo e função proteica (3 

proteínas); 20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de transporte 

(14 proteínas); 30. Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal (5 

proteínas); 32. Sobrevivência celular, defesa e virulência (20 proteínas); 34. 

Interação com o meio (10 proteínas); 36. Interação sistêmica com o meio (4 

proteínas); 40. Destino da célula (10 proteínas); 41. Desenvolvimento (sistêmico) 

(3 proteínas); 42. Biogênese de componentes celulares (10 proteínas); 43. 

Diferenciação celular (4 proteínas) 45. Diferenciação tecidual (4 proteínas) e 47. 

Diferenciação de órgão (5 proteínas). Várias proteínas foram classificadas em 

dois ou mais grupos funcionais diferentes, e outras não foram categorizadas (12 

proteínas) por não estarem depositadas no banco de dados escolhido. A Figura 

8 sintetiza a distribuição das proteínas conforme a classificação funcional das 

proteínas.  

http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/mfungd/index.html
http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/mfungd/index.html
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Tabela 3: Proteínas diferencialmente expressas entre as condições experimentais. 
Spot Proteína GI Categoria funcional Abundância 

1 Fosfoglicerato quinase gi|202423 

01. Metabolismo 
02. Energia 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC<BT: 1.26 
MC<BC: 2.33 
MC<BT: 2.92 

2 Enolase 1, (alfa) gi|59808815 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC>BT: 2.61 
MC=BC 

MC>BT: 3.54 

3 
Proteína de choque térmico 65 gi|51455 14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) BC>BT: 1.14 

MC=BC 
MC=BT 

Beta-actina (aa 27-375), putativo gi|49868 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

4 
Proteína de choque térmico 70 

cognata 
gi|309319 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 
34. Interação com o meio 

BC>BT: 1.34 
MC=BC 
MC=BT 

5 Fosfoglicerato mutase 1 gi|114326546 
01. Metabolismo 

02. Energia 

BC<BT: 1.22 
MC<BC: 1.27 
MC<BT: 1.55 

6 
Gama-actina gi|809561 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

42. Biogênese de componentes celulares 

BC>BT: 1.13 
MC=BC 
MC=BT Beta-actina (aa 27-375), putativo gi|49868 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

7 

Triosefosfato isomerase gi|54855 
01. Metabolismo 

02. Energia BC<BT: 1.42 
MC=BC 

MC<BT: 1.56 1-Cis peroxirredoxina gi|4139186 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

8 Fosfoglicerato mutase 1 gi|114326546 
01. Metabolismo 

02. Energia 

BC<BT: 1.25 
MC=BC 

MC<BT: 1.37 

Continua/ 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C202423&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C59808815&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C51455&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C49868&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C309319&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C114326546&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C809561&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C49868&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C54855&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C4139186&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C114326546&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
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9 Cofilina-1 gi|6680924 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
34. Interação com o meio 

40. Destino da célula 
41. Desenvolvimento (sistêmico) 

42. Biogênese de componentes celulares 
47. Diferenciação de órgão 

BC>BT: 1.35 
MC=BC 

MC>BT: 1.50 

10 Piruvato quinase M gi|551295 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC<BT: 1.12 
MC=BC 
MC=BT 

11 

Proteína de choque térmico 70 
cognata 

gi|309319 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 
34. Interação com o meio 

BC>BT: 1.12 
MC>BC: 1.16 
MC>BT: 1.30 

Inibidor da dissociação Rho GDP alfa 
(GDI) 

gi|13435747 
18. Regulação do metabolismo e função proteica 

30. Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal 

12 Nucleofosmina isoforma 1 gi|6679108 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

BC>BT: 1.30 
MC<BC: 1.40 

MC=BT 

13 
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo BC<BT: 1.26 

MC=BC 
MC<BT: 1.23 

Glutationa S-transferase P 1 gi|10092608 
01. Metabolismo 

32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

14 
Proteína de choque térmico 65 gi|51455 14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) BC>BT: 1.14 

MC<BC: 1.18 
MC=BT 

Chaperonina subunidade 8 (teta), 
isoforma CRA_b 

gi|148665922 Sem categorização 

15 

Sui1 homólogo gi|4868333 12. Síntese proteica 

BC>BT: 1.23 
MC=BC 

MC>BT: 1.38 

Inibidor de peptidase Serina (ou 
cisteína), subtipo H, membro 1, 

isoforma CRA_a 
gi|148684430 Sem categorização 

Continua/ 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C13435747&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679108&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679937&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C10092608&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C51455&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C148665922&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C4868333&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C148684430&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
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16 Estatimina gi|9789995 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
30. Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal 

34. Interação com o meio 
41. Desenvolvimento (sistêmico) 

42. Biogênese de componentes celulares 
43. Diferenciação celular 
45. Diferenciação tecidual 
47. Diferenciação de órgão 

BC>BT: 1.20 
MC>BC: 1.56 
MC>BT: 1.87 

18 

Proteína ligante a calciclina gi|3142331 14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) BC>BT: 1.16 
MC<BC: 1.21 

MC=BT 
Fator de iniciação da tradução 

eucariótica 4H 
gi|15808988 

12. Síntese proteica 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

19 Fosfoglicerato quinase gi|202423 

01. Metabolismo 
02. Energia 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC<BT: 1.28 
MC<BC: 2.21  
MC<BT: 2.83 

20 
Proibitina gi|6679299 10. Ciclo celular e processamento do DNA BC<BT: 1.13 

MC=BC 
MC=BT 

Proteína contendo domínio glioxalase 
4  

gi|255003777 Sem categorização 

22 

Proteína de controle da tradução 
tumoral 

gi|6678437 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
40. Destino da célula BC>BT: 1.26 

MC>BC: 1.39 
MC>BT: 1.75 

Prostaglandina E sintase 3 gi|9790017 01. Metabolismo 

Fator de iniciação da tradução 
eucariótica 3 subunidade K isoforma 1 

gi|21312044 12. Síntese proteica 

23 
Proteína contendo tríade de histidina 

ligante de nucleotídeo 1 
gi|33468857 Sem categorização 

BC=BT 
MC<BC: 1.68 
MC<BT: 1.50 

24 
Proteína precursora de dissulfeto-

isomerase A3  
gi|112293264 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
40. Destino da célula 

BC=BT 
MC<BC: 1.36 
MC<BT: 1.31 

Continua/ 
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25 
Proteína ligante a ácido graxo, 

isoforma epidermal 1 
gi|6754450 

01. Metabolismo 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 

BC=BT 
MC<BC: 1.35 
MC<BT: 1.36 

26 
Proteína de choque térmico 10 kda, 

mitocondrial 
gi|6680309 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC<BC: 1.57 
MC<BT: 1.53 

27 Enolase 1, (alfa) gi|59808815 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC=BT 
MC<BC: 1.33 

MC=BT 

28 Citocromo b5 gi|13385268 

01. Metabolismo 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 

BC=BT 
MC<BC: 5.28 
MC<BT: 5.03 

29 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 
BC=BT 

MC<BC: 1.21 
MC<BT: 1.29 

L-lactato desidrogenase cadeia A 
isoforma 1 

gi|6754524 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

30 

Proteína precursora de dissulfeto-
isomerase A3 

gi|112293264 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

40. Destino da célula 

BC=BT 
MC<BC: 1.29 

MC=BT Alfa-fetoproteína, parcial gi|191765 

01. Metabolismo 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
45. Diferenciação tecidual 
47. Diferenciação de órgão 

31 Fator de elongação 1-delta gi|13124192 

12. Síntese proteica 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
18. Regulação do metabolismo e função proteica 

BC=BT 
MC>BC: 1.19 

MC=BT 
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32 

Fosfoglicerato quinase gi|202423 

01. Metabolismo 
02. Energia 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC<BC: 1.80 
MC<BT: 1.94 Cadeia longa acil-coa desidrogenase gi|726095 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 
transporte 

Proteína ligante a heparina 44 gi|220434 Sem categorização 

33 Proteína ligante a beta-galactosídeos gi|193442 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
30. Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal 

BC=BT 
MC<BC: 1.99 
MC<BT: 1.97 

35 

Proteína de choque térmico 10 kda, 
mitocondrial 

gi|6680309 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) BC=BT 

MC<BC: 1.56 
MC<BT: 1.69 Fator de inibição da migração de 

macrófagos 
gi|6754696 

01. Metabolismo 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

36. Interação sistêmica com o meio 
40. Destino da célula 

36 D-dopacromo carboxilase gi|6753618 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC<BC: 2.05 

MC=BT 

38 

Fosfoproteína induzida por estresse 1 gi|13277819 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC>BC: 1.30 
MC>BT: 1.46 

Matricina gi|347839 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

Continua/ 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C202423&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C726095&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C220434&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C193442&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6680309&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6754696&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6753618&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C13277819&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C347839&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession


88 
 

/Continua 

40 
Inibidor da dissociação de guanosina 

difosfato (GDP) 2 
gi|148700276 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

18. Regulação do metabolismo e função proteica 

BC=BT 
MC<BC: 1.19 

MC=BT 

41 Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC<BC: 1.27  

MC=BT 

43 

Citocromo b5 gi|13385268 

01. Metabolismo 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
BC=BT 

MC>BC: 1.40 
MC>BT: 1.72 

Fator de iniciação da tradução 
eucariótica 5a 

gi|148680531 
12. Síntese proteica 
40. Destino da célula 

44 Fosfoglicerato quinase gi|202423 

01. Metabolismo 
02. Energia 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC<BC: 1.73 
MC<BT: 2.09 

45 
Fator de inibição da migração de 

macrófagos 
gi|6754696 

01. Metabolismo 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

36. Interação sistêmica com o meio 
40. Destino da célula 

BC=BT 
MC<BC: 1.50 
MC<BT: 1.68 

46 
Proteína de choque térmico 70 

cognata 
gi|309319 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 
34. Interação com o meio 

BC=BT 
MC>BC: 2.05 

MC=BT 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

48 
Proteína precursora de dissulfeto-

isomerase A3 
gi|112293264 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
40. Destino da célula 

BC=BT 
MC<BC: 1.35 
MC<BT: 1.32 
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53 Nucleofosmina isoforma 1 gi|6679108 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

BC=BT 
MC<BC: 1.47 

MC=BT 

56 Fosfoglicerato quinase gi|202423 

01. Metabolismo 
02. Energia 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC<BC: 1.80 
MC<BT: 2.22 

58 Peptidil-prolil cis-trans isomerase A gi|6679439 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
43. Diferenciação celular 

BC=BT 
MC<BC: 1.26 

MC=BT 

59 Fosfoproteína induzida por estresse 1 gi|13277819 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC>BC: 1.40 
MC>BT: 1.47 

61 
Proteína relacionada a dissulfeto 

isomerase 5 
gi|1710248 Sem categorização 

BC=BT 
MC>BC: 1.47 
MC>BT: 1.59 

62 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC<BC: 1.22 
MC<BT: 1.30 

Peroxirredoxina-1 gi|6754976 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

Precursor de peroxirredoxina-4 gi|7948999 32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

63 Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC<BC: 1.26 
MC<BT: 1.25 

64 

Glutationa S-transferase P 1 gi|10092608 
01. Metabolismo 

32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

BC=BT 
MC>BC: 1.30 
MC>BT: 1.35 

Peróxido redutase dependente de 
tioredoxina, precursor mitocondrial 

gi|6680690 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

Proteína nuclear contendo sinal 
proteolítico PEST 

gi|71480098 Sem categorização 
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67 Fosfoproteína induzida por estresse 1 gi|13277819 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC>BC: 1.41 
MC>BT: 1.45 

68 
Cadeia E, Citocromo C Oxidase no 

estado de oxidação completa 
gi|1942990 Sem categorização 

BC=BT 
MC<BC: 1.59 

MC=BT 

70 Aldolase C gi|229506 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC=BT 
MC<BC: 1.42 
MC<BT: 1.67 

71 Fosfoglicerato quinase gi|202423 

01. Metabolismo 
02. Energia 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC<BC: 1.41 

MC=BT 

76 

Proteína de choque térmico 70 
cognata 

gi|309319 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 
34. Interação com o meio BC=BT 

MC>BC: 1.69 
MC>BT: 1.98 

Proteína de estresse 70, mitocondrial gi|407341 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

34. Interação com o meio 

77 Prostaglandina E sintase 3 gi|9790017 Sem categorização 

BC=BT 
MC>BC: 1.33 
MC>BT: 1.63 

79 Piruvato quinase M gi|551295 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC=BT 
MC>BC: 1.19 

MC=BT 
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80 

Nucleofosmina isoforma 1 gi|6679108 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência BC=BT 

MC<BC: 1.35 
MC=BT 

Precursor de calreticulina gi|6680836 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

42. Biogênese de componentes celulares 

81 

Mcg13235 gi|148684097 Sem categorização 

BC=BT 
MC>BC: 1.64 

MC=BT 

Poliubiquitina, parcial gi|1675359 Sem categorização 

NEDD8 precursor gi|6679034 

11. Transcrição 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

83 Alfa-fetoproteína, parcial gi|191765 

01. Metabolismo 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
45. Diferenciação tecidual 
47. Diferenciação de órgão 

BC=BT 
MC>BC: 1.38 
MC>BT: 1.26 

84 

Gama-actina gi|809561 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
42. Biogênese de componentes celulares BC=BT 

MC<BC: 1.05 
MC=BT 

Beta-actina (aa 27-375), putativo gi|49868 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

Fator de iniciação da tradução 
eucariótica 3, subunidade F 

gi|47682703 12. Síntese proteica 

85 Vimentina gi|55408 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
42. Biogênese de componentes celulares 

BC=BT 
MC>BC: 1.30 

MC=BT 

87 Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.20 
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88 Anexina A5 gi|6753060 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
36. Interação sistêmica com o meio 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.33 

91 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 
BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.45 
Aldolase C gi|229506 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

92 
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo BC=BT 

MC=BC 
MC<BT: 1.41 

Álcool desidrogenase [NADP(+)] gi|10946870 01. Metabolismo 

93 Proteína ligante a beta-galactosídeos gi|193442 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
30. Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.40 

94 
Proteína 1 do complexo T, subunidade 

zeta 
gi|6753324 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.23 

95 Fosfoglicerato quinase gi|202423 

01. Metabolismo 
02. Energia 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.59 

96 

1,2-dihidroxi-3-ceto-5-metiltiopenteno 
dioxigenase 

gi|19527270 
01. Metabolismo 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.21 Proteína ribossomal 39S 
L12,precursor mitocondrial 

gi|22164792 
12. Síntese proteica 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 
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98 

Proteína de choque térmico 70 
cognata 

gi|309319 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 
34. Interação com o meio BC=BT 

MC=BC 
MC>BT: 1.70 

Proteína de estresse 70, mitocondrial gi|407341 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

34. Interação com o meio 

100 
Proteína 25 associada a proteína de 

organização vacuolar isoforma 2 
gi|25092662 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
11. Transcrição 

20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 
transporte 

42. Biogênese de componentes celulares 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.28 

101 

Piruvato quinase M gi|551295 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.35 
Cadeia beta-5 da tubulina gi|7106439 

01. Metabolismo 
10. Ciclo celular e processamento do DNA 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
42. Biogênese de componentes celulares 

102 Peptidil-prolil cis-trans isomerase A gi|6679439 

14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
43. Diferenciação celular 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.13 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C309319&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C407341&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C25092662&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C551295&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C7106439&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679439&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
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103 

Peróxido redutase dependente de 
tioredoxina, precursor mitocondrial 

gi|6680690 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.54 

Proteína de tráfico de partícula, 
complexo subunidade 4 

gi|11140825 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 
transporte 

41. Desenvolvimento (sistêmico) 
43. Diferenciação celular 

Proteína do complexo de membrana 
ER, subunidade 8 

gi|6754870 Sem categorização 

104 Proteína ligante a beta-galactosídeos gi|193442 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
30. Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.62 

105 Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.46 

106 Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.37 

107 Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.18 

108 Destrina gi|9790219 

10. Ciclo celular e processamento do DNA 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
34. Interação com o meio 

42. Biogênese de componentes celulares 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.30 

110 14-3-3 proteína epsilon gi|13928824 
14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.16 

113 
Fosfoglicerato mutase 1 gi|114326546 

01. Metabolismo 
02. Energia 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.32 Proteína ligante a calciclina gi|3142331 14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino) 

Continua/ 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6680690&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C11140825&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6754870&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C193442&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679937&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679937&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679937&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C9790219&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C13928824&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C114326546&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C3142331&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
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114 Enolase 1, (alfa) gi|59808815 

01. Metabolismo 
02. Energia 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.29 

116 

Alfa-fetoproteína, parcial gi|191765 

01. Metabolismo 
16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 

catalítica) 
20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de 

transporte 
45. Diferenciação tecidual 
47. Diferenciação de órgão 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.40 

Proteína de cobertura da F-actina 
subunidade beta isoforma A 

gi|83649737 

16. Proteína com função de ligação ou co-fator (estrutural ou 
catalítica) 

40. Destino da célula 
42. Biogênese de componentes celulares 

117 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase gi|6679937 01. Metabolismo 
BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.46 
Fator de inibição da migração de 

macrófagos 
gi|6754696 

01. Metabolismo 
32. Sobrevivência celular, defesa e virulência 

36. Interação sistêmica com o meio 
40. Destino da célula 

GI: codificação GenInfo; Categoria Funcional: classificação funcional da proteína através do banco de dados FunCat - Functional Catalogue of Proteins, 

MIPS – Munich Information Center for Protein Sequences (http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/mfungd/index.html), Abundância: relação 

entre intensidade do spot do grupo B16-F10 controle (BC) versus B16-F10 tratado (BT) ou Melan-a controle (MC) versus BC ou MC versus BT. 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C59808815&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C191765&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C83649737&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679937&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6754696&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/mfungd/index.html
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Figura 8: Categorização funcional das proteínas identificadas por Espectrometria de Massa a partir de lisado celular de B16-F10 ou 
Melan-a tratados ou não com a fração CMS-2. Ao todo, as proteínas 71 proteínas identificadas foram agrupadas em 19 categorias funcionais 
pelo banco de dados FunCat - Functional Catalogue of Proteins, MIPS – Munich Information Center for Protein Sequences (http://mips.helmholtz-
muenchen.de/genre/proj/mfungd/index.html). 
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Analisando a abundância de cada proteína identificada, considerando as 

comparações entre os grupos BC versus BT e MC versus BC ou BT, e agrupando 

tais informações com relação às categorias funcionais, podemos verificar 

algumas tendências de expressão (Figura 9). Por exemplo, quando comparado 

os grupos BC versus BT (Figura 9A), observa-se que a maioria (71%) se 

apresenta super expressa no grupo controle nas diferentes categorias 

funcionais, à exceção das categorias 01. Metabolismo, 02. Energia e 20. 

Transporte celular, transporte de organelas e vias de transporte. 

Já quando comparados os grupos MC e BC (Figura 9B), vale ressaltar 

que a maioria das proteínas se encontra super expressa no grupo MC (58%) nas 

diferentes categorias funcionais. No entanto, categorias como 01. Metabolismo, 

02. Energia, 14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino),16. 

Proteína com função de ligação ou co-factor (estrutural ou catalítica), 20. 

Transporte celular, transporte de organelas e vias de transporte, 32. 

Sobrevivência celular, defesa e virulência e 40. Destino da célula, tiveram mais 

proteínas super expressa no grupo BC. 

Na Figura 9C é apresentada a comparação entre os grupos MC versus 

BT. O grupo BT apresenta maior número de proteínas com abundância superior 

a MC especialmente nas categorias 01. Metabolismo, 02. Energia, 11. 

Transcrição, 14. Destino proteico (enovelamento, modificação, destino), 16. 

Proteína com função de ligação ou co-factor (estrutural ou catalítica), 20. 

Transporte celular, transporte de organelas e vias de transporte, 30. 

Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal, 36. Interação sistêmica 

com o meio e 40. Destino da célula. 
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Figura 9: Comparação da abundância de expressão das proteínas organizadas 
nas diferentes categorias funcionais. Comparação da abundância de expressão 
entre os grupos (A) B16-F10 controle (BC) versus tratado (BT); (B) Melan-a controle 
(MC) versus BC e (C) MC versus BT. Categorias: 01. Metabolismo; 02. Energia; 10. 
Ciclo celular e processamento do DNA; 11. Transcrição; 12. Síntese proteica; 14. 
Destino proteico (enovelamento, modificação, destino); 16. Proteína com função de 
ligação ou co-fator (estrutural ou catalítica); 18. Regulação do metabolismo e função 
proteica; 20. Transporte celular, transporte de organelas e vias de transporte; 30. 
Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal; 32. Sobrevivência celular, 
defesa e virulência; 34. Interação com o meio; 36. Interação sistêmica com o meio; 40. 
Destino da célula; 41. Desenvolvimento (sistêmico); 42. Biogênese de componentes 
celulares; 43. Diferenciação celular; 45. Diferenciação tecidual e 47. Diferenciação de 
órgão.  
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As análises de predições de interações entre proteínas foram realizadas 

neste trabalho através do banco de dados String 9.1 (Search Tool for the 

Retrieval of Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org). Para isso, 

inicialmente, foram consideradas quatro proteínas, nucleofosmina isoforma 1, 

proteína de choque térmico 65, proteína ligante a calciclina e fator de iniciação 

da tradução eucariótica 4H, que se mostraram estatisticamente aumentadas no 

grupo BC em comparação com os grupos MC ou BT, mas não apresentaram 

diferenças entre estes dois últimos grupos (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Quatro proteínas superexpressas em B16-F10 se igualaram aos 

padrões de expressão de célula normal Melan-a após o tratamento com CMS-2. 

Gráficos referentes à abundância de expressão dos spots 12 (A) - nucleofosmina 

isoforma 1, 14 (B) - proteína de choque térmico 65 e 18 (C) - proteína ligante a calciclina 

e fator de iniciação da tradução eucariótica 4H, nos grupos experimentais B16-F10 

controle (vermelho) e tratado (azul) e Melan-a controle (verde) e tratado (amarelo). 
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http://string-db.org/
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Como pode ser observado na Figura 11, muitas são as possíveis 

interações entre as proteínas identificadas neste estudo e outras 

macromoléculas que possuem diversas funções celulares. Dentre essas, vale 

destacar as possibilidades de interação com Cdk2 (quinase dependente de 

ciclina 2), Caspase 3, Mapk14 (proteína quinase ativada por mitógeno 14), Trp53 

(proteína 53), Cdkn2 (inibidor de quinase dependente de ciclina 2), PCNA 

(antígeno nuclear de célula em proliferação), MDM2 (Murine double minute 2), 

proteínas Myc e Akt, várias proteínas ribossomais, receptores do tipo Toll (TLR) 

isoformas 1, 2, 4 e 6 e várias proteínas de choque térmico. A lista completa de 

proteínas presentes na rede de interação se encontra no Anexo 2.   
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Figura 11: Rede de interações entre proteínas identificadas que apresentaram 
abundância diferentemente significativa entre os grupos B16-F10 controle versus 
Melan-a controle ou B16-F10 tratado, sem diferenças entre os grupos Melan-a 
controle versus B16-F10 tratado. As predições das possíveis interações foram 
realizadas através do banco de dados String 9.1 (Search Tool for the Retrieval of 
Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org). As proteínas circuladas em vermelho 
foram identificadas neste trabalho: Nucleofosmina isoforma 1(Npm1); Proteína de 
choque térmico 65 (Hdpd1); Proteína ligante a calciclina (Cacybp) e Fator de iniciação 
da tradução eucariótica 4H (Eif4h). 

http://string-db.org/
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Em seguida, na Figura 12, são apresentadas as proteínas que se 

mostraram diferentemente expressas quando comparados os grupos BT versus 

BC e BT versus MC, não sendo diferentes BC e MC. Essa comparação foi 

realizada com o intuito de se entender o efeito do tratamento de CMS-2, 

independente da linhagem celular. Observa-se que as proteínas enolase 1 (alfa) 

e cofilina-1 se apresentaram com expressão reduzida após o tratamento com 

CMS-2, enquanto que triosefosfato isomerase, 1-cis peroxirredoxina, 

fosfoglicerato mutase 1, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase e glutationa S-

transferase P 1 se mostraram aumentadas. 

 
Figura 12: Sete proteínas apresentaram expressão alterada após o tratamento 
com CMS-2, independentemente da comparação ser feita com a linhagem normal 
ou tumoral. Gráficos referentes à abundância de expressão dos spots 2 (A) - enolase 
1, (alfa), 7 (B) - triosefosfato isomerase e 1-cis peroxirredoxina, 8 (C) - fosfoglicerato 
mutase 1, 9 (D) cofilina-1 e 13 (E) gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase e glutationa S-
transferase P 1, nos grupos experimentais B16-F10 controle (vermelho) e tratado (azul) 
e Melan-a controle (verde) e tratado (amarelo). 
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Para a construção da rede predição de interação entre proteínas, a 

enolase 1, (alfa), triosefosfato isomerase, 1-cis peroxirredoxina, fosfoglicerato 

mutase 1, cofilina-1, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase e glutationa S-

transferase P 1 foram submetidas à análise no banco de dados String 9.1 (Figura 

13). Proteínas como várias glutationas peroxidases, sintetases e redutases, 

glutamil-transferases, várias subfamílias do citocromo p450, receptor de fator de 

crescimento epidermal (EGFR), MAPK, p53, Myc, Akt, caspase 3, Hras, TLR, 

interleucina (Il) 2 e 6, fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF) podem também ser moduladas pela ação do 

tratamento com CMS-2, visto que estas se encontraram na rede de predição de 

interação. A lista completa de proteínas presentes na rede de interação se 

encontra no Anexo 3. 
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Figura 13: Rede de interações entre proteínas identificadas que apresentaram 
abundância diferentemente significativa entre os grupos B16-F10 tratado versus 
Melan-a ou B16-F10 controles, sem diferenças entre os grupos Melan-a versus 
B16-F10 controles. As predições das possíveis interações foram realizadas através do 
banco de dados String 9.1 (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - 
http://string-db.org). As proteínas circuladas em vermelho foram identificadas neste 
trabalho: Enolase 1, (alfa) (Eno1), Triosefosfato isomerase (Tpi1), 1-Cis peroxirredoxina 
(Prdx1), Fosfoglicerato mutase 1 (Pgam 1), Cofilina-1 (Cfl1), Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase (Gapdh) e Glutationa S-transferase P 1(Gstp1). 

http://string-db.org/
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Também as proteínas que se encontraram diferentemente expressas 

somente na comparação entre BC versus BT, sem diferenças estatísticas entre 

BC e MC ou MC versus BT (Figura 14), foram submetidas à análise de predição 

de interação. Observa-se que as proteínas de choque térmico 65 e 70 cognata 

e beta-actina (aa 27-375), putativo se apresentaram com expressão reduzida 

após o tratamento com CMS-2, enquanto que gama e beta-actina (aa 27-375), 

putativo, piruvato quinase M e proibitina 1 se mostraram aumentadas.  

 

Figura 14: Seis proteínas apresentaram expressão alterada após o tratamento com 
CMS-2 somente quando comparado à linhagem tumoral. Gráficos referentes à 
abundância de expressão dos spots 3 (A) - Proteína de choque térmico 65, beta-actina 
(aa 27-375), putativo, 4 (B) - proteína de choque térmico 70 cognata, 6 (C) gama e beta-
actina (aa 27-375), putativo, 10 (D) - piruvato quinase M e 20 (E) - proibitina, nos grupos 
experimentais B16-F10 controle (vermelho) e tratado (azul) e Melan-a controle (verde) 
e tratado (amarelo). 
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Proteína de choque térmico 65, beta-actina (aa 27-375), putativo, proteína 

de choque térmico 70 cognata, gama-actina, piruvato quinase M e proibitina 

foram submetidas ao software String 9.1, o que gerou a seguinte lista de 

possíveis interações com promissor potencial: caspase 3, proteína quinase C 

(PKC), várias isoformas de adenilato ciclase e de polimerase, MAPK, várias 

integrinas, TLR 1, 4 e 6, e catenina (Figura 15). A lista completa de proteínas 

presentes na rede de interação se encontra no Anexo 4. 
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Figura 15: Rede de interações entre proteínas identificadas que apresentaram 
abundância diferentemente significativa entre os grupos B16-F10 controle e 
tratado, sem diferenças entre os grupos Melan-a controle versus B16-F10 controle 
ou tratado. As predições das possíveis interações foram realizadas através do banco 
de dados String 9.1 (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - 
http://string-db.org). As proteínas circuladas em vermelho foram identificadas neste 
trabalho: Proteína de choque térmico 65 (Hspd1), Beta-actina (aa 27-375), putativo 
(Actb), Proteína de choque térmico 70 cognata (Trap1), Gama-actina (Actg1), Piruvato 
quinase M (Pkm2) e Proibitina (Phb). 
  

http://string-db.org/
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Por último, uma avaliação de predição de interação entre proteínas foi 

realizada considerando as mesmas que se encontraram diferentemente 

expressas entre Melan-a versus B16-F10 controles, sem diferenças promovidas 

com o tratamento com CMS-2 (Figura 16). Dessas, as proteínas que se 

encontraram mais expressas em BC, quando comparado com MC, foram: 

Enolase 1, (alfa), Proteína precursora de dissulfeto-isomerase A3, alfa-

fetoproteína parcial, D-dopacromo decarboxilase, Inibidor da dissociação de 

guanosina difosfato (GDP) 2, Fosfoglicerato quinase, Nucleofosmina isoforma 1, 

peptidil-prolil cis-trans isomerase A, precursor da calreticulina, gama e beta-

actina (aa 27-375), putativo e fator de iniciação da tradução eucariótica 3, 

subunidade F. Já o fator de elongação 1-delta, Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase, Proteína de choque térmico 70 cognata, piruvato quinase M, 

NEDD8 precursor e Vimentina se encontraram diminuídos em BC. 

  



109 
 

Continua/  

A B 

C D 

E F 

G H 

I J 



110 
 

 
 
Figura 16: Proteínas diferentemente expressas entre MC e BC e que foram 
parcialmente moduladas pelo tratamento com CMS-2. Gráficos referentes à 
abundância de expressão dos spots 27 (A) - Enolase 1, (alfa), 30 (B)- Proteína 
precursora de dissulfeto-isomerase A3, alfa-fetoproteína parcial, 31 (C)- Fator de 
elongação 1-delta, 36 (D) - D-dopacromo decarboxilase, 40 (E)- Inibidor da dissociação 
de guanosina difosfato (GDP) 2, 44 (F)- Fosfoglicerato quinase, 46 (G)- Gliceraldeído-
3-fosfato desidrogenase, Proteína de choque térmico 70 cognata, 53 (H)- 
Nucleofosmina isoforma 1, 58 (I)- peptidil-prolil cis-trans isomerase A, 68 (J) , 71 (K)- 
Fosfoglicerato quinase, 79 (L)- piruvato quinase M, 80 (M)- Nucleofosmina isoforma 1 e 
precursor da calreticulina, 81 (N)- NEDD8 precursor, 84 (O)- gama-actina, Beta-actina 
(aa 27-375), putativo, Fator de iniciação da tradução eucariótica 3, subunidade F e 85 
(P)- Vimentina. Os grupos experimentais são: B16-F10 controle (vermelho) e tratado 
(azul) e Melan-a controle (verde) e tratado (amarelo). 
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Dentre várias interações apresentadas na Figura 17, vale destacar as 

possíveis com Caspases 6 e 8, caderina 1 e 2, CDK 1 e 2, PKC, Akt, Stat 3, 

interleucina 2, adenilato e guanilato ciclases, Trp53, fibronectina 1, integrinas, 

fator de crescimento transformante beta 1 (TGFβ) e óxido nítrico sintase 3 

(NOS3). A lista completa de proteínas presentes na rede de interação se 

encontra no Anexo 5. 

 

  



112 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Rede de interações entre proteínas identificadas que apresentaram abundância 
diferentemente significativa entre os grupos Melan-a versus B16-F10 controles, sem 
diferenças entre os grupos B16-F10 tratado versus Melan-a ou B16-F10 controles. As 
predições das possíveis interações foram realizadas através do banco de dados String 9.1 
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org). As proteínas 
circuladas em vermelho foram identificadas neste trabalho: Enolase 1, (alfa) (Eno1), Proteína 
precursora de dissulfeto-isomerase A3 (Pdia3), alfa-fetoproteína parcial (Afp), Fator de 
elongação 1-delta (Eef1d), D-dopacromo descarboxilase (Ddt), Inibidor da dissociação de 
guanosina difosfato (GDP) 2 (Gdi2), Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), Proteína de 
choque térmico 70 cognata (Trap1), Nucleofosmina isoforma 1 (Npm1), peptidil-prolil cis-trans 
isomerase A (Ppia), Cadeia E, Citocromo C Oxidase no estado de oxidação completa, 
Fosfoglicerato quinase (Pgk1), piruvato quinase M (Pkm2), precursor da calreticulina (Calr), 
NEDD8 precursor(Nedd8), gama-actina (Actg1), Beta-actina (aa 27-375), putativo (Actb), Fator 
de iniciação da tradução eucariótica 3, subunidade F (Eif3e) e Vimentina (Vim).  

http://string-db.org/
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A Figura 18 sintetiza o efeito de CMS-2 na modulação da expressão de 

proteínas na linhagem B16-F10 e apresenta possíveis outros alvos moleculares 

identificados pela rede de interação entre proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Proteínas expressas em B16-F10 que foram moduladas pelo tratamento 
com CMS-2. As proteínas circuladas em preto foram identificadas neste trabalho, onde as 
setas para cima e para baixo indicam super ou redução da expressão após o tratamento 
com CMS-2, enquanto que as circuladas em vermelho foram indiretamente identificadas via 
predições de possíveis interações entre proteínas, através do banco de dados String 9.1 
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - http://string-db.org).  
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5.4 Efeitos celulares promovidos por CMS-2 em linhagens celulares de 

melanoma metastático B16-F10 e melanócito Melan-a. 

 Considerando a diversidade de proteínas que se mostraram 

diferentemente expressas entre BC versus BT, BC versus MC e MC versus BT 

que estão relacionadas com eventos biológicos conhecidamente importantes 

para o desencadeamento e desenvolvimento tumoral, tais como a proliferação, 

diferenciação e migração celular, no presente trabalho foram feitas avaliações 

do efeito de CMS-2 nestes eventos. 

Inicialmente, a fração CMS-2 foi avaliada quanto à capacidade de alterar 

a síntese de DNA, verificado através da técnica de incorporação de BrdU 

(análogo de pirimidina). Conforme ilustrado na Figura 19, qualquer das 

concentrações avaliadas de CMS-2 não interfere na proliferação celular induzida 

por 5% de FBS. Já na linhagem Melan-a, a incorporação de BrdU se mostrou 

estatisticamente diminuída, em relação ao controle, após o tratamento com 

CMS-2 em todas as concentrações avaliadas, chegando a concentração de 10,0 

µg/mL a se equiparar à ausência de FBS. 

 

 

Figura 19: Avaliação da proliferação celular após tratamento com CMS-2. Células 
B16-F10 (A) e Melan-a (B) foram semeadas em placas de 96 poços, na densidade de 
1x104 células/poço, e após adesão, foram carenciadas da presença de FBS por 24h. 
Após esse período, as células foram expostas às amostras de CMS-2, em meio RPMI 
suplementado com 5% de FBS, juntamente com o BrdU. As células foram processadas 
24h após a adição do marcador, seguindo o protocolo do fabricante (Cell proliferation 
kit, Roche). O produto da reação foi quantificado espectrofotometricamente (370 e 492 
nm). ** ou *** indicam resultados diferentes estatisticamente do controle 0% de FBS, 
com p < 0,01 e 0,001, respectivamente (ANOVA seguida de pós-teste Bonferroni). 
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A senescência também foi avaliada nas linhagens celulares estudadas 

sobre o efeito do tratamento com CMS-2, através da verificação de um dos 

marcadores desse evento celular, a atividade da enzima β-galactosidase em pH 

6,0. Na Figura 20 é possível observar que o número de células positivas para 

esse marcador é reduzido (menos de 3,5% do total de células no campo) nas 

imagens referentes ao grupo controle negativo (5% de FBS) e CMS-2 10 µg/mL, 

ao contrário da imagem do grupo controle positivo (2h de exposição a H2O2, 5 

ou 10 µM, para Melan-a e B16-F10, respectivamente), onde se observa um 

número maior de células coradas em verde (mais de 30%), especialmente na 

linhagem B16-F10. 
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Figura 20: Avaliação da atividade da enzima β-galactosidase após exposição das linhagens B16-F10 e Melan-a a CMS-2. Células das 

linhagens B16-F10 e Melan-a foram semeadas em placas de 6 poços (2,5x104 ou 7,5x104 células/poço, respectivamente) e, após adesão, o 

meio de cultura foi substituído por outro contendo as amostras. Após 72h de exposição, as células foram lavadas, fixadas, e seguiu-se com o 

procedimento de marcação da enzima β-galactosidase, conforme o fabricante (Cell Signaling). Controle -: FBS 5%; Controle +: H2O2 5 ou 10 µM, 

para Melan-a ou B16-F10, respectivamente, CMS-2 10 µg/mL. As setas indicam células positivas para β-Galactosidase. 
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Como avaliação do efeito de CMS-2 na melanogênese, foi determinada a 

quantidade de melanina e a atividade da principal enzima envolvida na produção 

desta última, a tirosinase. Como pode ser visto na Figura 21A, CMS-2 nas 

concentrações de 5,0 e 10,0 µg/mL foi capaz de aumentar o conteúdo de 

melanina presente nos lisados celulares de B16-F10 após 24h de exposição. Já 

na linhagem de melanócito (Melan-a), o conteúdo de melanina se mostrou 

aumentado em todas as concentrações avaliadas de CMS-2, após 24h de 

exposição (Figura 21B).  

 

 

Figura 21: Efeito de CMS-2 na produção de melanina em melanoma B16-F10 e 

melanócito Melan-a. Células B16-F10 (A) e Melan-a (B) foram semeadas em placas 

de 6 poços (2,0x105 células/poço) e após adesão, foram expostas por 24h a CMS-2 (1,0 

– 10 µg/mL). A monocamada foi lavada com PBS e as células lisadas com NaOH 1M. 

Os lisados foram incubados a 80°C por 2h, sonicados e a absorbância do corante 

dissolvido foi determinada a 405 nm. Os dados foram normalizados considerando 100% 

de Melanina os valores dos controles. * e ** indicam resultados diferentes 

estatisticamente do controle, com p < 0,05 ou 0,01, respectivamente (ANOVA seguida 

de pós-teste Student Newman Keuls). 

 

A atividade da enzima tirosinase também se mostrou aumentada após o 

tratamento com 10,0 µg/mL de CMS-2 por 24h, tanto na linhagem celular de 

melanoma B16-F10 (Figura 22A), quanto no melanócito Melan-a (Figura 22B). 

 

 

 

 

C
ontr

ole 1,
0

5,
0

10
,0

0

50

100

150

200

250

** *

M
e
la

n
in

a
 (

%
)

CMS-2 (g/mL) C
ontr

ole 1,
0

5,
0

10
,0

0

50

100

150

200

250

*
*

*

CMS-2 (g/mL)

M
e
la

n
in

a
 (

%
)

A B 



118 
 

 

 

 

Figura 22: Efeito de CMS-2 na atividade de tirosinase em melanoma B16-F10 e 
melanócito Melan-a. Células B16-F10 (A) e Melan-a (B) foram semeadas em placas 
de 6 poços (2,0x105 células/poço) e após adesão, foram expostas por 24h a CMS-2 (1,0 
– 10 µg/mL). A monocamada foi lavada com PBS e as células lisadas com 1% de Triton 
X-100 em PBS. Os lisados foram incubados a 37°C por 2h com solução contendo L-
dopa (2 mg/mL) e a absorbância do produto da reação foi determinada a 405 nm. Os 
dados foram normalizados considerando 100% de atividade tirosinase os valores dos 
controles. * indicam resultados diferentes estatisticamente do controle, com p < 0,05 
(ANOVA seguida de pós-teste Student Newman Keuls). 

 

Na presença de CMS-2, foi avaliada a capacidade de migração das 

linhagens celulares B16-F10 e Melan-a pelo método in vitro Scratch Assay. 

Como pode ser observado na Figura 23, CMS-2, nas concentrações de 7,5 e 

10,0 µg/mL impediu a migração de células B16-F10 em todos os tempos 

avaliados (Figura 23B). O mesmo efeito foi observado na linhagem Melan-a 

(Figura 24B). Já quando as células foram expostas ao tratamento juntamente 

com um inibidor de proliferação celular (na menor concentração que promove a 

inibição da mitogênese sem promover morte celular), observa-se que todas as 

concentrações testadas de CMS-2 inibiram a migração celular (Figura 25B) em 

B16-F10. Imagens representativas da migração, às 8 e 48h de avaliação, são 

apresentadas nas Figuras 23A, 24A e 25A. 
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Figura 23: Efeito inibitório da migração in vitro de CMS-2 sobre células B16-F10. Na monocamada de B16-F10 foi feita uma lesão e as 
células foram tratadas com CMS-2 (2,5-10,0 µg/mL). Fotos da fenda formada foram tomadas às 8 e 48h (A). A área da lesão foi medida em 
diferentes tempos utilizando o programa TScratch (B). Os resultados são apresentados como fechamento (%). ** ou*** indicam resultados 
estatisticamente diferentes do controle, com p < 0,01 e 0,001 respectivamente (2-way Anova,pós-teste Bonferroni). 
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Figura 24: Efeito inibitório da migração in vitro de CMS-2 sobre células Melan-a. Na monocamada de Melan-a foi feita uma lesão e as 
células foram tratadas com CMS-2 (2,5-10,0 µg/mL). Fotos da fenda formada foram tomadas às 8 e 48h (A). A área da lesão foi medida em 
diferentes tempos utilizando o programa TScratch (B). Os resultados são apresentados como fechamento (%). ** ou*** indicam resultados 
estatisticamente diferentes do controle, com p < 0,01 e 0,001 respectivamente (2-way Anova,pós-teste Bonferroni). 
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Figura 25: Efeito inibitório da migração in vitro de CMS-2 sobre células B16-F10 tratadas com Hidroxiureia. Na monocamada de B16-F10 
foi feita uma lesão e as células foram tratadas com CMS-2 (2,5-10,0 µg/mL) na presença de Hidroxiureia (500 µM). Fotos da fenda formada 
foram tomadas às 8 e 48h (A). A área da lesão foi medida em diferentes tempos utilizando o programa TScratch (B). Os resultados são 
apresentados como fechamento (%). * ou*** indicam resultados estatisticamente diferentes do controle, com p < 0,05 e 0,001 respectivamente 
(2-way Anova,pós-teste Bonferroni).
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6. DISCUSSÃO 

Neste estudo, buscou-se identificar proteínas que tivessem suas 

expressões moduladas pela fração proteolítica CMS-2, obtida do látex de 

Vasconcellea cundinamarcensis, que possam estar envolvidas nos mecanismos 

de ação antimetastático em modelo B16-F10, conforme previamente descrito in 

vivo (Dittz, 2011). Para efeito de comparação com células normais, foram 

utilizadas os melanócitos murinos normais da linhagem Melan-a.  

A linhagem B16-F10 foi estabelecida a partir de células tumorais de 

melanoma murino B16, após 10 ciclos de seleções sucessivas de pontos de 

metástases presentes no pulmão, previamente inoculadas no flanco de 

camundongos C57BL (Ishiguro et al., 1996). Assim como as células B16 e outras 

originárias desta, a B16-F10 tem sido largamente utilizada como modelo para o 

estudo de diversos aspectos da biologia do câncer, incluindo oncogenes e genes 

supressores tumorais, interações entre proteínas, angiogênese, invasão tecidual 

e metástase, e também nas pesquisas de agentes terapêuticos contra tumores 

sólidos e focos metastáticos (Kim et al., 2009). 

Também originária de camundongos C57BL, o que facilita a sua utilização 

em estudos comparativos com as linhagens originadas de B16, a linhagem 

Melan-a retém todas as características de melanócito normal, exceto a 

senescência e a resposta proliferativa frente à toxina colérica na presença de 

Forbol 12-miristato-13-acetato (PMA). Essas células possuem cromossomos 

diploides e não formam tumores quando inoculadas em camundongos 

singênicos ou nude. Assim como observado nas linhagens utilizadas no presente 

trabalho, quando morfologicamente comparada à B16-F10, Melan-a se 

apresenta aproximadamente 40% menor e com mais prolongamentos 

dendríticos e pigmentos de melanina visíveis. Além disso, essas células cessam 

a proliferação quando em alta densidade em monocamada, não proliferam na 

ausência de PMA ou equivalente e possuem tempo de replicação de 

aproximadamente 30 h. Já as B16-F10, continuam proliferando mesmo quando 

em alta densidade, sendo que as células vão se empilhando ou são liberadas 

para o meio de cultura, proliferam na ausência de PMA e o tempo de replicação 

é de apenas cerca de 14 h (Bennett et al., 1987). 
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Inicialmente, realizamos a avaliação da citotoxicidade de CMS-2 sobre as 

linhagens celulares para a determinação da concentração desta amostra a ser 

utilizada no estudo proteômico. Para isso, células das linhagens de melanoma 

B16-F10 e de melanócito Melan-a foram expostas por 24h a concentrações 

crescentes de CMS-2 (Figura 3). Observa-se que a fração diminuiu a viabilidade 

celular de forma concentração-dependente, entretanto, não há seletividade 

quanto ao efeito citotóxico em relação ao tipo celular, tumoral ou normal (IC50 

aproximadamente de 10 µg/mL). Ao contrário do que foi observado neste 

trabalho, Dittz (2011) relatou uma diferença considerável entre os valores de 

IC50 da fração CMS-2 em linhagens normais e tumorais. Valores de IC50 de 1,1 

e 10,5 µg/mL foram obtidos para as linhagens celulares tumorais de B16-F10 e 

CT26.WT (carcinoma de cólon murino), enquanto que para as linhagens normais 

CHO (epitélio de ovário de hâmster chinês) e BHK-21 (fibroblasto de rim de 

hâmster chinês) foram obtidos 454,0 e 440, µg/mL de IC50, respectivamente, 

todos após 72 h de exposição e determinados pela metabolização do MTT – sal 

de tetrazólio a formazana. Vale ressaltar que as linhagens celulares normais, os 

tempos de exposição e as metodologias empregadas para as avaliações, foram 

diferentes nos dois trabalhos.  

Uma vez que a fração CMS-2 não apresentou atividade citotóxica seletiva 

entre as linhagens tumoral e normal, e por esta amostra se tratar de uma mistura 

de enzimas com atividade proteolítica, inicialmente sugeriu-se um efeito deletério 

inespecífico, tal como a lise celular. Para testar essa hipótese, a fração CMS-2 

teve a sua atividade proteolítica inibida pela ligação com Iodoacetamida - IAA 

(dados não mostrados). A IAA se liga irreversivelmente a resíduos de cisteína 

presentes na porção do sítio catalítico de cisteíno-proteases, o que leva a uma 

completa inativação destas enzimas (Salvesen & Nagase, 1990). Quando B16-

F10 e Melan-a foram expostas por 24h a CMS-2 inibida, não foi possível 

determinar os valores de IC50, visto que até a concentração máxima avaliada 

(100 µg/mL) não obtivemos alterações significativas de viabilidade celular, 

verificada pela metabolização da resazurina (dados não mostrados). 

Esse último resultado nos levou a avaliar a integridade da membrana 

plasmática na presença de CMS-2, através da dosagem da atividade da enzima 

Lactato Desidrogenase (LDH) no sobrenadante de células tratadas com a 
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amostra. Essa enzima se encontra no citoplasma das células e é responsável 

pela conversão de piruvato em lactato, sendo que para isso há a oxidação de 

NADH (Jurisic et al, 2000). A Figura 4 mostra que a fração CMS-2 não promove 

o rompimento da membrana celular de B16-F10 ou Melan-a após 24h de 

exposição, mesmo nas mais altas concentrações. Ao contrário, nas 

concentrações de 50,0 e 100,0 µg/mL, observou-se uma redução significativa no 

conteúdo de LDH presente no sobrenadante, quando comparado com os valores 

basais (controle negativo). Esses resultados descartam a hipótese de que a 

atividade proteolítica de CMS-2 promova, de forma aguda, lise celular. 

Para a identificação das proteínas moduladas por CMS-2, realizamos a 

análise proteômica dos lisados celulares das linhagens B16-F10 e Melan-a, 

expostas à concentração de 10 µg/mL da subfração por 24h. Essa técnica 

permite uma investigação global de eventos moleculares que ocorrem em 

sistemas biológicos, sendo um instrumento para análise de doenças e potenciais 

terapias (Kim et al., 2009). Como apresentado na Figura 3, C a F, essa 

concentração de CMS-2 foi capaz de alterar visivelmente o número e a 

morfologia das células, sendo que estas se apresentaram mais fusiformes e com 

mais dendritos quando comparadas aos respectivos controles, que possuem o 

formato tipo epitelial, de acordo com a descrição da célula no American Type 

Culture Collection (ATCC, 2014). No entanto, a diferença de número de células 

nas linhagens não se retratou em diferenças estatísticas do conteúdo proteico 

presente nos lisados celulares, Teste T-student (Tabela 3). Vale ressaltar que o 

tratamento com CMS-2 não reduziu a síntese de DNA, estimulada pelo FBS, nas 

células B16-F10, enquanto que na linhagem Melan-a, a fração promoveu uma 

redução significativa (Figura 14). Entretanto, a hipótese de que CMS-2 promove 

a parada do ciclo celular após a fase S (duplicação do cromossomo) deve ser 

testada, o que poderia justificar a nítida redução do número de células de B16-

F10 após o tratamento, mesmo sem alteração na fase de síntese de DNA.  

Quanto à possível alteração da morfologia após o tratamento com CMS-

2, é descrito na literatura que os dendritos apresentados pelos melanócitos 

servem como principais condutores dos melanossomos para a transferência dos 

mesmos aos queratinócitos (Boissy, 2003). Outro trabalho mostrou que os 

prolongamentos dendríticos estão fortemente relacionados com uma diminuição 
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no potencial migratório de células de melanoma (Hata et al., 2003). Outras 

alterações morfológicas estão implicadas com o comportamento celular, como o 

descrito por Carreira e colaboradores (2006). Esses autores demonstraram que 

a destruição da organização da actina, que culmina com a mudança de uma 

forma mais alongada para um fenótipo arredondado, está relacionada ao 

aumento da capacidade de invasão das mesmas. Essas observações quanto à 

mudança do fenótipo das linhagens na presença de CMS-2 nos permite formar 

uma hipótese de que esta mistura proteica altera a morfologia celular e, como 

consequência, reduz a capacidade de migração, como visto nas Figuras 23, 24 

e 25. No entanto, se faz necessário melhor caracterizar essa alteração 

morfológica, como por exemplo, avaliando a relação entre actina glomerular e 

fibrilar (Cortes et al., 2000). 

Após padronização da quantidade de proteína e condições de focalização 

para obtenção de géis bidimensionais com alta reprodutibilidade, < 70% de 

correlação entre triplicatas de géis de amostras biológicas independentes 

(resultados não mostrados), seguiu-se com os estudos usando a metodologia 2-

D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis - DIGE. Trata-se de uma 

adaptação da técnica 2-DE com a vantagem de ser mais sensível e com maior 

acurácia na quantificação, o que aumenta a confiança estatística (Kim et al., 

2009). Na Figura 5 são mostradas as imagens dos seis géis DIGE produzidos 

com lisados celulares de B16-F10 e Melan-a tratados ou não com CMS-2. Uma 

ampla distribuição dos spots entre diferentes pontos isoelétricos (3 a 11) e pesos 

moleculares (14 a 97 kDa) é visivelmente constatada, evidenciando a 

complexidade das amostras de extratos proteicos utilizados no estudo. Além 

disso, novamente em uma avaliação visual, sugere-se uma boa 

reprodutibilidade, visto que alguns spots são prontamente identificados nos 

diferentes géis apresentados, como evidenciados na Figura 5. Essa 

reprodutibilidade foi constatada por valores de número de spots próximos entre 

os géis fluorescentes e, também, por um alto índice de sobreposição entre os 

spots (dados não mostrados).  

A avaliação da diferença de expressão entre as condições experimentais 

também foi determinada, através dos testes estatísticos t-Student e One-Way 

ANOVA (p ≤ 0,05). Na comparação entre B16-F10 controle (BC) versus tratado 
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(BT), foi possível selecionar 21 spots diferentemente expressos (Figura 6). No 

entanto, quando comparados Melan-a controle (MC) versus Melan-a tratado 

(MT), nenhum spot apresentou diferença de expressão estatisticamente 

significativa. Essa ausência de diferença pode ser explicada pelas limitações da 

técnica empregada, uma vez que alterações biológicas importantes foram 

observadas nessa linhagem sob o efeito de CMS-2, tais como redução da 

viabilidade, da proliferação e da migração celular (Figuras 3B, 16B e 24, 

respectivamente) e indução da melanogênese – aumento do conteúdo de 

melanina e da atividade da enzima tirosinase (Figuras 21B e 22B, 

respectivamente). Os métodos 2-DE clássico e, também, o DIGE são 

tecnicamente limitados no que se refere a detecção de alguns tipos de proteínas, 

tais como as de baixa expressão e as de membrana, estas últimas por serem 

insolúveis no tampão de lise adequado a estas técnicas, ou por adsorver ou 

precipitar na matriz da strip (Tan et al., 2008). Além disso, essas técnicas 

proteômicas não possuem capacidade suficiente para resolver proteomas mais 

complexos. Por exemplo, a maioria das células de mamíferos é provavelmente 

constituída por mais de 20 mil proteínas, enquanto que um típico formato grande 

de gel 2-D (24 cm) resolve, apenas, cerca de 10% deste total (de 1.500-2.000 

spots ou menos) (Han et al., 2008).  

Já quando comparados os grupos MC versus BC, um total de 71 spots 

foram diferentemente expressos, enquanto que a comparação entre as 

condições experimentais MC versus BT totalizou 78 spots. Desse total, 41 spots 

são comuns à comparação BC versus MC, o que nos leva a inferir que são 

proteínas que não foram moduladas pelo tratamento com CMS-2 (Figura 6).  

Vale destacar, como evidenciado na Figura 9B, que as proteínas 

identificadas e que foram mais expressas em BC quando comparado a MC, são 

categorizadas com funções relacionadas ao Metabolismo, Energia, Destino 

proteico (enovelamento, modificação, destino), Proteína com função de ligação 

ou co-factor (estrutural ou catalítica), Transporte celular, transporte de organelas 

e vias de transporte, Sobrevivência celular, defesa e virulência e Destino da 

célula, conforme classificação do Banco de Dados FunCat (Ruepp et al., 2004). 

Também utilizando abordagem proteômica, Carta e colaboradores (2005) 

identificaram proteínas estruturais, de estresse ou enzimas envolvidas na 
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produção de ATP como diferentemente expressas entre culturas primárias de 

melanomas e melanócitos humanos. Já na comparação de tecido de carcinoma 

colorretal humano e normal, observou-se que proteínas classificadas nas 

categorias metabolismo, regulação de processos biológicos e organização 

celular e biogênese foram as mais abundantes no tumoral (Alfonso et al., 2008). 

Na comparação de células humanas de sarcoma uterino resistentes ou não a 

doxorrubicina, MES-SAS e MES-SAS/Dx5, respectivamente, as categorias 

funcionais mais abundantes foram as de enovelamento de proteína, 

metabolismo e transdução do sinal, e as menos representativas foram as de 

reparo do DNA, transporte de elétrons e resposta imune (Lin et al., 2012). 

Quando comparados BT versus BC (Figura 9A) e BT versus MC (Figura 

9C), um padrão de expressão foi observado após o tratamento com CMS-2, 

estando superexpressas as proteínas envolvidas no Metabolismo e Energia. 

Proteínas como enolase 1 alfa, triosefosfato isomerase, fosfoglicerato mutase 1, 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase e piruvato quinase M, são enzimas 

envolvidas na glicólise celular e que se mostraram estatisticamente aumentadas 

no grupo BT versus BC e BT versus MC. Já a enzima fosfoglicerato quinase, que 

também tem função na glicólise, se apresentou aumentada apenas na 

comparação entre BC versus MC. Sabe-se que ajustes no metabolismo 

energético, com o intuito de suprir o crescimento e a divisão celular que ocorre 

de forma exacerbada, são observados durante o desenvolvimento tumoral. 

Mesmo na presença de oxigênio, as células tumorais podem reprogramar o 

metabolismo, limitando-o à glicólise, a chamada glicólise aeróbica ou efeito 

Warburg (Hanahan & Weinberg, 2011). Apesar desse metabolismo energético 

ter menos eficiência na produção de ATP em relação à fosforilação oxidativa, 

durante a glicólise são formados diversos intermediários envolvidos em várias 

cascatas de biossíntese (Vander Heiden et al., 2009), bem como possuem efeito 

protetor para a célula, por exemplo reduzindo a geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (Lu et al., 2014).  

Dessa forma, em um primeiro momento, o aumento no nível de expressão 

de enzimas glicolíticas promovido por um possível agente antitumoral / 

antimetastático, nos parece contraditório, visto que pode garantir às células 

tumorais um aporte de ATP e de intermediários essenciais para a proliferação 
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celular, e ainda, mecanismos de escape de morte celular. No entanto, estudar a 

cinética da expressão dessas enzimas pode nos revelar outro aspecto como, por 

exemplo, ser este aumento um efeito secundário resultante de uma redução 

inicial, tanto da fosforilação oxidativa, visto indiretamente pela diminuição da 

metabolização de resazurina – Figura 3, quanto da glicólise. Assim, investigar 

melhor tal modulação se faz necessário, incluindo avaliar o nível de transcrito e 

das isoformas ou alterações pós-traducionais promovidas por CMS-2 e, também, 

verificar o efeito desta amostra na atividade de cada enzima, ou seja, a ativação 

ou inativação destes alvos moleculares. 

Na comparação entre BC e BT, também foi observado que o tratamento 

com CMS-2 reduziu a expressão, especialmente, de proteínas relacionadas ao 

Ciclo celular e processamento do DNA, Transcrição, Síntese proteica, Destino 

proteico (enovelamento, modificação, destino), Regulação do metabolismo e 

função proteica; Comunicação celular/mecanismo de tradução do sinal, 

Biogênese de componentes celulares, Sobrevivência celular, defesa e virulência 

e Destino da célula (Figura 9A). Destaca-se o fato de que essas duas últimas 

categorias citadas se encontravam super expressas no grupo BC em 

comparação com o MC (Figura 9B). Além disso, vale ressaltar que todas funções 

reduzidas após o tratamento com CMS-2 estão diretamente relacionadas com a 

proliferação e sobrevivência celular, eventos de suma importância para o 

desenvolvimento tumoral e de metástases (Leong et al., 2012). 

Considerando a quantidade de proteínas identificadas no presente 

trabalho, a complexidade de informações que estas fornecem sobre o efeito de 

CMS-2 e o restrito espaço para a análise de todas, nos propomos a agrupar as 

proteínas que apresentaram perfis comuns de expressão entre as diferentes 

condições experimentais, tais como: a) diferenças de expressão entre MC e BC 

e entre BC e BT, mas igualdade entre MC e BT; b) diferenças de expressão entre 

BC e BT e entre MC e BT, mas igualdade entre MC e BC; c) diferenças de 

expressão somente entre BC e BT; e d) diferenças de expressão somente entre 

MC e BC e igualdade entre BC versus BT e MC versus BT. 

Quatro das 71 proteínas identificadas neste trabalho se mostraram 

estatisticamente super expressas no grupo BC em comparação com os grupos 

BT e MC, sendo a comparação das mesmas entre BT e MC sem diferenças 
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significativas (Figura 10). Nucleofosmina isoforma 1; Proteína de choque térmico 

65, Proteína ligante a calciclina e Fator de iniciação da tradução eucariótica 4H 

são proteínas que tem a sua expressão alterada em células tumorais, mas que 

o tratamento com CMS-2 conseguiu reverter este padrão aos valores 

comparáveis à célula normal (Tabela 3).  

A nucleofosmina 1 possui funções categorizadas de Destino proteico 

(enovelamento, modificação, destino), Proteína com função de ligação ou co-

factor (estrutural ou catalítica) e Sobrevivência celular, defesa e virulência 

(Ruepp et al., 2004) (Tabela 3). Souza e colaboradores (2006) também 

observaram o aumento de nucleofosmina em células transformadas, obtidas a 

partir do impedimento da adesão de Melan-a ao substrato (crescimento 

independente de ancoragem), em comparação aos melanócitos. Essa proteína, 

também designada de Nucleofosmina B23 ou numatrina 1, é uma fosfoproteína 

de aproximadamente 37 kDa abundante e altamente conservada. Essa pode ser 

fosforilada em vários resíduos por diferentes quinases, incluindo CDK1-Ciclina B 

(proteína quinase 1 dependente de ciclina B), caseína quinase II e CDK2-Ciclina 

E (proteína quinase 2 dependente de ciclina E), esta última está envolvida em 

eventos finais que promovem a duplicação do centrômetro, durante a fase S-G2 

(Okuwaki et al., 2002). 

A nucleofosmina se localiza no nucléolo, mas transloca rapidamente para 

o citoplasma (Borer et al., 1989; Yun et al., 2003), o que justifica a sua 

participação em vários processos celulares: transporte de partículas pré-

ribossomal e biogênese de ribossomos, resposta ao estímulo ao estresse tais 

como irradiação UV e hipóxia, manutenção da estabilidade genômica através do 

controle da ploidia celular, participação no processo de reparo ao DNA e 

regulação da transcrição do DNA através da modulação da condensação de 

cromatina. Além disso, essa proteína está envolvida na regulação da atividade e 

estabilidade de supressores tumorais como o Rb (Retinoblastoma) (Takemura et 

al., 1999), p53 e ARF (Quadro de leitura alternativa do locus INK4a/ARF) 

(Grisendi et al., 2006). 

Já foi relatado na literatura que a Nucleofosmina 1 se encontra 

superexpressa em células em proliferação ou malignas, inclusive em melanoma 

quando comparado à melanócitos (Bernand et al., 2003), bem como que a 



130 
 

indução da sua expressão leva ao aumento do crescimento e proliferação celular 

e à inibição da diferenciação e apoptose, características estas de transformação 

neoplásica (Hsu & Yung, 1998). Ao contrário, os níveis de nucleofosmina 

diminuem em células que não estão em proliferação ou estão em processo de 

apoptose, e a redução do seu mRNA retarda a progressão no ciclo celular e o 

início da mitose (Jiang. & Yung, 1999). Dessa forma, podemos considerar a 

hipótese de que a redução da expressão da Nucleofosmina na célula B16-F10 

após o tratamento com CMS-2 leve à diferenciação, uma vez que foi observado 

o aumento da produção de melanina e da atividade da enzima tirosinase na 

linhagem de melanoma, Figuras 21A e 22A. Já quanto à proliferação celular e 

apoptose, mesmo levando à subexpressão de Nucleofosmina 1, a exposição à 

CMS-2 não altera os níveis de síntese de DNA em B16-F10 quando as células 

são estimuladas com 5% de FBS (Figura 19A) bem como não promove o 

aumento do DNA subdiplóide na concentração de 10 µg/mL (Dittz, 2011). 

O envolvimento da Nucleofosmina 1 na resposta proliferativa se dá por 

diferentes mecanismos, seja pela indução da atividade da DNA-polimerase α ou 

pela sustentação da maquinaria ribossomal, mesmo com funcionamento 

aberrante (Takemura et al., 1999). Quanto à sobrevivência celular, essa proteína 

pode funcionar como anti-apoptótica através de mecanismos indiretos, tais como 

aumentando o reparo do DNA e levando à superexpressão do antígeno nuclear 

de proliferação celular (PCNA), componente essencial para a maquinaria de 

reparo (Wu et al., 2002). A nucleofosmina também inativa o supressor tumoral 

IRF1, fator de transcrição envolvido na apoptose induzida por dano ao DNA e 

parada no ciclo celular (Grisendi et al., 2006). Há também relatos na literatura 

que correlacionam a super expressão de nucleofosmina 1 e a sobrevivência de 

células mesmo sob hipóxia. Isto pode indicar que, durante a progressão tumoral 

há um aumento da expressão de nucleofosmina, que é um alvo transcricional do 

fator induzido por hipóxia alfa 1 (HIF1α) e do proto-oncogene Myc, levando a 

inibição da ativação de p53 e, assim, a sobrevivência celular (Zeller et al., 2001).  

Outros mecanismos pelos quais nucleofosmina pode funcionar como um 

repressor da apoptose já foram reportados. A quinase dependente de fita dupla 

de RNA (PKR), induzida por interferon, é uma proteína de resposta antiviral 

capaz de inibir a tradução de mRNA através da fosforilação e inativação do fator 
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de iniciação da tradução 2 α (EIF2α). Em células normais, PKR induz apoptose 

em resposta a vários estímulos extra e intracelulares, já em células que 

superexpressam nucleofosmina, esta última se associa com PKR e inibe a sua 

ativação (Grisendi et al., 2006). A nucleofosmina também possui atividade anti-

apoptótica por formar um complexo nuclear com PIP3 (Fosfatidilinositol 3 

fosfato), inibindo a atividade da DNAse ativada por caspase (CAD), também 

chamada de fator de fragmentação de DNA 40 kDa. Vale ressaltar que a cascata 

da fosfatidilinositol 3-quinase se encontra frequentemente alterada em células 

malignas (Ahn et al., 2005). 

As proteínas supressoras tumorais p53 e ARF (Quadro de leitura 

alternativa do locus INK4a/ARF) também são alvos da nucleofosmina 1 

(Colombo et al., 2002; Wong et al., 2013). Acredita-se que a nucleofosmina inibe 

a fosforilação de p53 no resíduo de serina 15, e subsequentemente bloqueia a 

indução de p21WAF1/CIP1 (inibidor de quinase dependente de ciclina 1), efeito 

este visto em células em hipóxia. Essa inibição de p53 se reflete em diminuição 

da apoptose e/ou senescência (Colombo et al., 2002; Wong et al., 2013), evento 

celular caracterizado por parada irreversível do ciclo celular mesmo com 

condições favoráveis para o crescimento. Apesar da verificação de que CMS-2 

reduz os níveis de expressão de nucleofosmina na linhagem B16-F10, o número 

de células marcadas positivamente para a enzima β-galactosidase, um marcador 

de senescência, se encontra no mesmo nível do controle negativo após o 

tratamento (Figura 20). No entanto, outras evidências de que essa fração leva à 

senescência devem ser investigadas, tais como parada no ciclo e alteração da 

morfologia celular, com células mais alongadas, núcleo proeminente e aumento 

da granulosidade citoplasmática (Muñoz-Espín & Serrano, 2014). Quanto à ARF, 

que é uma proteína nuclear envolvida no acionamento dos programas de parada 

do ciclo celular e apoptose, ocorre sua associação com a nucleofosmina, 

formando um complexo estável com alta massa molecular. Essa associação 

impede que a ARF iniba o regulador negativo de p53, MDM2 (Murine double 

minute 2) (Bertwistle et al., 2004). 

A relação entre a super expressão de nucleofosmina e a migração e 

invasão celular também já foi relatada (Loubeau et al., 2014). Em células LNCap, 

linhagem de câncer de próstata, quando o gene da nucleofosmina foi silenciado, 
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observou-se uma redução da proliferação, formação de colônias, migração e 

invasão celular. Ao contrário, quando se induziu a expressão dessa proteína, 

observou-se um fenótipo celular mais agressivo, com alta taxa de replicação. No 

presente trabalho foi observado que o tratamento da linhagem B16-F10 com 

CMS-2 promoveu uma redução da capacidade de migração celular (Figuras 23 

e 25), o que pode estar relacionado com a redução da expressão de 

nucleofosmina (Tabela 3). Sabe-se que a nucleofosmina também é capaz de se 

ligar e estabilizar K-Ras (GTPase) em uma forma ativa, o que leva à ativação da 

cascata de sinalização da MAPK (proteína quinase ativada por mitógeno) 

(Weber & Gioeli, 2004; Inder et al., 2009 e 2010). 

Provavelmente não só a nucleofosmina 1 se encontra com os níveis de 

expressão alterados pelo tratamento com CMS-2, mas também as proteínas 

relacionadas com a sua função, tais como CDK2-Ciclina E, várias proteínas 

ribossomais (S5, S21, S9, L8, S3, S15 e S17), PCNA, produto gênico de Myc, 

p53, Akt, MDM2 e MAPK. Essas proteínas se apresentam na rede de predições 

de interações entre proteínas (Franceschini et al., 2013) que estão 

diferentemente expressas em B16-F10 após o tratamento com CMS-2 (Figura 

11). Efeitos moduladores de proteases exógenas em proteínas envolvidas no 

processo de desenvolvimento tumoral já foram anteriormente descritos. Kalra e 

colaboradores (2008), verificaram que a cisteíno protease bromelina, em modelo 

in vivo de carcinogênese, aumentou a expressão das proteínas pró-apoptóticas 

p53, Bax e caspases 3 e 9, enquanto que Bcl-2 (função anti-apoptótica) foi 

reduzida em amostras de pele de camundongos expostos aos agentes 

mutagênicos iniciadores e promotores, DMBA (7,12-Dimetilbenz(a)antraceno) e 

TPA (12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato), respectivamente. Ainda nessas 

amostras de tecido, verificou-se que o conteúdo da ciclooxigenase 2, do fator de 

transcrição NF-κB e das proteínas reguladoras do crescimento celular p-38, ERK 

e Akt fosforilados estavam diminuídos após o tratamento com bromelina. Esses 

efeitos moleculares descritos para a bromelina foram confirmados 

posteriormente pelo mesmo grupo de pesquisa (Bhui et al., 2009), levando os 

autores à conclusão de que a bromelina apresenta efeito quimioprotetor por 

possuir efeito anti-iniciador e anti-promotor tumoral e por modular proteínas 

envolvidas nos processos de desenvolvimento tumoral. 



133 
 

A Proteína de choque térmico 65 (HSP65), com função classificada como 

de Destino proteico (enovelamento, modificação, destino), também se mostrou 

significativamente aumentada no grupo BC em comparação aos grupos MC e 

BT, não apresentando nível de expressão diferente entre os dois últimos grupos 

(Tabela 3). Souza e colaboradores (2006) mostraram que essa proteína está 

aumentada em células de melanócitos transformados em relação à linhagem 

normal. Esse mesmo perfil foi observado em estudos proteômicos realizados em 

tecidos parafinizados obtidos de tumores de pacientes portadores de melanoma 

(Schowalter et al., 2014). Diferenças de expressão de HSP65 entre melanoma 

primário e metastático também foram descritas, estando aumentada nas células 

metastáticas, o que leva a correlacionar a sua expressão com a agressividade 

do tumor (Carta et al., 2005).  

No geral, as proteínas de choque térmico (HSP) são um grupo de 

moléculas ubíquas presentes nas células, altamente conservadas entre as 

diferentes espécies e induzidas após exposição a fatores estressantes, tais 

como alta temperatura e hipoxia. As HSPs são expressas de forma constitutiva 

na homeostase e têm funções de chaperonas, ligando-se a proteínas 

desnaturadas ou dissociando agregados, a fim de regular o seu correto 

enovelamento. Além disso, participam do transporte de polipeptideos 

sintetizados para as organelas alvo, o que representa um importante mecanismo 

de controle de qualidade de proteínas (Hartl, 1996). As HSPs também são 

importantes alvos da resposta imune mediada por células T na epiderme, onde 

há o reconhecimento destas proteínas, levando a liberação de citocinas e o 

recrutamento de linfócitos (Morris, 2002; Van Eden et al., 2003). Vale ressaltar 

que, receptores do tipo Toll participam dessa resposta imunológica e, 

possivelmente, se encontram diferentemente expressos comparando os grupos 

BC e BT, visto que as isoformas 1, 2, 4 e 6 foram observadas na rede de 

predições de interações de proteínas (Figura 11).  

Ainda sobre a HSP65, além de contribuir para o desenvolvimento tumoral 

com a sua atividade chaperona, também participa da inibição da apoptose 

(Jaattela, 1999), do aumento da imunogenicidade tumoral (Tamura et al., 1997; 

Srivastava, 2002) e da angiogênese (Calderwood et al, 2006). Yang e 

colaboradores (2013) mostraram que a administração de HSP65 em 
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camundongos portadores de melanoma B16-F10 foi capaz de inibir 

significativamente o crescimento, a angiogênese e o desenvolvimento de 

metástase, além de aumentar a sobrevida dos animais. Os autores explicam que 

essa administração funcionou como uma vacina, uma vez que altos níveis de 

anticorpos anti-HSP65 foram detectados nos sangues dos animais tratados. 

Nas comparações entre os grupos BC versus BT e MC versus BT a 

proteína ligante a calciclina também se apresentou diferentemente expressa, 

com aumento em BC em relação aos demais grupos (Tabela 3). Essa proteína 

é funcionalmente classificada em Destino proteico (enovelamento, modificação, 

destino) (Ruepp et al., 2004) e foi, primeiramente, descrita em células de tumor 

ascítico de Ehrlich (Schneider & Filipek, 2011). A proteína ligante à calciclina 

participa de vários processos celulares, com ubiquitinação, proliferação, 

diferenciação, tumorigênese, rearranjo do citoesqueleto e regulação da 

transcrição (Chen et al., 2013).  

Além da própria calciclina (que foi observada na rede de interação de 

proteínas – Figura 11), várias são as proteínas que podem interagir com a 

proteína ligante a calciclina, tais como a tubulina, actina, tropomiosina 

(Schneider et al., 2010) e as quinases ERK 1/2 (quinase regulada por sinal 

extracelular) (Kilanczyk et al., 2009). Quanto à superexpressão da proteína 

ligante à calciclina, esta já foi observada em células metastáticas de tumor de 

cólon, em comparação à linhagem de tumor primário. Além disso, essa linhagem 

primária modificada para super expressar a proteína ligante à calciclina 

apresentou maior capacidade de migração, invasão e proliferação, em relação à 

célula wild type, especialmente por aumentar o nível de expressão de diversas 

integrinas (Ghosh et al., 2013). Além disso, em linhagens de câncer gástrico 

(Zhao et al., 2002; Shi et al., 2004) e pancreático (Chen et al., 2013), observou-

se que a super expressão da proteína ligante à calciclina está relacionada à 

resistência à quimioterápicos. No entanto, as bases moleculares desse efeito 

ainda não estão elucidadas. 

Já o Fator de iniciação da tradução eucariótica 4H (eIF4H), proteína que 

também se mostrou super expressa no grupo BC em comparação com MC, mas 

que o tratamento com CMS-2 reverteu e igualou ao nível de expressão da célula 

normal, é categorizada em Síntese proteica e Proteína com função de ligação ou 
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co-factor (estrutural ou catalítica) (Ruepp et al., 2004) (Tabela 3). Essa proteína 

foi, primeiramente, identificada em reticulócitos de coelho e se acredita que 

eIF4H estimula a síntese proteica por aumentar a atividade helicase da eIF4A 

(Fator de iniciação da tradução eucariótica 4A) (Richter-Cook et al., 1998 e 

1999). Já foi descrita a super expressão dessa proteína em câncer de colo-retal 

humano, o que sugere que o controle da tradução do mRNA (RNA mensageiro) 

é uma função importante na carcinogênese. Acredita-se que eIF4H esteja 

envolvido na transformação celular por aumentar a eficiência traducional de 

mRNAs responsáveis pelo controle do crescimento celular e apoptose 

(Tomonaga et al., 2004).  

O gene que codifica eIF4H é conhecido por produzir duas variantes por 

splicing alternativo, isoformas 1 (27 kDa) e 2 (25 kDa). Entre essas formas, 

observa-se a super expressão da isoforma 1 em câncer de cólon (Martindale et 

al., 2000). No trabalho de Wu e colaboradores (2011), foi observado que a super 

expressão de eIF4H isoforma 1 em fibroblasto murino imortalizado leva ao 

desenvolvimento de uma massa tumoral em camundongos nude. Juntamente 

com a super expressão de eIF4H se observou o aumento dos níveis da ciclina 

D1, proteína envolvida na proliferação celular. Ao contrário, o silenciamento 

desse mRNA, e não da isoforma 2, inibe a proliferação e induz a apoptose em 

linhagens de câncer de cólon, além de inibir o crescimento tumoral in vivo. Vale 

ressaltar que vários outros fatores de iniciação da tradução eucariótica podem 

também ser modulados pelo tratamento com CMS-2 (eIF1B2, eIF2S1, eIF3 A – 

K, eIF4B, eIF4E, eIF4G1, eIF5 e eIF5B), visto que foram relacionadas na rede 

de predição de interações de proteínas (Figura 11). 

Assim, considerando os efeitos de CMS-2 na redução da expressão de 

proteínas diretamente envolvidas processos de proliferação, sobrevivência, 

diferenciação e migração celular - Nucleofosmina 1, HSP65, proteína ligante à 

calciclina e eIF4H, podemos sugerir que esta modulação contribui para a inibição 

da migração e a indução da diferenciação celular (medida pela melanogênese), 

parâmetros que podem justificar a atividade antimetastática da fração. 

As proteínas relacionadas à glicólise Enolase 1 alfa, Triosefosfato 

isomerase, Fosfoglicerato mutase 1, Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase, 

classificadas funcionalmente em Metabolismo e Energia, 1 cis peroxirredoxina e 
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Glutationa S-transferase (GST), classificadas em Sobrevivência celular, defesa 

e virulência, a cofilina 1, que dentre várias classificações possui a função de 

Biogênese de componentes celulares, e Sui homólogo, sem classificação 

FunCat (Ruepp et al., 2004), foram também identificadas neste trabalho e 

formam um grupo que tem a expressão alterada nas células tratadas, 

independentemente da comparação ser feita com a linhagem normal ou tumoral 

(Figura 12). Assim como as proteínas envolvidas na glicólise, como descrito 

anteriormente, a 1 cis peroxirredoxina e GST se encontram estatisticamente 

reduzidas nos grupos BC e MC em comparação com o grupo BT, sendo a 

comparação das expressões destas proteínas entre BC e MC sem diferenças 

significativas (Tabela 3).  

As peroxirredoxinas são enzimas antioxidantes pertencentes à família de 

peroxidases, que utilizam cisteínas ativas para reduzir peróxidos. Apresentam-

se altamente conservadas entre as espécies e são induzidas por estresse 

oxidativo (Zhang et al., 2009). Alterações nos níveis de expressão de 

peroxirredoxinas foram observadas em vários tipos de cânceres, sendo que 

elevações nos níveis de peroxirredoxina 1 aumentam a sobrevivência e 

agressividade de células tumorais, bem como conferem aumento de resistência 

à quimioterapia e radioterapia (Liu et al, 2013). Já a GST faz parte do sistema de 

detoxificação de Fase II (Tew & Townsend, 2012) e por isso, apresenta um papel 

de citoproteção crucial contra carcinógenos e ROS. A catálise de reações de 

conjugação envolvendo a glutationa, torna os substratos inativos e aumenta a 

sua solubilidade, o que facilita a sua excreção (Lee et al., 2013). A maioria de 

células tumorais humanas, especialmente as selecionadas in vitro que 

apresentam resistência aos quimioterápicos, super expressam GST. Uma 

correlação quantitativamente significativa foi descrita entre a atividade 

enzimática, o total de proteína e o mRNA, em uma variedade de cânceres 

humanos quando comparada com o tecido normal ao redor. Além disso, altos 

níveis de GST têm sido relacionados não só com a resistência a quimioterápicos, 

mas também com a progressão tumoral (Laborde, 2010). Proteínas como várias 

glutationas peroxidases, sintetases e redutases, glutamil-transferases 

(metabolização de Fase II), diversas subfamílias do citocromo P450 

(metabolização de Fase I) podem ser também moduladas por CMS-2, visto que 
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foram observadas na rede de predição de interação de proteínas (Figura 13) e 

pelos relatos de que enzimas de metabolização de Fase I e II se encontram 

fortemente associadas, geralmente ocorrendo a modulação dos dois sistemas 

simultaneamente (Lee et al., 2013). 

Considerando que a fração CMS-2 leva à melanogênese nas linhagens 

B16-F10 e Melan-a, verificados pelo aumento do conteúdo de melanina e da 

atividade da enzima tirosinase, Figuras 21 e 22, respectivamente, podemos 

justificar o aumento da expressão de enzimas antioxidantes, como a 

peroxirredoxina e GST. Sabemos que os melanócitos e melanomas (em todos 

os estágios de progressão tumoral) geram ROS, através do próprio metabolismo 

celular ou em resposta a estímulos imunes, mas principalmente por sintetizar 

melanina (Cunha et al., 2012). Assim, essas células desenvolveram um sistema 

antioxidante capaz de evitar o estresse oxidativo, ao invés de entrar em 

apoptose, conforme descrito por Swalwell e colaboradores (2012). Já foi descrito 

o efeito de ROS, especialmente H2O2, como indutores de senescência (Frippiat 

et al., 2001). Essa eficiência das linhagens no controle do estresse oxidativo 

aparentemente se reflete, também, na ausência do efeito senescência após o 

tratamento de B16-F10 e Melan-a com CMS-2, uma vez que não houve aumento 

significativo no número de células marcadas para β-galactosidase (Figura 20).  

Supomos que CMS-2 promova, inicialmente, um estresse oxidativo, direta 

ou indiretamente, via indução da produção de melanina, e na sequência, tanto 

em células tumorais como em normais, haveria um aumento da expressão de 

enzimas antioxidantes como mecanismo de citoproteção. Da mesma forma que 

o proposto acima, para as enzimas da via glicolítica, uma análise cinética da 

produção de ROS e das enzimas antioxidantes seria adequada para comprovar 

essa hipótese. 

Quanto à proteína cofilina 1, que se mostrou reduzida com o tratamento 

com CMS-2, é uma das principais proteínas envolvidas na motilidade celular, 

uma vez que é ligante à actina, responsável pela sua polimerização. A atividade 

da cofilina 1 é regulada por fosforilação e desfosforilação de resíduos 

conservados de serina. Em baixas concentrações a cofilina 1 dissocia os 

filamentos de actina (F-actina) em monômeros (G-actina) e em altas 

concentrações se liga a estes filamentos, estabilizando-os. Também a cofilina 1 
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induz a formação de lamelopodias, saliências citoplasmáticas de dão direção à 

motilidade celular (Tahtamouni et al., 2013). Já foi observado que a expressão 

de cofilina 1 está aumentada em várias linhagens tumorais humanas, sendo este 

aumento correlacionado com uma alta velocidade de migração celular e baixo 

grau de diferenciação das células. Além disso, a super expressão de cofilina 1 

aumenta a expressão de enzimas que degradam a matriz extracelular, tais como 

as metaloproteinases 2 e 14 em melanoma ( Van-Troys et al., 2008). Por outro 

lado, o silenciamento da expressão da cofilina 1 promoveu um atraso no 

desenvolvimento de metástase e prolongou a sobrevida dos animais inoculados 

com células de adenocarcinoma pulmonar (Peng et al., 2011). 

Considerando a relação entre a super expressão de cofilina 1 e a maior 

motilidade celular, podemos sugerir que a redução da migração celular das 

linhagens B10-F10 e Melan-a sob efeito do tratamento com CMS-2, conforme 

apresentado nas Figura 23, 24 e 25, ocorre, pelo menos parcialmente, pela 

diminuição da expressão desta proteína. Além disso, existe a possibilidade de 

que o receptor de fator de crescimento epidermal (EGF), MAPK e fibronectina 

também contribuam com a redução da capacidade migratória das células 

expostas à CMS-2, uma vez que são proteínas envolvidas com a migração 

celular (Breindel et al., 2013) e que foram observadas na rede de predição de 

interação entre proteínas modulas por este tratamento (Figura 13).  

Na avaliação das proteínas que se mostraram apenas diferentemente 

expressas nas comparações entre BC versus BT, sem alterações quando 

comparados MC versus BC e MC versus BT, tem-se as proteínas de choque 

térmico HSP65 e HSP70 cognata, a piruvato quinase M, as actinas beta e gama 

e a proibitina 1. Sobre as HSPs e a piruvato quinase consideramos o descrito e 

discutido anteriormente. Quanto às isoformas de actina beta e gama, estas se 

encontram diminuídas em B16-F10 frente ao tratamento com CMS-2 (Tabela 3). 

Vários são os estudos relatando diferenças nos níveis de expressão de actina 

entre células tumorais e normais (Verrills et al., 2006, Kumar & Hall, 2009). Por 

exemplo, no melanoma ocorre sua super expressão, e esta observação está 

associada com o aumento de invasividade destas células (Wang et al., 2013). 

Esse efeito pode ser explicado pela importante participação da polimerização da 

actina nos eventos de motilidade celular (Guo, et al., 2013). Portanto, a redução 
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da expressão das isoformas não musculares de actina promovida por CMS-2, 

também, corroboram os resultados de diminuição da capacidade de migração 

das linhagens B16-F10 e Melan-a expostas à esta amostra (Figuras 23 a 25), 

bem como podem justificar as alterações de morfologia observadas após o 

tratamento (Figuras 3C-F). 

Quanto à proibitina 1, esta se mostrou aumentada na linhagem B16-F10 

tratada com CMS-2 (Tabela 3). Essa macromolécula pertence a uma família de 

proteínas altamente conservada e distribuída, que apresenta funções envolvidas 

em diversos processos celulares, tais como regulação da transcrição e 

proliferação celular, desenvolvimento e função mitocondrial (Mishra et al., 2010). 

O papel da proibitina na proliferação de células tumorais e/ou supressão tumoral 

permanece controverso, especialmente por esta se encontrar aumentada em 

muitos tipos celulares tumorais e diminuída em outros. No núcleo, a proibitina 1 

interage com os supressores tumorais p53 e Rb, regulando-os. Sabe-se que a 

ligação entre proibitina 1 e p53 aumenta a atividade transcricional desta última 

proteína, por favorecer a sua ligação ao DNA (Wang, et al., 1999; Fusaro et al., 

2003). Ao contrário, a degradação de proibitina 1 leva à atenuação da atividade 

de p53. Quanto à interação de proibitina com Rb, viu-se que esta impede a 

atividade de fatores de transcrição da família E2F. Assim, justifica-se a parada 

do ciclo celular promovida pela super expressão de proibitina 1, enquanto que o 

seu silenciamento acelera o crescimento tumoral. 

No entanto, em células HeLa, verificou-se que a interação direta entre 

proibitina 1 e Ras leva a ativação de C-Raf, ativação esta requerida para a 

indução de migração celular. Acredita-se que a proibitina 1 funcione como uma 

chaperona ou promova uma ancoragem do complexo (proibitina 1/Ras/C-Raf) na 

membrana (Chowdhury et al., 2014). Além disso, foi descrito que a expressão de 

proibitina 1 está associada com a resistência aos fármacos, uma vez que o seu 

silenciamento aumentou a sensibilidade das células à apoptose promovida por 

quimioterápicos. Viu-se, também, que os níveis de proibitina 1 estão aumentados 

na superfície de células resistentes a quimioterápicos em comparação com as 

sensíveis (Gregory-Bass et al., 2008). Conforme Theiss & Sitaraman (2011), os 

efeitos opostos da proibitina 1 podem ser explicados pela sua localização 

subcelular, uma vez que a sua expressão aumentada na membrana plasmática 
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pode facilitar a tumorigênese, enquanto que no núcleo leva à parada do ciclo 

celular, senescência e apoptose. Considerando o aumento de proibitina 1 na 

linhagem B16-F10 tratada com CMS-2, se faz necessário determinar a 

localização celular preferencial desta proteína, para inferir sua atuação como 

produto do tratamento. 

Além da proibitina 1 e das actinas beta e gama, as proteínas presentes na 

rede de possíveis interações (Figura 15), caspase 3, MAPK, PKC e várias 

integrinas (α1-11, αV, β1, β3-7), podem também ser moduladas por CMS-2. 

Tratam-se de proteínas envolvidas na sobrevivência, apoptose, proliferação, 

migração e diferenciação (Sabbah et al., 2008) e, juntamente com o que foi 

discutido até então, podem explicar os efeitos in vitro e in vivo observados após 

o tratamento com CMS-2.  

Por fim, uma avaliação foi realizada entre proteínas diferentemente 

expressas entre os grupos MC versus BC, mas que não apresentaram diferenças 

nas comparações entre BC versus BT e MC versus BT. Essas proteínas foram 

moduladas pelo tratamento com CMS-2 a ponto de não haver mais diferenças 

significativas entre MC e BT. Por outro lado, o tratamento promoveu diferenças 

de expressão, embora não significativas, entre BC e BT. As proteínas que se 

enquadram nesse requisito são: a) Enolase 1 alfa, alfa-fetoproteína, D-

dopacromo carboxilase, gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato 

quinase, piruvato quinase M, todas com função ligada ao Metabolismo e/ou 

Energia, e na sua maioria aumentadas no grupo BC como visto anteriormente; 

b) Gama e beta actina e vimentina, que possuem função principal de Biogênese, 

se mostraram aumentadas em BC, exceto vimentina que esteve diminuida; c) 

HSP70 cognata, nucleofosmina 1, peptil-prolil cis-trans isomerase A, proteína 

precursora de dissulfeto isomerase A3 – PDIA3, precursor da calreticulina e 

NEDD8 precursor, proteínas principalmente relacionadas ao destino proteico e 

que estão, na sua maioria super expressas em BC; d) Fator de elongação 1 delta 

e Fator de iniciação da tradução eucariótica 3, subunidade F, diminuídos em BC 

e que possuem função principal de Síntese proteica; e e) Inibidor da dissociação 

de guanosina difosfato (GDP) 2, que se apresenta aumentado em BC com 

função de regulação do metabolismo proteico. 
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A maioria dessas proteínas se encontraram aumentadas no grupo BC 

quando comparado ao MC, observação esta consistente com os relatos da 

literatura sobre o aumento destes alvos moleculares em células transformadas 

(Bianchi et al., 2005; Obchoei et al., 2009; Villagomez et al, 2009; Cho et al., 

2014). A proteína peptil-prolil cis-trans isomerase A, também conhecida como 

ciclofilina A, é uma proteína de 18 kDa encontrada, principalmente, no citoplasma 

e tem a função de estabilizar e acelerar a isomerização de peptídeos que 

precedem o aminoácido prolina. Essa proteína está relacionada a importantes 

eventos biológicos incluindo a montagem, o enovelamento e o tráfego de 

proteínas, a imunomodulação e a sinalização celular. Em vários trabalhos que 

utilizaram a abordagem proteômica, a super expressão de ciclofilina A foi vista 

em carcinoma endometrial e de células escamosas esofágicas, câncer de mama 

e melanoma (Obchoei et al., 2009). Uma possível relação entre o aumento da 

expressão da ciclofilina A, a progressão tumoral e a redução da sobrevivência, 

já foi descrita. Por exemplo, Al-Ghoul e colaboradores (2008) observaram que a 

ciclofilina A está expressa em altos níveis em melanoma metastático em 

comparação com o melanoma primário.  

A calreticulina é uma proteína largamente distribuída na célula e 

altamente conservada entre as espécies. Essa possui a função de chaperona, 

regulando os níveis de Ca2+ intracelular e a expressão, especialmente, de genes 

relacionados com a adesão célula-célula e célula-substrato (Bedard et al, 2005). 

Além disso, a calreticulina também compõe a estrutura de adesões focais, 

importante formação na adesão e migração das células, eventos estes 

diretamente relacionados à invasão e metástase de células tumorais (Villagomez 

et al, 2009). A prevenção de anoikis (apoptose promovida pela perda de adesão 

ao substrato) também está relacionada à calreticulina (Zamanian et al, 2013). A 

expressão dessa proteína, também, está relacionada à melanogênese, visto que 

em estudos onde houve o bloqueio da expressão de calreticulina, a enzima 

tirosinase, bem com a atividade desta, se encontraram diminuídas, apesar dos 

níveis de mRNA se manterem comparáveis aos níveis antes do silenciamento. 

Essa observação sugere a participação da calreticulina na glicosilação e 

enovelamento da tirosinase (Kawase et al, 2008). 
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O inibidor da dissociação de guanosina difosfato (GDP) 2 também foi 

relatado super expresso em carcinoma de mama humano, em um trabalho de 

comparação de mapas proteicos com o respectivo tecido normal. Ainda nesse 

trabalho, observou-se que o silenciamento dessa proteína induziu disfunções 

mitocondriais que facilitam a ativação de caspase 3 e 9 em células de tumor de 

mama (Muñiz Lino et al., 2014). Já em células tumorais gástricas, a super 

expressão do inibidor da dissociação de GDP 2 induziu mudanças fenotípicas 

consistentes com o evento de Transição Epitélio Mesenquimal (EMT), incluindo 

morfologia epitelial anormal tipo fibroblasto e redução de adesão intercelular. 

Além disso, observou-se a diminuição da expressão dos marcadores epiteliais 

E-caderina e β-catenina e aumento dos marcadores mesenquimais vimentina e 

fibronectina, bem como o estímulo à expressão de Snail, um repressor da E-

caderina e indutor da EMT (Cho et al., 2014). 

Quanto à observação de que em BC ocorre um aumento de expressão de 

PDIA3, que catalisa a isomerização in vitro de pontes dissulfeto intramoleculares, 

promovendo o enovelamento de proteínas dentro do retículo endoplasmático, o 

mesmo já foi descrito em linhagem tumoral de mama MCF-7 (Bianchi et al., 2005) 

e em tumores de mama humano (Song et al., 2012). Em estudos de Cunha e 

colaboradores (2012), foi relatada a super expressão de PDIA3 em células B16-

F10 estimuladas a produzir melanina. 

No entanto, quando analisada a vimentina, a NEDD8 e o fator de 

elongação 1 delta, que são proteínas superexpressas em condições células e 

tecidos tumorais (Ogawa et al., 2004; Li et al, 2010; Ryu et al., 2011; Lai et al, 

2013), observou-se que os valores obtidos em BC se encontram reduzidos 

quando comparado com MC. Uma investigação mais aprofundada acerca das 

isoformas e/ou possíveis modificações que estão reduzidas na linhagem tumoral 

se faz necessária, com o intuito de verificar tal observação e os efeitos biológicos 

relacionados à esta alteração. A vimentina é uma das muitas famílias de 

membros de filamentos intermediários, característico de célula mesenquimal. 

Essa se associa a outros filamentos para a formação dos chamados VAMs 

(vimentin associated matrix adhesions), importante complexo envolvido na 

migração celular. Além disso, a vimentina participa da regulação da função de 
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integrinas e se encontra superexpressa em metástase de melanoma (Li et al, 

2010; Lai et al, 2013). 

NEDD8 (neural precursor cell-expressed developmentally down-regulated 

8), é uma proteína conservada em eucariotos e largamente expressa na maioria 

dos tecidos. A NEDD8 é estruturalmente similar à ubiquitina, e assim como esta, 

conjuga-se aos seus substratos, evento chamado de nedilação (marcação da 

proteína a ser degradada no proteassomo), via uma sequência de processos 

envolvendo ativação, conjugação e ligação. Funcionalmente, a nedilação é 

essencial para a viabilidade celular, o desenvolvimento e a resposta ao estresse, 

e já foi vista desregulada em vários estados patológicos, dentre eles as 

neoplasias (Ryu et al., 2011). Estudos preliminares mostram que a inibição da 

nedilação, utilizando o composto denominado MLN4924, induz a parada do ciclo 

celular e apoptose em células tumorais, e foi capaz de inibir o crescimento 

tumoral in vivo (Soucy et al., 2010). 

O fator de elongação 1 delta, neste trabalho com expressão diminuída em 

BC em comparação com MC, faz parte de um complexo de proteínas que medeia 

as etapas de alongamento da síntese proteica, por transferir tRNA para a porção 

80S. A expressão anormal do fator de elongação 1 tem grandes efeitos no 

crescimento celular, incluindo transformação e tumorigênese. A sua super 

expressão foi relacionada a carcinomas gástricos e esofágicos mais agressivos 

(Ogawa et al., 2004). 

Vale lembrar que as proteínas parcialmente moduladas (MC=BT) por 

CMS-2, estão relacionadas com todos os eventos celulares até aqui discutidos, 

tais como proliferação, migração e adesão celular e apoptose, senescência, e 

por isso, se colocam como possíveis alvos moleculares de CMS-2. Assim como 

as proteínas citadas, as Caspases 6 e 8, os homólogos de Ras, as caderinas 1 

e 2, CDK 1 e 2, a PKC, a vinculina, a adenilato ciclases, a Trp53, a fibronectina 

1, as integrinas (α1-6, αV, β1, β3-5) e o inibidor de CDK 2A também podem ser 

moduladas pelo tratamento com CMS-2, visto se encontram presentes na rede 

de predição de interação de proteínas, ilustrada na Figura 17 e estão 

relacionadas com os eventos celulares descritos acima (Hanahan & Weinberg, 

2011). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hanahan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21376230
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weinberg%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21376230
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weinberg%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21376230
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Assim, mesmo tendo selecionado algumas poucas proteínas 

(aproximadamente 20) moduladas por CMS-2 para esta discussão, dentro de um 

total identificado (84 proteínas) que se encontrou diferentemente expresso e que, 

ainda, pode estar subestimado pela limitação da técnica utilizada, foi possível 

sugerir alvos moleculares para a fração proteolítica com diversas funções 

relacionadas aos eventos de transformação celular, progressão tumoral e 

desenvolvimento de metástases. Em adição, indiretamente, via predição de 

redes de interações entre proteínas, foi proposta a alteração de vias clássicas 

de sinalização celular, tais como as da apoptose (p53, caspases), diferenciação, 

proliferação e migração (MAPK, PKC, CDK, EGFR, RAS, integrinas), o que 

corrobora os efeitos celulares observados frente à fração proteolítica CMS-2. 
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7. CONCLUSÃO 

Os resultados indicam que a fração proteolítica CMS-2 é capaz de alterar, 

de forma seletiva em linhagem tumoral B16-F10, a expressão de importantes 

proteínas envolvidas em diferentes processos celulares, como a proliferação, a 

sobrevivência, a invasão, a motilidade, a diferenciação, a senescência e a 

apoptose. Essa modulação justifica, pelo menos parcialmente, os efeitos 

biológicos observados após a exposição com CMS-2, tais como a redução da 

viabilidade e da migração celular, relacionados com a expansão do tumor e 

invasividade, além da ativação de melanogênese (marcador de diferenciação 

celular), eventos que corroboram a atividade antimetastática observada em 

modelos experimentais. 

 

8. PERSPECTIVAS 

Como continuidade deste trabalho, pretendemos determinar o efeito de 

CMS-2: 

1. na expressão de proteínas já comprovadamente relacionadas com as vias 

de proliferação, migração e sobrevivência celular, no intuito de corroborar 

os resultados obtidos com a análise proteômica; 

2. na transcrição de proteínas que foram identificadas como diferentemente 

expressas na linhagem tumoral após o tratamento; 

3. na relação de actina fibrilar e glomerular, como avaliação de alteração da 

morfologia celular; 

4. na expressão/atividade de enzimas envolvidas na via da glicólise; 

5. na produção/eliminação de espécies reativas de oxigênio; 

6. na progressão do ciclo celular; 

7. na localização subcelular da proteína proibitina 1. 
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ANEXO 1 

Proteínas diferencialmente expressas entre as condições experimentais 

Spot Proteína GI 
Mr teórico 
pI teórico 

Score 
Cobertura 

(%) 
Peptídeos Abundância 

1 Fosfoglicerato quinase gi|202423 
/44508 
/7.53 

658 22 

K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 
K.ALESPERPFLAILGGAK.V 

K.ITLPVDFVTADKFDENAK.T 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 

K.DCVGPEVENACANPAAGTVILLENLR.F 

BC<BT: 1.26 
MC<BC: 2.33 
MC<BT: 2.92 

2 Enolase 1, (alfa) gi|59808815 
/47128 
/6.16 

667 23 

R.IGAEVYHNLK.N 
R.GNPTVEVDLYTAK.G 

R.YITPDQLADLYK.S 
K.LAQSNGWGVMVSHR.S 

R.AAVPSGASTGIYEALELR.D 
K.LAMQEFMILPVGASSFR.E 

K.AGYTDQVVIGMDVAASEFYR.S 

BC>BT: 2.61 
MC=BC 

MC>BT: 3.54 

3 

Proteína de choque 
térmico 65 

gi|51455 
/60903 
/5.91 

871 16 

R.TVIIEQSWGSPK.V 
R.AAVEEGIVLGGGCALLR.C 
K.ISSVQSIVPALEIANAHR.K 

R.KPLVIIAEDVDGEALSTLVLNR.L 
K.LVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLAR.S BC>BT: 1.14 

MC=BC 
MC=BT 

Beta-actina (aa 27-375), 
putativo 

gi|49868 
/39161 
/5.78 

629 22 

R.AVFPSIVGR.S 
R.GYSFTTTAER.E 

K.QEYDESGPSIVHR.K 
K.IWHHTFYNELR.V 

K.SYELPDGQVITIGNER.F 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

4 
Proteína de choque 
térmico 70 cognata 

gi|309319 
70793 
5.37 

646 14 

K.FELTGIPPAPR.G 
K.VEIIANDQGNR.T 
R.FEELNADLFR.G 

R.RFDDAVVQSDMK.H 
R.TTPSYVAFTDTER.L 

K.STAGDTHLGGEDFDNR.M 
K.TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q 

BC>BT: 1.34 
MC=BC 
MC=BT 
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5 Fosfoglicerato mutase 1 gi|114326546 
28814 
6.67 

824 54 

R.VLIAAHGNSLR.G 
R.HGESAWNLENR.F 

R.DAGYEFDICFTSVQK.R 
R.FSGWYDADLSPAGHEEAK.R 
K.NLKPIKPMQFLGDEETVR.K 
K.NLKPIKPMQFLGDEETVR.K 

R.SYDVPPPPMEPDHPFYSNISK.D 
R.SYDVPPPPMEPDHPFYSNISK.D 

BC<BT: 1.22 
MC<BC: 1.27 
MC<BT: 1.55 

6 

Gama-actina gi|809561 
40992 
5.56 

691 25 

K.AGFAGDDAPR.A 
R.GYSFTTTAER.E 

R.AVFPSIVGRPR.H 
K.QEYDESGPSIVHR.K 

K.IWHHTFYNELR.V 
K.SYELPDGQVITIGNER.F 

K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

BC>BT: 1.13 
MC=BC 
MC=BT 

Beta-actina (aa 27-375), 
putativo 

gi|49868 
39161 
5.78 

629 22 

R.AVFPSIVGR.S 
R.GYSFTTTAER.E 

K.QEYDESGPSIVHR.K 
K.IWHHTFYNELR.V 

K.SYELPDGQVITIGNER.F 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

7 
Triosefosfato isomerase gi|54855 

26679 
6.90 

516 25 

K.IAVAAQNCYK.V 
K.SNVNDGVAQSTR.I 

R.HVFGESDELIGQK.V 
K.TATPQQAQEVHEK.L 

K.DLGATWVVLGHSER.R 
R.RHVFGESDELIGQK.V 

BC<BT: 1.42 
MC=BC 

MC<BT: 1.56 

1-Cis peroxirredoxina gi|4139186 
24825 
5.98 

94 8 
R.NFDEILR.V 

K.LSILYPATTGR.N 

Continua/ 
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170 
 

/Continua 

8 Fosfoglicerato mutase 1 gi|114326546 
28814 
6.67 

824 54 

R.HYGGLTGLNK.A 
R.VLIAAHGNSLR.G 

R.HGESAWNLENR.F 
R.ALPFWNEEIVPQIK.E 

R.DAGYEFDICFTSVQK.R 
R.FSGWYDADLSPAGHEEAK.R 
K.NLKPIKPMQFLGDEETVR.K 
K.NLKPIKPMQFLGDEETVR.K 

R.YADLTEDQLPSCESLKDTIAR.A 

BC<BT: 1.25 
MC=BC 

MC<BT: 1.37 

9 Cofilina-1 gi|6680924 
18548 
8.22 

519 40 

K.MLPDKDCR.Y 
K.AVLFCLSEDKK.N 

K.LGGSAVISLEGKPL.- 
K.HELQANCYEEVK.D 

K.HELQANCYEEVKDR.C 
K.EILVGDVGQTVDDPYTTFVK.M 

BC>BT: 1.35 
MC=BC 

MC>BT: 1.50 

10 Piruvato quinase M gi|551295 
57824 
7.58 

687 24 

K.GDYPLEAVR.M 
R.LDIDSAPITAR.N 

R.NTGIICTIGPASR.S 
K.IYVDDGLISLQVK.E 

K.DAVLNAWAEDVDLR.V 
R.FDEILEASDGIMVAR.G 

R.LNFSHGTHEYHAETIK.N 
R.EAEAAIYHLQLFEELR.R 

R.EATESFASDPILYRPVAVALDTK.G 

BC<BT: 1.12 
MC=BC 
MC=BT 

11 

Proteína de choque 
térmico 70 cognata 

gi|309319 
70793 
5.37 

646 14 

K.FELTGIPPAPR.G 
K.VEIIANDQGNR.T 
R.FEELNADLFR.G 

R.RFDDAVVQSDMK.H 
R.TTPSYVAFTDTER.L 

K.STAGDTHLGGEDFDNR.M 
K.TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q 

BC>BT: 1.12 
MC>BC: 1.16 
MC>BT: 1.30 

Inibidor da dissociação 
Rho gdpalfa (GDI) 

gi|13435747 
23377 
5.12 

566 26 

K.YIQHTYR.K 
K.TDYMVGSYGPR.A 

K.IDKTDYMVGSYGPR.A 
R.VAVSADPNVPNVIVTR.L 
K.SIQEIQELDKDDESLR.K 

K.SIQEIQELDKDDESLRK.Y 

Continua/ 
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12 Nucleofosmina isoforma 1 gi|6679108 
32540 
4.62 

417 19 

K.DLKPSTPR.S 
K.VDNDENEHQLSLR.T 

R.MTDQEAIQDLWQWR.K 
R.MTDQEAIQDLWQWR.K 

K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L 
K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L 

BC>BT: 1.30 
MC<BC: 1.40 

MC=BT 

13 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

gi|6679937 
35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC<BT: 1.26 
MC=BC 

MC<BT: 1.23 Glutationa S-transferase P 
1 

gi|10092608 
23594 
7.68 

216 12 
-.PPYTIVYFPVR.G 

K.FEDGDLTLYQSNAILR.H 

14 

Proteína de choque 
térmico 65 

gi|51455 
60903 
5.91 

871 16 

R.TVIIEQSWGSPK.V 
R.AAVEEGIVLGGGCALLR.C 
K.ISSVQSIVPALEIANAHR.K 

R.KPLVIIAEDVDGEALSTLVLNR.L 
K.LVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLAR.S 

BC>BT: 1.14 
MC<BC: 1.18 

MC=BT 
Chaperonina subunidade 
8 (teta), isoforma CRA_b 

gi|148665922 
54021 
5.19 

96 4 
R.FAEAFEAIPR.- 

-.LFVTNDAATILR.F 

15 

Sui1 homólogo gi|4868333 
12668 
6.04 

208 26 
K.TLTTVQGIADDYDK.K 

K.GDDLLPAGTEDYIHIR.I 
BC>BT: 1.23 

MC=BC 
MC>BT: 1.38 

Inibidor de peptidase 
Serina (ou cisteína), 

subtipo H, membro 1, 
isoforma CRA_a 

gi|148684430 
44954 
9.01 

94 2 R.DNQSGSLLFIGR.L 

16 Estatimina gi|9789995 
17264 
5.76 

208 22 

K.DKHVEEVR.K 
K.DKHVEEVRK.N 

K.ESVPDFPLSPPK.K 
R.ASGQAFELILSPR.S 

BC>BT: 1.20 
MC>BC: 1.56 
MC>BT: 1.87 

18 

Proteína ligadora a 
calciclina 

gi|3142331 
28301 
7.78 

175 17 
K.TDTVIILCR.K 

K.ISNYGWDQSDK.F 
K.IYITLTGVHQVPTENVQVHFTER.S 

BC>BT: 1.16 
MC<BC: 1.21 

MC=BT Fator de iniciação da 
tradução eucariótica 4H 

gi|15808988 
27324 
6.67 

110 5 
K.EALTYDGALLGDR.S 
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19 Fosfoglicerato quinase gi|202423 
44508 
7.53 

658 22 

K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 
K.ALESPERPFLAILGGAK.V 

K.ITLPVDFVTADKFDENAK.T 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 

K.DCVGPEVENACANPAAGTVILLENLR.F 

BC<BT: 1.28 
MC<BC: 2.21  
MC<BT: 2.83 

20 

Proibitina gi|6679299 
29802 
5.57 

265 16 

R.FDAGELITQR.E 
K.DLQNVNITLR.I 

R.IYTSIGEDYDER.V 
R.KLEAAEDIAYQLSR.S 

BC<BT: 1.13 
MC=BC 
MC=BT Proteína contendo 

domínio glioxalase 4  
gi|255003777 

33296 
5.28 

110 11 
K.SDEWFATR.N 
R.FQTVHFFR.D 

K.LELQGIQGAVDHAAAFGR.I 

22 

Proteína de controle da 
tradução tumoral 

gi|6678437 
19450 
4.76 

146 13 
K.GKLEEQKPER.V 

R.DLISHDELFSDIYK.I 

BC>BT: 1.26 
MC>BC: 1.39 
MC>BT: 1.75 

Prostaglandina E sintase 3 gi|9790017 
18709 
4.36 

140 18 
R.SILCCLR.K 

R.KGESGQSWPR.L 
K.LTFSCLGGSDNFK.H 

Fator de iniciação da 
tradução eucariótica 3 

subunidade K isoforma 1 
gi|21312044 

25070 
4.81 

87 5 R.YNPENLATLER.Y 

23 
Proteína contendo tríade 

de histidina ligante de 
nucleotídeo 1 

gi|33468857 
13768 
6.36 

533 71 

K.IIFEDDR.C 
K.AQVAQPGGDTIFGK.I 

R.CLAFHDISPQAPTHFLVIPK.K 
R.MVVNEGADGGQSVYHIHLHVLGGR.Q 
R.MVVNEGADGGQSVYHIHLHVLGGR.Q 
K.KHISQISVADDDDESLLGHLMIVGK.K 
K.KHISQISVADDDDESLLGHLMIVGK.K 

BC=BT 
MC<BC: 1.68 
MC<BT: 1.50 

24 
Proteína precursora de 
dissulfeto-isomerase A3  

gi|112293264 
56643 
5.88 

690 20 

K.QAGPASVPLR.T 
K.DASVVGFFR.D 
K.FVMQEEFSR.D 

R.LAPEYEAAATR.L 
R.FAHTNIESLVK.E 
R.ELNDFISYLQR.E 

K.EYDDNGEGITIFRPLHLANK.F 
K.TFSHELSDFGLESTTGEVPVVAIR.T 

BC=BT 
MC<BC: 1.36 
MC<BT: 1.31 

Continua/ 
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25 
Proteína ligante a ácido 

graxo, isoforma epidermal 
1 

gi|6754450 
15127 
6.14 

320 32 

K.ELGVGLALR.K 
K.FDETTADGR.K 

R.LMESHGFEEYMK.E 
R.LMESHGFEEYMK.E 

K.MIVECVMNNATCTR.V 
K.MIVECVMNNATCTR.V 

BC=BT 
MC<BC: 1.35 
MC<BT: 1.36 

26 
Proteína de choque 

térmico 10 kda, 
mitocondrial 

gi|6680309 
10956 
7.93 

330 43 

K.FLPLFDR.V 
R.KFLPLFDR.V 

K.VLLPEYGGTK.V 
K.VLQATVVAVGSGGK.G 

K.VVLDDKDYFLFR.D 

BC=BT 
MC<BC: 1.57 
MC<BT: 1.53 

27 Enolase 1, (alfa) gi|59808815 
47128 
6.16 

667 23 

R.IGAEVYHNLK.N 
R.GNPTVEVDLYTAK.G 

R.YITPDQLADLYK.S 
K.LAQSNGWGVMVSHR.S 

R.AAVPSGASTGIYEALELR.D 
K.LAMQEFMILPVGASSFR.E 

K.AGYTDQVVIGMDVAASEFYR.S 

BC=BT 
MC<BC: 1.33 

MC=BT 
 

28 Citocromo b5 gi|13385268 
15232 
4.96 

426 41 

K.STWVILHHK.V 
K.TYIIGELHPDDR.S 

K.FLEEHPGGEEVLR.E 
R.EQAGGDATENFEDVGHSTDAR.E 

BC=BT 
MC<BC: 5.28 
MC<BT: 5.03 

29 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

gi|6679937 
35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC<BC: 1.21 
MC<BT: 1.29 L-lactato desidrogenase 

cadeia A isoforma 1 
gi|6754524 

36475 
7.62 

151 9 
K.LVIITAGAR.Q 

K.VTLTPEEEAR.L 
R.VIGSGCNLDSAR.F 

Continua/ 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6754450&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6680309&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C59808815&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C13385268&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679937&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
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30 

Proteína precursora de 
dissulfeto-isomerase A3 

gi|112293264 
56643 
5.88 

690 20 

K.QAGPASVPLR.T 
K.DASVVGFFR.D 
K.FVMQEEFSR.D 

R.LAPEYEAAATR.L 
R.FAHTNIESLVK.E 
R.ELNDFISYLQR.E 

K.EYDDNGEGITIFRPLHLANK.F 
K.TFSHELSDFGLESTTGEVPVVAIR.T 

BC=BT 
MC<BC: 1.29 

MC=BT 
 

Alfa-fetoproteína, parcial gi|191765 
47195 
5.47 

212 9 
K.APQVSTPTLVEAAR.N 
K.LGEYGFQNAILVR.Y 
K.DVFLGTFLYEYSR.R 

31 
Fator de elongamento 1-

delta 
gi|13124192 

31274 
4.91 

272 17 
R.ITSLEVENQNLR.G 

R.FYEQMNGPVTSGSR.Q 
K.SLAGSSGPGASSGPGGDHSELIVR.I 

BC=BT 
MC>BC: 1.19 

MC=BT 

32 

Fosfoglicerato quinase gi|202423 
44508 
7.53 

658 22 

K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 
K.ALESPERPFLAILGGAK.V 

K.ITLPVDFVTADKFDENAK.T 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 

K.DCVGPEVENACANPAAGTVILLENLR.F 
BC=BT 

MC<BC: 1.80 
MC<BT: 1.94 Cadeia longa acil-coa 

desidrogenase 
gi|726095 

48052 
8.34 

154 8 
R.IFSSEHDIFR.E 

K.AQDTAELFFEDVR.L 
K.GFYYLMQELPQER.L 

Proteína ligante a 
heparina 44 

gi|220434 
42058 
7.49 

104 6 
K.LIHNLNVILAR.Y 

K.IQEYNVLLDTLSR.A 

33 
Proteína ligante a beta-

galactosídeos 
gi|193442 

14796 
5.32 

341 33 

K.LPDGHEFK.F 
K.EDGTWGTEHR.E 

K.DSNNLCLHFNPR.F 
R.FNAHGDANTIVCNTK.E 

BC=BT 
MC<BC: 1.99 
MC<BT: 1.97 
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35 

Proteína de choque 
térmico 10 kda, 

mitocondrial 
gi|6680309 

10956 
7.93 

330 43 

K.FLPLFDR.V 
R.KFLPLFDR.V 

K.VLLPEYGGTK.V 
K.VLQATVVAVGSGGK.G 

K.VVLDDKDYFLFR.D 

BC=BT 
MC<BC: 1.56 
MC<BT: 1.69 

Fator de inibição da 
migração de macrófagos 

gi|6754696 
12496 
6.79 

166 17 
K.LLCGLLSDR.L 

M.PMFIVNTNVPR.A 
M.PMFIVNTNVPR.A 

36 D-dopacromo carboxilase gi|6753618 
13069 
6.09 

68 11 M.PFVELETNLPASR.I 

BC=BT 
MC<BC: 2.05 

MC=BT 

38 

Fosfoproteína induzida por 
estresse 1 

gi|13277819 
62528 
6.40 

201 5 

K.AAALEFLNR.F 
K.LMDVGLIAIR.- 

R.KAAALEFLNR.F 
K.LDPQNHVLYSNR.S 

BC=BT 
MC>BC: 1.30 
MC>BT: 1.46 

Matricina gi|347839 
60450 
6.23 

73 4 
R.AVAQALEVIPR.T 
K.TAVETAVLLLR.I 

40 
Inibidor da dissociação de 
guanosina difosfato (GDP) 

2 
gi|148700276 

52911 
8.66 

98 4 
K.MLLFTEVTR.Y 

K.DLGTDSQIFISR.A 

BC=BT 
MC<BC: 1.19 

MC=BT 

41 
Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
gi|6679937 

35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC<BC: 1.27  

MC=BT 

43 

Citocromo b5 gi|13385268 
15232 
4.96 

426 41 

K.STWVILHHK.V 
K.TYIIGELHPDDR.S 

K.FLEEHPGGEEVLR.E 
R.EQAGGDATENFEDVGHSTDAR.E 

BC=BT 
MC>BC: 1.40 
MC>BT: 1.72 Fator de iniciação da 

tradução eucariótica 5a 
gi|148680531 

18356 
5.08 

62 7 K.VHLVGIDIFTGK.K 

Continua/ 
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44 Fosfoglicerato quinase gi|202423 
44508 
7.53 

658 22 

K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 
K.ALESPERPFLAILGGAK.V 

K.ITLPVDFVTADKFDENAK.T 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 

K.DCVGPEVENACANPAAGTVILLENLR.F 

BC=BT 
MC<BC: 1.73 
MC<BT: 2.09 

45 
Fator de inibição da 

migração de macrófagos 
gi|6754696 

12496 
6.79 

166 17 
K.LLCGLLSDR.L 

M.PMFIVNTNVPR.A 
M.PMFIVNTNVPR.A 

BC=BT 
MC<BC: 1.50 
MC<BT: 1.68 

46 

Proteína de choque 
térmico 70 cognata 

gi|309319 
70793 
5.37 

646 14 

K.FELTGIPPAPR.G 
K.VEIIANDQGNR.T 
R.FEELNADLFR.G 

R.RFDDAVVQSDMK.H 
R.TTPSYVAFTDTER.L 

K.STAGDTHLGGEDFDNR.M 
K.TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q 

BC=BT 
MC>BC: 2.05 

MC=BT 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

gi|6679937 
35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

48 
Proteína precursora de 
dissulfeto-isomerase A3 

gi|112293264 
56643 
5.88 

690 20 

K.QAGPASVPLR.T 
K.DASVVGFFR.D 
K.FVMQEEFSR.D 

R.LAPEYEAAATR.L 
R.FAHTNIESLVK.E 
R.ELNDFISYLQR.E 

K.EYDDNGEGITIFRPLHLANK.F 
K.TFSHELSDFGLESTTGEVPVVAIR.T 

BC=BT 
MC<BC: 1.35 
MC<BT: 1.32 

53 Nucleofosmina isoforma 1 gi|6679108 
32540 
4.62 

417 19 

K.DLKPSTPR.S 
K.VDNDENEHQLSLR.T 

R.MTDQEAIQDLWQWR.K 
R.MTDQEAIQDLWQWR.K 

K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L 
K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L 

BC=BT 
MC<BC: 1.47 

MC=BT 
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56 Fosfoglicerato quinase gi|202423 
44508 
7.53 

658 22 

K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 
K.ALESPERPFLAILGGAK.V 

K.ITLPVDFVTADKFDENAK.T 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 

K.DCVGPEVENACANPAAGTVILLENLR.F 

BC=BT 
MC<BC: 1.80 
MC<BT: 2.22 

58 
Peptidil-prolil cis-trans 

isomerase A 
gi|6679439 

17960 
7.74 

394 37 

R.VSFELFADK.V 
K.FEDENFILK.H 

K.EGMNIVEAMER.F 
R.IIPGFMCQGGDFTR.H 
R.IIPGFMCQGGDFTR.H 

M.VNPTVFFDITADDEPLGR.V 

BC=BT 
MC<BC: 1.26 

MC=BT 

59 
Fosfoproteína induzida por 

estresse 1 
gi|13277819 

62528 
6.40 

201 5 

K.AAALEFLNR.F 
K.LMDVGLIAIR.- 

R.KAAALEFLNR.F 
K.LDPQNHVLYSNR.S 

BC=BT 
MC>BC: 1.40 
MC>BT: 1.47 

61 
Proteína relacionada a 
dissulfeto isomerase 5 

gi|1710248 
46170 
4.95 

107 7 
K.GSFSEQGINEFLR.E 

-.LYSSSDDVIELTPSNFNR.E 

BC=BT 
MC>BC: 1.47 
MC>BT: 1.59 

62 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

gi|6679937 
35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC<BC: 1.22 
MC<BT: 1.30 Peroxirredoxina-1 gi|6754976 

22162 
8.26 

218 20 

K.IGYPAPNFK.A 
R.TIAQDYGVLK.A 
R.LVQAFQFTDK.H 
R.QITINDLPVGR.S 
R.QITINDLPVGR.S 

Precursor de 
peroxirredoxina-4 

gi|7948999 
31033 
6.67 

82 4 
R.QITLNDLPVGR.S 
R.QITLNDLPVGR.S 

63 
Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
gi|6679937 

35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC<BC: 1.26 
MC<BT: 1.25 
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64 

Glutationa S-transferase P 
1 

gi|10092608 
23594 
7.68 

216 12 
-.PPYTIVYFPVR.G 

K.FEDGDLTLYQSNAILR.H 

BC=BT 
MC>BC: 1.30 
MC>BT: 1.35 

Peróxido redutase 
dependente de 

tioredoxina, precursor 
mitocondrial 

gi|6680690 
28109 
7.15 

173 9 
K.HLSVNDLPVGR.S 

R.DYGVLLESAGIALR.G 

Proteína nuclear contendo 
sinal proteolítico PEST 

gi|71480098 
18951 
6.86 

83 6 K.FGFAIGSQTAR.K 

67 
Fosfoproteína induzida por 

estresse 1 
gi|13277819 

62528 
6.40 

201 5 

K.AAALEFLNR.F 
K.LMDVGLIAIR.- 

R.KAAALEFLNR.F 
K.LDPQNHVLYSNR.S 

BC=BT 
MC>BC: 1.41 
MC>BT: 1.45 

68 
Cadeia E, Citocromo C 
Oxidase no estado de 

oxidação completa 
gi|1942990 

12428 
5.01 

178 21 
R.LNDFASAVR.I 

-.SHGSHETDEEFDAR.W 

BC=BT 
MC<BC: 1.59 

MC=BT 

70 Aldolase C gi|229506 
38993 
9.06 

195 14 

K.ELSDIAHR.I 
R.QLLLTADDR.V 

K.ADDGRPFPQVIK.S 
K.GVVPLAGTDGETTTQGLDGLSER.C 

BC=BT 
MC<BC: 1.42 
MC<BT: 1.67 

71 Fosfoglicerato quinase gi|202423 
44508 
7.53 

658 22 

K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 
K.ALESPERPFLAILGGAK.V 

K.ITLPVDFVTADKFDENAK.T 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 

K.DCVGPEVENACANPAAGTVILLENLR.F 

BC=BT 
MC<BC: 1.41 

MC=BT 

76 

Proteína de choque 
térmico 70 cognata 

gi|309319 
70793 
5.37 

646 14 

K.FELTGIPPAPR.G 
K.VEIIANDQGNR.T 
R.FEELNADLFR.G 

R.RFDDAVVQSDMK.H 
R.TTPSYVAFTDTER.L 

K.STAGDTHLGGEDFDNR.M 
K.TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q 

BC=BT 
MC>BC: 1.69 
MC>BT: 1.98 

Proteína de estresse 70, 
mitocondrial 

gi|407341 
73483 
5.91 

313 8 

K.VQQTVQDLFGR.A 
K.SDIGEVILVGGMTR.M 
K.LLGQFTLIGIPPAPR.G 

K.NAVITVPAYFNDSQR.Q 

Continua/ 
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77 Prostaglandina E sintase 3 gi|9790017 
18709 
4.36 

140 18 
R.SILCCLR.K 

R.KGESGQSWPR.L 
K.LTFSCLGGSDNFK.H 

BC=BT 
MC>BC: 1.33 
MC>BT: 1.63 

79 Piruvato quinase M gi|551295 
57824 
7.58 

687 24 

K.GDYPLEAVR.M 
R.LDIDSAPITAR.N 

R.NTGIICTIGPASR.S 
K.IYVDDGLISLQVK.E 

K.DAVLNAWAEDVDLR.V 
R.FDEILEASDGIMVAR.G 

R.LNFSHGTHEYHAETIK.N 
R.EAEAAIYHLQLFEELR.R 

R.EATESFASDPILYRPVAVALDTK.G 

BC=BT 
MC>BC: 1.19 

MC=BT 

80 

Nucleofosmina isoforma 1 gi|6679108 
32540 
4.62 

417 19 

K.DLKPSTPR.S 
K.VDNDENEHQLSLR.T 

R.MTDQEAIQDLWQWR.K 
R.MTDQEAIQDLWQWR.K 

K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L 
K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L 

BC=BT 
MC<BC: 1.35 

MC=BT 

Precursor de calreticulina gi|6680836 
47965 
4.33 

249 9 
K.EQFLDGDAWTNR.W 
K.HEQNIDCGGGYVK.L 

K.IKDPDAAKPEDWDER.A 

81 

Mcg13235 gi|148684097 
15406 
9.82 

188 25 
K.EGLPPDQQR.L 
K.ESTLHLVLR.L 

K.TITLEVEPSDTIENVK.A BC=BT 
MC>BC: 1.64 

MC=BT 
Poliubiquitina, parcial gi|1675359 

4605 
4.72 

118 39 
K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
K.TITLEVEPDDTIENVK.A 

NEDD8 precursor gi|6679034 
8967 
6.59 

106 34 
K.ILGGSVLHLVLALR.G 
K.EIEIDIEPTDKVER.I 

83 Alfa-fetoproteína, parcial gi|191765 
47195 
5.47 

212 9 
K.APQVSTPTLVEAAR.N 
K.LGEYGFQNAILVR.Y 
K.DVFLGTFLYEYSR.R 

BC=BT 
MC>BC: 1.38 
MC>BT: 1.26 

Continua/ 
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84 

Gama-actina gi|809561 
40992 
5.56 

691 25 

K.AGFAGDDAPR.A 
R.GYSFTTTAER.E 

R.AVFPSIVGRPR.H 
K.QEYDESGPSIVHR.K 

K.IWHHTFYNELR.V 
K.SYELPDGQVITIGNER.F 

K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

BC=BT 
MC<BC: 1.05 

MC=BT Beta-actina (aa 27-375), 
putativo 

gi|49868 
39161 
5.78 

629 22 

R.AVFPSIVGR.S 
R.GYSFTTTAER.E 

K.QEYDESGPSIVHR.K 
K.IWHHTFYNELR.V 

K.SYELPDGQVITIGNER.F 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 
K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

Fator de iniciação da 
tradução eucariótica 3, 

subunidade F 
gi|47682703 

37857 
5.33 

175 16 

K.YAYYDTER.I 
R.VIGLSSDLQQVGGASAR.I 

R.LHPVILASIVDSYER.R 
R.EAPNPIHLTVDTGLQHGR.M 

85 Vimentina gi|55408 
53689 
5.06 

455 17 

R.DNLAEDIMR.L 
K.FADLSEAANR.N 
K.VELQELNDR.F 

R.LGDLYEEEMR.D 
K.MALDIEIATYR.K 

R.ISLPLPTFSSLNLR.E 
R.EMEENFALEAANYQDTIGR.L 

BC=BT 
MC>BC: 1.30 

MC=BT 

87 
Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
gi|6679937 

35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.20 

88 Anexina A5 gi|6753060 
35730 
4.83 

267 18 

K.FITIFGTR.S 
R.SEIDLFNIR.K 

R.GTVTDFPGFDGR.A 
K.GLGTDEDSILNLLTSR.S 
K.YMTISGFQIEETIDR.E 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.33 
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C809561&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C49868&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C47682703&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C55408&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6679937&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20131121%2FFTncOeeEL.dat&hit=gi%7C6753060&db_idx=1&px=1&ave_thresh=61&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=0&percolate_rt=0&_minpeplen=7&sessionID=guest_guestsession


181 
 

/Continua 

91 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

gi|6679937 
35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.45 
 Aldolase C gi|229506 

38993 
9.06 

195 14 

K.ELSDIAHR.I 
R.QLLLTADDR.V 

K.ADDGRPFPQVIK.S 
K.GVVPLAGTDGETTTQGLDGLSER.C 

92 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

gi|6679937 
35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.41 Álcool desidrogenase 
[NADP(+)] 

gi|10946870 
36564 
6.90 

75 6 
K.ALGLSNFNSR.Q 

K.HHPEDVEPALR.K 

93 
Proteína ligante a beta-

galactosídeos 
gi|193442 

14796 
5.32 

341 33 

K.LPDGHEFK.F 
K.EDGTWGTEHR.E 

K.DSNNLCLHFNPR.F 
R.FNAHGDANTIVCNTK.E 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.40 

94 
Proteína 1 do complexo T, 

subunidade zeta 
gi|6753324 

57968 
6.63 

95 2 
K.QADLYISEGLHPR.I 
K.QADLYISEGLHPR.I 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.23 

95 Fosfoglicerato quinase gi|202423 
44508 
7.53 

658 22 

K.LGDVYVNDAFGTAHR.A 
K.ALESPERPFLAILGGAK.V 

K.ITLPVDFVTADKFDENAK.T 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 
K.QIVWNGPVGVFEWEAFAR.G 

K.DCVGPEVENACANPAAGTVILLENLR.F 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.59 

96 

1,2-dihidroxi-3-ceto-5-
metiltiopenteno 

dioxigenase 
gi|19527270 

21510 
5.31 

92 6 R.YILEGSGYFDVR.D BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.21 Proteína ribossomal 39S 
L12,precursor mitocondrial 

gi|22164792 
21695 
9.34 

78 5 K.NYVQGINLVQAK.K 

Continua/ 
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98 

Proteína de choque 
térmico 70 cognata 

gi|309319 
70793 
5.37 

646 14 

K.FELTGIPPAPR.G 
K.VEIIANDQGNR.T 
R.FEELNADLFR.G 

R.RFDDAVVQSDMK.H 
R.TTPSYVAFTDTER.L 

K.STAGDTHLGGEDFDNR.M 
K.TVTNAVVTVPAYFNDSQR.Q 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.70 

Proteína de estresse 70, 
mitocondrial 

gi|407341 
73483 
5.91 

313 8 

K.VQQTVQDLFGR.A 
K.SDIGEVILVGGMTR.M 
K.LLGQFTLIGIPPAPR.G 

K.NAVITVPAYFNDSQR.Q 

100 
Proteína 25 associada a 
proteína de organização 

vacuolar isoforma 2 
gi|25092662 

20735 
5.97 

192 17 
K.SSFLIMWR.R 
K.LIYQWVSR.S 

R.FPPFFTLQPNVDTR.Q 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.28 

101 
Piruvato quinase M gi|551295 

57824 
7.58 

687 24 

K.GDYPLEAVR.M 
R.LDIDSAPITAR.N 

R.NTGIICTIGPASR.S 
K.IYVDDGLISLQVK.E 

K.DAVLNAWAEDVDLR.V 
R.FDEILEASDGIMVAR.G 

R.LNFSHGTHEYHAETIK.N 
R.EAEAAIYHLQLFEELR.R 

R.EATESFASDPILYRPVAVALDTK.G 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.35 

Cadeia beta-5 da tubulina gi|7106439 
49639 
4.78 

90 6 
R.FPGQLNADLR.K 

K.GHYTEGAELVDSVLDVVR.K 

102 
Peptidil-prolil cis-trans 

isomerase A 
gi|6679439 

17960 
7.74 

394 37 

R.VSFELFADK.V 
K.FEDENFILK.H 

K.EGMNIVEAMER.F 
R.IIPGFMCQGGDFTR.H 
R.IIPGFMCQGGDFTR.H 

M.VNPTVFFDITADDEPLGR.V 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.13 

Continua/ 
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103 

Peróxido redutase 
dependente de 

tioredoxina, precursor 
mitocondrial 

gi|6680690 
28109 
7.15 

173 9 
K.HLSVNDLPVGR.S 

R.DYGVLLESAGIALR.G 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.54 

Proteína de tráfico de 
partícula, complexo 

subunidade 4 
gi|11140825 

24370 
5.83 

135 17 
K.FVVLADPR.Q 

K.AGGLIYQWDSYSPR.A 
K.EVLEYLGNPANYPVSIR.F 

Proteína do complexo de 
membrana ER, 
subunidade 8 

gi|6754870 
23333 
5.72 

106 7 
R.SYETLVDFDNHLDDIR.N 

 

104 
Proteína ligante a beta-

galactosídeos 
gi|193442 

14796 
5.32 

341 33 

K.LPDGHEFK.F 
K.EDGTWGTEHR.E 

K.DSNNLCLHFNPR.F 
R.FNAHGDANTIVCNTK.E 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.62 

105 
Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
gi|6679937 

35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.46 

106 
Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
gi|6679937 

35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.37 

107 
Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
gi|6679937 

35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.18 

108 Destrina gi|9790219 
18509 
8.14 

95 7 K.HEYQANGPEDLNR.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC>BT: 1.30 

110 14-3-3 proteína epsilon gi|13928824 
29103 
4.55 

360 20 

K.DSTLIMQLLR.D 
K.DSTLIMQLLR.D 

R.YLAEFATGNDR.K 
R.YLAEFATGNDRK.E 

K.VAGMDVELTVEER.N 
K.AASDIAMTELPPTHPIR.L 
K.AASDIAMTELPPTHPIR.L 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.16 

Continua/ 
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113 

Fosfoglicerato mutase 1 gi|114326546 
28814 
6.67 

824 54 

R.VLIAAHGNSLR.G 
R.HGESAWNLENR.F 

R.ALPFWNEEIVPQIK.E 
R.DAGYEFDICFTSVQK.R 

R.FSGWYDADLSPAGHEEAK.R 
K.NLKPIKPMQFLGDEETVR.K 
K.NLKPIKPMQFLGDEETVR.K 

R.SYDVPPPPMEPDHPFYSNISK.D 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.32 

Proteína ligadora a 
calciclina 

gi|3142331 
28301 
7.78 

175 18 
K.TDTVIILCR.K 

K.ISNYGWDQSDK.F 
K.IYITLTGVHQVPTENVQVHFTER.S 

114 Enolase 1, (alfa) gi|59808815 
47128 
6.16 

667 23 

R.IGAEVYHNLK.N 
R.GNPTVEVDLYTAK.G 

R.YITPDQLADLYK.S 
K.LAQSNGWGVMVSHR.S 

R.AAVPSGASTGIYEALELR.D 
K.LAMQEFMILPVGASSFR.E 

K.AGYTDQVVIGMDVAASEFYR.S 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.29 

116 

Alfa-fetoproteína, parcial gi|191765 
47195 
5.47 

212 9 
K.APQVSTPTLVEAAR.N 
K.LGEYGFQNAILVR.Y 
K.DVFLGTFLYEYSR.R BC=BT 

MC=BC 
MC<BT: 1.40 

Proteína de cobertura da 
F-actina subunidade beta 

isoforma A 
gi|83649737 

31326 
5.47 

84 5 
K.LEVEANNAFDQYR.D 

R.KLEVEANNAFDQYR.D 

117 

Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

gi|6679937 
35787 
8.44 

442 19 

R.VPTPNVSVVDLTCR.L 
K.LVINGKPITIFQER.D 

K.LISWYDNEYGYSNR.V 
K.VIHDNFGIVEGLMTTVHAITATQK.T 

BC=BT 
MC=BC 

MC<BT: 1.46 Fator de inibição da 
migração de macrófagos 

gi|6754696 
12496 
6.79 

166 17 
K.LLCGLLSDR.L 

M.PMFIVNTNVPR.A 
M.PMFIVNTNVPR.A 
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ANEXO 2 

Parceiros Funcionais Preditos das proteínas identificadas que se mostraram 

diferentemente expressas entre os grupos B16-F10 controle versus tratados e 

Melan-a controle, mas que se mostraram igualmente expressos nos grupos 

Melan-a controle e B16-F10 tratado. 
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ANEXO 3 

Parceiros Funcionais Preditos das proteínas identificadas que se mostraram 

diferentemente expressas entre os grupos B16-F10 tratado versus controle e 

Melan-a controle, mas que se mostraram igualmente expressos nos grupos B16-

F10 e Melan-a controle. 
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ANEXO 4 

Parceiros Funcionais Preditos das proteínas identificadas que se mostraram 

diferentemente expressas entre os grupos B16-F10 controle versus tratados, 

mas que se mostraram igualmente expressos nos grupos Melan-a controle 

versus B16-F10 controle ou Melan-a controle versus B16-F10 tratado. 
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ANEXO 5 

Parceiros Funcionais Preditos das proteínas identificadas que se mostraram 

diferentemente expressas entre os grupos B16-F10 e Melan-a controles, mas 

que se mostraram igualmente expressos nos grupos B16-F10 tratado versus 

controle e Melan-a controle. 
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