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“The nitrogen in our DNA,

The calcium in our teeth,

The iron in our blood,

The carbon in our apple pies were made in the interiors of collapsing stars.
We are all made of starstuft.”

Carl Sagan



RESUMO

Antioxidantes podem atuar no tratamento de diversas doencas relacionadas com estresse
oxidativo. A Caatinga, bioma da regido Nordeste, possui uma vegetacdo adaptada a condicdes
adversas que influenciam no aumento da concentragéo de antioxidantes. Triplaris gardneriana
Wedd. (Poligonaceae), conhecida como Pajeu, é utilizada no tratamento de doencas venéreas e
inflamacGes intestinais. Este trabalho objetiva obter o extrato etandlico e fracdes das sementes
de pajeu e identificar os compostos fendlicos, e avaliar suas atividades antioxidante e
toxicidade. A composicdo quimica foi avaliada por quantificacdo de flavonoides, fendis e
taninos totais e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O potencial antioxidante
foi avaliado através do ensaio de sequestro de radicais livres DPPH (difenil-picril-hidrazil),
inibicdo da peroxidacéo lipidica, capacidade quelante de ferro e avaliacdo da capacidade de
prevenir o estresse e restaurar o balango oxidativo em células. A toxicidade foi avaliada através
de atividade hemolitica, citotoxicidade frente a nauplios de Artémia sp., citotoxicidade frente a
células carcinogénicas de mama (MCF7) e intestino (Caco 2), avaliacdo da alteracdo da
expressao génica em células MCF 7 expostas as amostras por 6 h. Foram identificados 4 acidos
fendlicos e 8 flavonoides através da CLAE, muitos descritos pela primeira vez para a espécie.
A fracdo metanolica apresentou os melhores resultados para 0 DPPH (CNsp 11,45 pg/mL). A
fracdo acetato apresentou o melhor resultado na inibicdo da peroxidacdo lipidica (Clso 6,14
pug/mL). A fracdo acetato teve o melhor desempenho na capacidade quelante (48% de
complexacdo a 1,000 pug/mL). O extrato etandlico protegeu células MCF 7 contra o estresse
oxidativo restaurou o equilibrio oxidativo ap6s o estresse ja ter sido estabelecido. A Atividade
hemolitica do extrato foi fraca, com valores maximos de 40%. Frente aos nauplios de Artémia
sp o extrato apresentou CLso de 67,85 pg/mL. O Extrato mostrou valores baixos de toxicidade
frente ambas linhagens celulares e alterou na toxicogendmica uma quantidade pequena de genes
(14 genes, 0,22% do total), os principais atuam na interagdo com varios tipos de virus (IFIT1,
MX1, OAS1), os mesmos genes foram alterados pela quercetina, um flavonoide presente no
extrato. Drogas com assinatura génica semelhante ao apresentado pelo extrato, tem funcgéo
antimicrobiana, que é uma caracteristica de compostos fenolicos como os identificados no
extrato. Assim, o presente estudo contribuiu para a identificacdo de novas moléculas bioativas
com potencial antioxidante, com baixo risco de uso e que podem ser Uteis como potenciais
fitoterapicos. Palavras chave: Pajel, CLAE, antioxidante intracelular, bioinformatica,

expressao génica diferenciada



ABSTRACT

Antioxidants can act in the treatment of various diseases related to oxidative stress. The
Caatinga biome from Northeast, has a vegetation adapted to adverse conditions that can increase
the concentration of antioxidants. Triplaris gardneriana Wedd. (Poligonaceae), known as Pajel
Is used in the treatment of venereal disease and intestinal inflammation. This work aims to
obtain the ethanol extract and fractions of Pajeu seeds and identify the phenolic compounds,
and evaluate its antioxidant and toxicity activities. The chemical composition was assessed by
quantification of flavonoids, phenolics and tannins and by high-performance liquid
chromatography (HPLC). The antioxidant potential was assessed by testing scavenging free
radical DPPH (diphenyl-picryl-hydrazyl), inhibition of lipid peroxidation, iron chelator
capacity and assessment of the ability to prevent stress and restore the oxidative balance in cells.
Toxicity was assessed by hemolytic activity, cytotoxicity using Artemia sp., Cytotoxicity
against breast (MCF7) and intestinal (Caco 2) carcinogenic cells, evaluation of the alteration of
gene expression in exposed MCF7 cells to samples for 6 h. Were identified 4 phenolic acids
and 8 flavonoids by HPLC, many of these are being described for the first time for this specie.
The methanol fraction showed the best results for DPPH (NC50 11.45 pg/mL). The acetate
fraction showed the best result in the inhibition of lipid peroxidation (IC50 6.14 pg/mL). The
ethyl acetate fraction had the best performance in the chelating ability (48% complexation to
1.000 w/mL). The ethanol extract protected MCF 7 cells against oxidative stress and was able
to restore the oxidative balance after stress have already been established. Haemolytic activity
was weaker by the extract with maximum values of 40%. Front of Artemia sp the extract
showed LC50 67.85 mg / mL. The extract showed low toxicity values against both cell lines
and changed in toxicogenomics a small number of genes (14 genes, 0.22% of total), the main
act in the interaction with various types of viruses (IFIT1, MX1, OAS1), the same genes were
altered in the same way by quercetin, a flavonoid present in the extract. Drugs with similar gene
signature submitted by the extract has the antimicrobial function, which is a characteristic of
phenolic compounds such as those identified in the extract. Thus, this study contributed to the
identification of novel bioactive molecules with antioxidant activity, with low risk of use and
which may be useful as potential phytotherapeutic. Keywords: Pajet, HPLC, intracellular

antioxidant, Bioinformatic, Differentiated gene expression.
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1 Reviséo de literatura e fundamentacéo teorica

1.1 Radicais Livres

O termo radical livre refere-se a &tomo, molécula ou espécie quimica altamente reativa.
Em geral, os autores consideram que ERO (Espécie Reativa de Oxigénio) contém nimero impar
de elétrons ndo emparelhados em sua Ultima camada eletronica e este nao-emparelhamento
confere alta reatividade a essas substancias (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Para organismos aerébicos o oxigénio molecular (O2) é uma substancia vital que esta
relacionado com diversos radicais livres, conhecidos como Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO), alguns exemplos sdo: hidroxila (OHe), superdxido (O2™), 6xido nitrico (NO*), dioxido
de nitrogénio (NOz¢), peroxil (ROO¢), ¢ peroxido lipidico (LOO¢) (OZSUREKCI e AYKAC,
2016). Algumas moléculas ndo séo propriamente radicais livres, segundo o conceito de elétrons
desemparelhados, mas sdo chamados de espécies reativas por que conseguem facilmente ser
convertidos em radicais livres ou participam das reac6es de producéo de radicais livres, como
por exemplo o perdxido de hidrogénio (H20), ozénio (Os), oxigénio singleto (*O2), acido
hipocloroso (HOCI), &cido nitroso (HNO2), peroxinitrito (ONOQO), trioxido dinitrogénio
(N205s) e perdxido lipidico. Além das ERO também ocorrem no organismo espécies reativas de
nitrogénio, de ferro, cobre e enxofre (GANESTRA, 2007).

Os radicais livres possuem diferentes niveis de reatividade com estruturas bioldgicas e
apresentam caracteristicas distintas. O radical hidroxila (OH-) é considerado a ERO mais reativa
em sistemas biologicos, reagindo rapidamente até mesmo com outros radicais e/ou metais
dispersos. Quando produzida préximo ao DNA, poderdo ocorrer inativacbes ou mutacdes. A
hidroxila pode inativar proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilas e pontes dissulfeto. Também
pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares
(lipoperoxidagédo) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1986).

Existem evidéncias de que o radical hidroperoxila HO, que € a forma protonada do
superoxido (O2™), € mais reativo que o superdxido e possui maior facilidade em desencadear
processos de destruicdo de membranas biolégicas (HALLIWELL, 2014). O perdxido de
hidrogénio (H20.), alem de participar de diversas rea¢cdes que originam como produto final

diversas outras ERO, possui 0 que pode ser considerado uma “vida longa” e alta permeabilidade
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a membranas lipidicas. Por sua capacidade de reagir é considerado altamente toxico para as
células (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, 2013).

O oxigénio singleto (10.) é a forma excitada do oxigénio molecular e assim como o
peroxido de hidrogénio, ndo possui elétrons desemparelhados em sua ultima camada.
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Ainda abordando sobre a presenca origem de formacéao de radicais livres é interessante
citar como metais podem atuar, em especial dois metais de transicdo muito importantes para o
corpo humano, o ferro e o cobre. Esses elementos desempenham um papel chave na producéo
in vivo de radicais hidroxila (YOUNG E WOODSIDE, 2001), o perdéxido de hidrogénio pode
reagir com ferro Il (ou cobre 1) para gerar o radical hidroxila, uma reacdo primeiramente
descrita por Fenton em 1894 (FIGURA 1.1):

Figura 1.1: Reacéo de Fenton - Descreve a formagcéo de radicais livres a partir
da interacdo entre o ferro e o perdxido de hidrogénio

Fe?* + H,02 — Fe** + OH' + OH'

Fonte: adaptado de YOUNG E WOODSIDE, 2001.

Em organismos vivos pode acontecer uma reacao direta entre o peréxido de hidrogénio e
0 anion superoxido, gerando radicais hidroxila, a constante dessa reacdo em meio aquoso é
virtualmente zero, na presenca de ions de metais de transi¢do ocorre uma sequéncia de reacdes

em etapas, mas as taxas de processamento ainda se mantem muito alta:

Figura 1.2: Reacdo de Haber-Weiss - Descreve a formagao de radicais livres
a partir da interacéo entre o ferro, e espécies reativas de oxigénio.

Fe** + 0y —» Fe2'+ 0>
Fe** + H,0;, —» Fe** + OH + OH-

Oz +H20, — OH + OH * Oz

Fonte: adaptado de YOUNG, WOODSIDE, 2001.
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A sequéncia descrita acima é conhecida como reacdo Haber-Weiss, e embora a maior
parte do ferro e do cobre no organismo esteja ligado a proteinas carreadoras essa constitui uma
importante fonte de radicais livres (YOUNG E WOODSIDE, 2001).

1.2 Funcgdes bioldgicas dos radicais livres

Embora as ERO estejam relacionadas a diversas doencas em humanos, sua formacado nem
sempre é deletéria. Estas espécies podem desempenhar um papel duplo como agentes
potencialmente toxicos e benéficos ao mesmo tempo, o que torna delicado o equilibrio entre
essas duas situacbes (PHAM-HUY, PHAM HUY 2008). Diversos radicais livres séo
produzidos naturalmente, mesmo que de forma ndo intencional, durante o metabolismo e
processos fisiologicos corriqueiros, um exemplo pode ser observado através do O utilizado na
cadeia transportadora de elétrons para a formacdo de Adenosina trifosfato (ATP), que durante
o fluxo de elétrons, através dos complexos mitocondriais, desencadeia a producdo do anion
superdxido e peroxido de hidrogénio, devido ao escape dos elétrons do sistema. Apesar de ser
considerado pouco reativo em solucBes aquosas, tem sido observada leséo bioldgica secundéaria

a sistemas geradores de O% (seja enzimatico, fagocitario ou quimico) (HALLIWELL, 2014).

Existem mecanismos celulares especificos para a producdo de radicais livres, com o
intuito de utilizar a capacidade altamente reativa destes. A primeira linha de defesa do
organismo, a chamada defesa inata, usa como mecanismo principal a explosdo oxidativa que
ocorre quando um microrganismo ou outro tipo de corpo estranho € identificado, e fagocitado.
Entdo uma grande carga de radicais livres é liberada dentro do fagossomo com o intuito de
eliminar esse agente (FLOYD, 1990; HALLIWELL, 2013). A importancia de producédo de ROS
pelo sistema imunoldgico é claramente mostrada pelos pacientes com doenga granulomatosa
gue possuem um defeito no complexo da NADPH (Nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato), oxidase que impede a formacgdo do radical, como resultado esses pacientes séo

acometidos por infeccdes maltiplas e persistentes (DROGE, 2002).

Os radicais livres também participam no processo inflamatdrio tecidual, estimulando as
células do sistema imune a secretar citocinas pré-inflamatérias ou mesmo agindo como
estimuladores para a migracdo de macrofagos e outras células brancas com o intuito de conter
focos de infecgédo por patégenos (KHANSARI; SHAKIBA; MAHMOUDI, 2009).
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O oxido nitrico € um radical livre que possui fungdes e origens bioldgicas bem definidas.
E produzido via oxidag&o da L-arginina que é catalisada pela 6xido nitrico sintetase com auxilio
de um NADPH como doador de elétron. O oOxido nitrico funciona como neurotransmissor,
vasodilatador, relaxante de musculatura lisa além de agente citotoxico em casos de infeccGes
(QUEIROZ; BATISTA, 1999).

1.3 Estresse Oxidativo e doencas relacionadas

O desequilibrio entre a geracdo e a neutralizacdo dos radicais livres proveniente da
diminuicdo da acdo dos antioxidantes ou do aumento da geracdo de espécies radicalares gera
um estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de danos em diversas moléculas e estruturas
celulares, podendo resultar até mesmo na morte celular (ROVER-JUNIOR et al., 2001). Este
estado de desequilibrio pode ser definido como estresse oxidativo e é considerado um fator que
contribui para a patogénese e fisiopatologia de muitos problemas de salde, seja como fonte ou
como resultado (PHAM-HUY; PHAM-HUY, 2008).

Diversos estimulos exdgenos podem também atuar como agentes que induzem um
aumento na producdo de pré-oxidantes tais como radiacdo ultravioleta, alcool e poluentes como
0z0nio, dioxido de nitrogénio, dioxido de enxofre e fumaca do cigarro onde se estima que haja
aproximadamente cinco mil compostos tdxicos, incluindo oxidantes potentes como acroleina,
peréxido de nitrogénio, anion superdxido, além de radicais organicos (CAVALCANTE;
BRUIN, 2009).

Grandes avancos tém sido feitos para entender o papel dos radicais livres e do estresse
oxidativo na saude humana. Sabe-se que suas a¢gdes podem variar de acordo com fatores ndo
mutéveis como o tipo de patologia, idade, raga e gendtipo do organismo em questao, bem como
fatores mutaveis como dieta, status socioecondmico, meio ambiente e comportamento
(FILLIPIN et. al. 2008).

As interagOes resultam em modificagdes oxidativas de macromoléculas celulares de
DNA, RNA, lipideos e proteinas. AlteracOes desse tipo estdo associadas a uma série de
subprodutos ou produtos finais que estdo ligados a macromoléculas modificadas. Essas
modificagdes podem, isoladamente ou em associacdo com outros fatores biologicos, levar a

mudancas epigenéticas, alteracdes na expressdo génica e/ou na capacidade de reparo do DNA
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mitocondrial e disfun¢des nas membranas. Em Gltima anélise, esses fatores ao longo do tempo
e em associagdo com uma vida inteira de exposi¢ao podem resultar em envelhecimento precoce
e doencas relacionadas com a idade e a patologias, como doencas inflamatdrias crénico-
degenerativas (VOSS; SIEMS, 2006; JACOB et al., 2013).

Existem mecanismos diferentes pelos quais os radicais participam de doencas e
processos fisioldgicos, por exemplo a inflamagdo é uma reacdo comum do corpo a estimulos
nocivos enddgenos e exdgenos mas na inflamacao cronica ocorrem efeitos colaterais celulares,
incluindo a producdo de radicais livres que podem resultar em dano oxidativo, deplecdo de

antioxidantes e perpetuacgdo do estimulo pro-inflamatorio (AMIEVA; EL-OMAR, 2008).

A lesdo muscular induzida pelo exercicio € atribuida a um aumento da intensidade desse
exercicio dependente do estresse oxidativo, produzida pelo metabolismo mitocondrial intenso.
Neste caso, 0s danos oxidativos a membrana plasmatica conduzem a um aumento da creatina-
quinase (CK) no sangue. Esses danos geram proteinas inflamatérias C-reativas (PCR) que
facilitam o influxo de células inflamatorias para reparar os danos (ROENGRIT et al., 2014).

Acredita-se que a aterosclerose tem inicio através de uma lesdo no endotélio por
mecanismo hemodinamico. Nesta lesdo ha afluxo de macrofagos; quando ativados, liberam
radicais superdxido, peroxido de hidrogénio e enzimas hidroliticas. Essas moléculas causam
danos ao redor das células e estimulam a proliferacdo de musculo liso subendotelial. A lesdo
pode ser exacerbada pela fumaca do cigarro que, por ser rica em ferro, catalisa a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Tal oxidacdo estimula a internalizacdo de colesterol
nos macréfagos que se convertem em células espumosas, contribuindo para a formacéo da placa
de ateroma (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O desenvolvimento do cancer € um processo complexo e dependente de diferentes
estimulos, mas sabe-se que os radicais livres participam de forma a mediar a iniciacdo e
promoc&o de alguns tipos de cancer através de danos e modificagdes estruturais ao DNA, como
danos ao acucar e ruptura dos filamentos que provocam ligacdes cruzadas e alteracdes nas
sequéncias de bases (PHAN-HUY; PHAN-HUY, 2008)

Dependendo do tecido, onde o estrese oxidativo ocorre, diferentes patologias podem ser
associadas. Quando ocorre no tecido nervoso os radicais livres causam danos e podem estimular
a producéo de beta amiloide, um péptido toxico encontrado frequentemente presente no cérebro

dos doentes de Alzheimer (EVERETT et al., 2014). No pulméo os radicais podem causar danos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3664937/#R259
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alveolares e inflamacGes cronicas como a asma (HOSHINO; MISHIMA, 2008). O estresse
oxidativo desempenha um papel numa variedade de doencas renais, tais como glomerulonefrite
e nefrite tdbulo-intersticial, insuficiéncia renal crénica e proteindria (GALLE, 2001). A
producdo excessiva de radicais livres implica na degeneracdo macular e esta relacionada com a
catarata, alterando varios tipos de células no olho, quer fotoquimicamente ou ndo e interagindo
com proteinas do cristalino (SANTOSA; JONES, 2005)

Esses sdo alguns dos exemplos que mostram a forte correlacdo entre diversas doengas e
0 estresse oxidativo, evidenciando a necessidade dos organismos em manter a homeostase do
sistema de oxi-reducdo a fim de postergar o aparecimento das doencas e sindromes ditas como

resultantes do envelhecimento.

1.4 Definicdo de Antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos como um grupo de substancias que possuem a
capacidade de impedir a oxidacdo de outras substancias quimicas. Esse grupo abrange
vitaminas, minerais, pigmentos e outros metabolitos, enzimas e moduladores de resposta
genética (FOOD INGREDIENTES BRASIL 2009). Levando para o ambito bioldgico, uma
substancia pode ser classificada como antioxidante quando em baixas concentragfes apresenta
a capacidade de impedir ou retardar a oxidacdo de um substrato, o que implica em uma redugéo

do estresse oxidativo e dos danos gerais causados pelos radicais livres (PISOSCHI; POP, 2015)

Segundo o mecanismo de acdo os antioxidantes podem ser classificados em seis
categorias. Antioxidantes primarios sdo 0s que promovem a remocao ou inativacao direta dos
radicais livres, secundarios, 0s que possuem pouca ou nenhuma atividade antioxidante direta,
mas sdo capazes de aumentar a capacidade de antioxidantes primarios. Ja os removedores de
oxigénio atuam capturando o oxigénio do meio reacional, tornando-os indisponiveis para a
formacdo de ERO. Os antioxidantes biologicos incluem as enzimas com finalidade de
neutralizar radicais livres. Os agentes quelantes sequestram e complexam com ions metalicos
impedindo que estes venham participar de reacdes que formem radicais livres e os antioxidantes
mistos que possuem um ou mais dos mecanismos de agdo anteriormente citados (FOOD
INGREDIENTES BRASIL 2009). Uma outra classifica¢do inclui ainda os compostos que séo



33

capazes de modular a expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas em mecanismos
de defesa contra processos oxidativos (BASTOS; ROGERO, 2009).

Em relacdo aos compostos antioxidantes com mecanismos de acdo primarios, mais
especificamente compostos fendlicos derivados de vegetais, pode-se fazer uma subdivisdo
quanto ao mecanismo de acdo em dois tipos diferentes: os doadores de elétrons e os doadores
de hidrogénio que agem segundo o0 esquema abaixo e geram como produtos de reagdo
substancias estaveis, principalmente devido a presenca dos anéis aromaticos presentes nos
fendis (FIGURA 1.3) (LEOPOLDINI et al 2011)

Figura 1.3: A) Mecanismo de reacdo antioxidante por doagéo de hidrogénio através de ruptura
homolitica; B) Mecanismo de acdo antioxidante por doacao de elétrons.

A) Reacdo de doacdo de hidrogénio

” G _
Ve Ruptura homolitica
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Re + ———» RO . O\©\
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B) Reac¢do de doacdo de elétron

Transferéncia de um elétron
H /0
AL Ar

Fonte: adaptado de LEOPOLDINI et al 2011

Algumas enzimas carreadoras especificas, possuem a capacidade de formar complexos
estaveis com metais. Esta € uma propriedade também atribuida aos compostos fenolicos das

classes dos flavonoides, como mostra o esquema abaixo (LEOPOLDINI et al 2011).
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Figura 1.4: Representacdo dos possiveis sitios de interacdo entre metais e flavonoides.
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Fonte adaptado de: (LEOPOLDINI et al 2011).

1.5 Antioxidantes Mais Comuns no Organismo Humano

E essencial para qualquer organismo, tecido ou célula aerébica manter o equilibrio entre
agentes dxido-redutores e o sistema de defesa antioxidante. As protecBes bioldgicas contra 0s
radicais livres abrangem duas linhas principais: a protecdo enzimatica, que € produzida
ativamente pelo organismo, em resposta a presenca dos radicais, e a protecdo por moléculas
com capacidade antioxidante que podem ou ndo ser adquiridas através da dieta (BARREIROS;
DAVID, 2006).

Entre as enzimas que estdo relacionadas com o papel de neutralizar espécies radiculares
ou de converté-las em substancias menos reativas pode-se citar a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GRx) e enzimas de ligagédo
a metais como a transferrina (WALKO; MORRIS; CRONIN, 2005). Das moléculas ndo
enziméticas de produgdo enddgena pode-se citar o acido lipoide, glutationa, L-ariginina,
coenzima Q10, a melatonina, acido urico, bilirrubina e proteinas quelantes de metal
(WILLCOX, ASH, CATIGNANI, 2004). Entre as moléculas ndo enzimaticas de origem
exogena as mais estudadas s@o as diversas classes de fenois provenientes de plantas como
flavonoides e &cidos fenélicos (HALLIWELL, 2007).
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A catalase foi a primeira enzima antioxidante descrita e tem como finalidade a
neutralizacdo de radicais livres, sendo constituida por quatro subunidades proteicas, cada uma
contendo um grupo heme e uma molécula de NADPH. E capaz de converter o peroxido de

hidrogénio em oxigénio e agua.

A superdxido dismutase (SOD) realiza a catalise da reacdo de neutraliza¢do do radical
anion superoxido O2™, convertendo-o em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Existem dois tipos
de SOD: a que apresenta maior concentracdo no citosol, possuindo cobre e zinco em sua
composicdo (Cu-Zn-SOD) e a que se apresenta em maior concentra¢do nas mitocondrias, com
manganés na composi¢cdo (Mn-SOD), em ambos os casos 0s metais auxiliam na troca de
elétrons (MULLER, F. L. et al. 2006). A SOD apresenta como produto da sua rea¢do o peréxido
de hidrogénio e apesar de essa molécula ser relativamente mais estavel por ndo apresentar
radicais livres desemparelhados, € altamente capaz de permear as membranas bioldgicas e ser
facilmente degradada em algumas espécies reativas de oxigénio, a enzima catalase atua
diretamente na dismutacdo do perdxido de hidrogénio e o converte em oxigénio molecular e
agua (BABIOR, 1997).

Outro sistema que pode ser citado é aquele composto pela glutationa (GSH/GSSG) em
conjunto com duas enzimas, a glutationa-redutase (GR) e a glutationa-peroxidase (GPx). Esse
sistema também catalisa a dismutacdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sendo
que a glutationa opera em ciclos entre sua forma reduzida (GSH) e sua forma oxidada (GSSH),
que ¢ a forma dimerizada da forma reduzida (BABIOR, 1997).

Entre os antioxidantes vitaminicos pode-se citar a vitamina E que é capaz de conferir
protecdo a membrana celular por atuar interagindo com os oxidantes produzidos durante a
lipoperoxidacéo, mas esta funcéo podera estar limitada em situac6es de sobrecarga de ferro. A
vitamina C, ou ascorbato, é um antioxidante hidrossoltvel que pode neutralizar diretamente as
ERO, porém, pode funcionar como pro-oxidante quando em dose elevada ou quando exposta a
metal (MATES, 2000).

Ao lado dos antioxidantes vitaminicos disponiveis em medicamentos, destacam-se
também os derivados tidis, entre eles a N-acetilcisteina, mercaptopropionilglicina e diversos
outros de origem exdgena que podem agir em organismos que apresentem desequilibrio entre

agentes pro- e antioxidantes (SHAH et al., 2014).
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O beta-caroteno também é uma vitamina solGvel em &gua e é amplamente estudada para
atividade antioxidante sendo considerada a melhor eliminadora de oxigénio singleto. O selénio
€ um mineral essencial que forma o centro ativo de vérias enzimas antioxidantes incluindo a
glutationa peroxidadase, as mesmas consideracdes podem ser feitas para 0 manganés e para o
zinco (FOOD INGREDIENTES BRASIL 2009).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e frequentemente mais
encontrados e estudados sdo os compostos fenolicos tais como fenois simples, acidos fenolicos
(derivados de acidos benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (MACEDO, 2015). Em particular, os
flavonoides, pois possuem estrutura ideal para o sequestro de radicais livres, devido a presenca
de muitas hidroxilas que podem participar na doacdo de elétrons e de hidrogénios (FOOD
INGREDIENTES BRASIL 2009).

1.6 Metabdlitos secundéarios de plantas

A prética do uso de plantas para prevenir e tratar doengas ou promover o bem-estar data
da antiguidade, sendo apontado como um dos métodos mais antigos existentes utilizados pela
humanidade. Por esta razdo plantas medicinais tém sido usadas terapeuticamente ao redor do
mundo, sendo em muitos casos um aspecto importante em varias culturas medicinais
tradicionais (AMEH, 2010). O estudo de plantas medicinais envolve a identificacdo de
substancias que apresentam potencial bioldgico, sendo boa parte dessas atividades bioldgicas
classificadas como provenientes de compostos oriundos do metabolismo secundario (PLAZA,
2007).

Através do metabolismo secundario sdo produzidas uma grande variedade de substancias
(AMEH, 2010). Ja foi determinado que a maior parte desses metabolitos possuem propriedades
especificas como, por exemplo, na defesa da planta contra predadores. Alguns sdo feromonios,
usados para atrair insetos para a polinizagédo; outros séo fitoalexinas, que protegem as plantas
contra infecgBes microbianas. Assim, o metabolismo secundéario acaba exercendo um papel
importante na interacdo das plantas com 0 meio ambiente, ou seja, representa uma interface
quimica entre as plantas e o ambiente circundante e a sua sintese é frequentemente influenciada
por condi¢cdes ambientais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos fenolicos
e alcaloides. Estudos indicam que substancias pertencentes a todas as classes citadas possuem
algum grau de atividade antioxidante, contudo, 0s maiores responsaveis por desempenhar esse
papel sdo os compostos fendlicos, classe ao qual pertence os flavonoides (BOUKHRIS et al.,
2012; ERB et al., 2012).

Os compostos fendlicos sdo derivados do &cido chiquimico e s&o responsaveis pelo
sabor, odor e coloragdo de diversos vegetais. Essa classe de substancias é associada a funcao
de protecdo das plantas contra os raios ultravioletas, insetos, fungos, virus e bactérias.
Quimicamente, sdo substancias que possuem, pelo menos, um anel aromatico no qual ao menos
um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (GOBBO-NETO, LOPES 2007;
KARAKAYA, 2004). Os compostos fendlicos sdo substancias potencialmente ativas em testes
quimicos e bioldgicos como o potencial antioxidante. Os &cidos fendlicos possuem um anel
aromatico com, pelo menos, um grupo hidroxila e com diferentes grupos funcionais: alcoois,
aldeidos ou &cidos, e podem apresentar também diversas atividades bioldgicas, entre as quais,
atividade anti-inflamatoria e antioxidante. Ha ainda como compostos de natureza fendlica

estilbenos e lignanas, e de forma polimerizada os taninos e ligninas (MANACH et al., 2004).

Os flavonoides sdo um grande grupo de polifendis antioxidantes encontrados em frutas,
legumes, e derivados como o chas e vinhos. Mais de 4.000 flavonoides j& foram identificados
e sdo divididos em diversos grupos, de acordo com a sua estrutura quimica, incluindo flavondis
(quercetina e canferol), flavonoides (as catequinas), flavonas (apigenina) e isoflavonas

(genisteina).

Dentre os fatores ambientais que influenciam o conte(do dos metabdlitos secundarios
pode-se citar a sazonalidade, ritmo circadiano, estagio de desenvolvimento da planta,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, macro- e micronutrientes, estimulos
mecanicos como injarias ou ataque de patégenos (CAPASSO, 2000; HILGEMANN, 2010).
Em geral, ocorre um aumento da producdo desses compostos como forma de resposta ao
estresse, ao qual plantas estdo submetidas, de forma que se pode supor que plantas oriundas de
ambientes mais rispidos apresentam uma maior concentracdo natural de flavonoides, por
exemplo (FINI et al., 2011; SELMA, ESPIN e TOMAS-BARBERAN 2009).
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1.7 Bioma da Caatinga

A Caatinga é considerada pelo Ministério do Meio Ambiente como um dos maiores biomas
brasileiros, abrangendo aproximadamente 970 mil km? (BRASIL, 2006), cobrindo uma éarea
mais ou menos continua do Nordeste do Brasil. Essa regido estd submetida a um clima

semidrido, bordejado por &reas de clima mais imido.

A vegetacdo desta area compreende plantas que apresentam caracteristicas relacionadas a
adaptacdo ao perfil ambiental, tal como a deficiéncia hidrica devido a localizacdo,
majoritariamente entre o Equador e o Tropico de Capricérnio. A Caatinga dispde de abundante
intensidade luminosa em todo seu territorio. Durante todo o ano as temperaturas sdo altas e
pouco variaveis, espacial e temporalmente, com médias anuais entre 25 e 30 °C e poucos graus
de diferenca entre as médias dos meses mais frios e mais quentes. A disponibilidade hidrica ndo
sO é limitante quanto altamente variavel no tempo e no espago, resultando em chuvas erraticas
e concentradas em poucos meses do ano, e, em anos chuvosos, alternados irregularmente com

anos de intervalo com secas (BRASIL, 2010).

De maneira geral, os solos sdo de origem sedimentar e lixiviados ao longo de milhGes de
anos, sdo pouco férteis e deficientes em fosforo e célcio. As diferentes disponibilidades de
nutrientes formam, junto com a disponibilidade hidrica, outra grande fonte de diferenciacdo das
condigdes ambientais (MENEZES; GARRIDO; MARIN, 2005).

Em decorréncia das condi¢cbes menos favoraveis e pela acdo da antropizacdo, as alturas
méaximas das arvores pouco ultrapassam os 10 m, de modo que a presenca de arbustos € mais
abundante. Ha poucas espécies perenifolias e, em geral, com popula¢Ges com folhas coriéceas.
O bioma Caatinga tem sido objeto de utilizacdo intensa para a satisfacdo de necessidades
humanas e os recursos florestais da regido como frutos, fibras, corantes, ervas medicinais,
madeira para construcdo, lenha e agua servem a uma multiplicidade de fins, estando presentes

na alimentacdo, habitacdo, vestuario, lazer e satide (BRASIL, 2010).

1.8 Triplaris gardneriana Wedd (pajel)

Triplaris gardneriana Wedd. (Poligonéceae) é conhecida popularmente como pajéu,

pajau, pau jau, coacu ou pau-formiga. Tem como sinonimias botanicas Triplaris baturitensis



Hub. (VINGT-UN ROSADO; ROSADO, 2009) e Triplaris pachau Mart. (MELO, 2010).
Pode atingir 4 a 15 m de altura, estd presente na Caatinga e regido do Pantanal
Matogrossense nas varzeas inundaveis e em encostas tmidas (MELO, 2000). No Semiarido,
T. gardneriana é uma espécie caracteristica da mata ciliar do Rio Sdo Francisco, sendo

considerada de grande interesse na recuperacdo de areas degradadas (FRANCA et al., 2012)

E uma planta dioica com tronco tortuoso e ramificado, revestido por casca fina, lisa e
descamante. As folhas do tipo coriaceas apresentam pilosidade na face inferior. Floresce
durante os meses de julho-agosto e é coletada com frutos no més de setembro. As
Inflorescéncias sdo paniculadas e mudam de cor de acordo com o estagio de maturacao dos
frutos. Inicialmente sdo rosadas e, com o amadurecimento dos frutos, ficam pardacentas,
sendo bastante apreciadas por abelhas. O fruto é seco e apresenta apenas uma semente

brilhosa e de coloragdo marrom-caramelada (ARAUJO, 2009).

Rebrota facilmente ap6s queima ou corte, gerando plantas com varios caules. Produz
anualmente grande quantidade de sementes, facilmente disseminadas pelo vento. Devido ao

seu grande porte esta espécie é indicada para arborizacdo areas urbanas (ALENCAR, 2008).
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Figura 1.5: Representacédo da estrutura das folhas, flores e frutos de Triplaris gardneriana
Wedd.

LCOCCOLOBA Gardueri. TRIPLARIS II. brasiliana, NI Purdiei,
IV. TR. tomentosa, V. Pachau, VI. Gardneriana,

Fonte: Flora Brasiliénsis (2016)
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Figura 1.6: Fotografia dos frutos e da &vore de Triplaris gardneriana Wedd.

Fonte: fotografado por Jodo de Deus Medeiros campus da UnB — Brasilia — Distrito Federal
Brasil, 2010
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Na medicina popular o cozimento da casca e das raizes de T. gardneriana € utilizado para
0 tratamento da blenorragia e leucorreia; suas folhas sdo usadas em banhos de assento para
tratar hemorroidas sangrentas e inflamacdo dos 6rgéos internos (ARAUJO, 2009; CARTAXO,
2010). Alguns estudos relatam atividades biologicas para esta espécie, incluindo um estudo
anterior, desenvolvido pelo nosso grupo, que se prop6s a identificar o potencial biolégico de
diversas plantas oriundas da caatinga. Dentre elas se destacou o extrato das sementes de T.
gardneriana que mostrou atividade antibacteriana, antioxidante e anticolinesterasica (FARIAS
et al., 2013). As demais ativividades estdo listadas na Tabela 1.1 e mostram o potencial

farmacoldgico desta espécie.

Tabela 1.1 Atividades biolégicas encontradas para Triplaris gardneriana Wedd

Atividade bioldgica Tipo de amostra Referéncia
Atividade moluciscida Extrato etanolico das cascas SOUlzéb%jt al.,
Estimulante da musculatura lisa e Extrato aquoso das cascas BARROS et
toxicidade g al., 1970.
Atividade antibacteriana, antioxidante e - FARIAS et al.,
N ) Extrato etanolico das sementes
anticolinesterasica 2013.

Atividade antibacteriana, antioxidante e  Extrato das folhas e 6leo fixo MACEDO et al.,
fotoprotetora das folhas e sementes 2015
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacéo a composicéo quimica do suber, foi identificado um hidrocarboneto aliféatico.
Na madeira constatou-se a ocorréncia de ferulatos (BRAZ FILHO; RODRIGUES, 1974). Nas
folhas foram identificados flavonoides ligados a diferentes tipos de agticar (MACEDO, et al.,
2015). Tambeém foi analisada a composi¢do do 6leo essencial dos frutos que apresentaram
predominancia de ésteres (65,93%) como constituintes volateis, sendo 21,67% de palmitato de
metila e 21,72% de 10-octadecenoato de metila, além de octanoato de metila, decanoato de
metila, laurato de metila, tetradecanoato de metila e 1-docosanol e linalol (CARNEIRO; CITO;
PESSOA, 2010). Macédo et al., 2015 identificaram flavonoides e toda a composicao do 6leo
fixo (Tabela 1.2)
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Tabela 1.2 Nome e estrutura dos compostos quimicos ja identificados em diferentes partes de
Triplaris gardneriana por diferentes autores.

Nome/forrrla Referéncia Estrutura
de obtencao
Octanoato de | CARNEIR o
metila/ Oleo O; CITO;
essencial dos | PESSOA, e MO/CH3
frutos 2010
Decanoato de | CARNEIR o
metila/dleo O; CITO;
essencial dos | PESSOA, y CMO/CHS
frutos 2010 ’
CARNEIR
Laurato de
metila/oleo | O SITO; 0
essencial dos | | oo /\/\/\/\/\)J\ cH
frutos/6leo 2019 ; H,C o
fixo das folhas MACEDO
etal, 2015
Tetradecanoato
de metila/ Oleo | CARNEIR o
essencial dos O; CITO;
frutos/6leo PESSOA, " CM o
fixo das folhas 2010
e sementes
Palmitato de CARNEIR
metila/ Oleo O; CITO; 0
essencial dos PESSOA, /\/\/\/\/\/\/\)J\ o,
frutos/éleo 2010; HaC 0
fixo das folhas | MACEDO
e sementes etal, 2015
10-Octanoato CARNEIR
de metila/ Oleo | O; CITO;
essencial dos PESSOA, 0
frutos/6leo 2010; ch/\/\/\/\/\/\/\/\)ko/ o
fixo da MACEDO
semente etal, 2015
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CARNEIR
O; CITO; OH
1-Docosanol PESSOA.
2010 CH,
. , CARNEIR CH4
frutos PESSOA,
2010 CH,4
CH,
BRAZ
ﬂ' FILHO, CH,
sitosterol/casca | RODRIGU
/6leo fixodas | ES, 1974;
folhas MACEDO
et al, 2015
Acido LORENZI,
betulinico/ ndo 2002 apud
mencionado ARAUJO,
2009
oo das | MACEDO
etal, 2015

folhas
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Quercetina/ext | MACEDO
rato das folhas | etal, 2015
Quercetina-
hexosideo / MACEDO
extrato das et al, 2015
folhas
Quer?etlna- MACEDO
pentosideo/Ext et al. 2015
rato das folhas '
hel\fégi((:jeet;?:;(tr MACEDO
etal, 2015

ato das folhas
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Quercetina-
ramnobiosideo | MACEDO
/extrato das et al, 2015
folhas
OH
OH
Undecano/éleo | MACEDO Hie -
fixo das folhas | etal, 2015
Neoflt.adleno/o MACEDO o CH,
leo fixo das ot al. 2015
folhas ’ CH, CH, CHj, CH,
Acido
palmitico/6leo | MACEDO \/\/\/\/\W
fixo das folhas | etal, 2015 o
e das sementes
CH,
Linoleato de
metila/ 6leo MACEDO o
fixo das folhas | etal, 2015
e das sementes S o—CHs
(0}
—CH;
fixo das folhas etal, 2015 °
Octadec-13-
enoato de MACEDO
metila/ 6leo etal, 2015 o
fixo da folha o,
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Estearato de

metila/6leo MACEDO /\/\/\/\/\/\/\/\)}\
fixo das folhas | etal, 2015 | . .
e das sementes
Cis- 4cido
vacénico/6leo | MACEDO
fixo das folhas | etal, 2015
e das sementes . OH
CH,
9,11-
octadecadienoa
to de MACEDO
metila/éleo et al, 2015
fixo das folhas |
e das sementes | o
O/CH3
Acido
estearico/6leo | MACEDO ”3C\/\/\/\/\/VV\/Y°
fixo das etal, 2015 oH
sementes
Eicosenoic-11-
anoato/6leo MACEDO W\/\/\/\A
fixo das etal, 2015 o X o
sementes
Eicosenoato de
metila/6leo MACEDO M
fixo das et al, 2015 o o
sementes
Behenato de
metila/6leo MACEDO M
fixo das folhas | etal, 2015 " o

e das sementes
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Lignocerato de
metila/6leo MACEDO /\/WW\/\/\/M
fixo das folhas | etal, 2015 | . o

e das sementes

Esqualeno/6leo | MACEDO ~ N ~ o,
fixo das folhas | etal, 2015

Tetratetraconta -
3 ) MACEDO
no/bleo fixo A YA VA VAVAVAVA VA VA VA VA VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVS
et al, 2015
das folhas

Cerotato de
eria/oleo MACEDO /\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)L
fixo das folhas | etal, 2015 i, o

e das sementes

Fonte: Elaborado pelo autor

1.9 Toxicogendmica

Muitos compostos quimicos, provenientes da indUstria, poluentes ou mesmo compostos
de origem vegetal podem ser potencialmente toéxicos para o0 homem. O uso de muitos desses
compostos como cosméticos, farmacos, aditivos alimentares e pesticidas tornam obrigatério
uma prévia avaliacdo da toxicidade (REIS, 2006). A toxicologia tradicionalmente utiliza testes
em animais, geralmente roedores, para identificar o risco de compostos quimicos para humanos,
mesmo sendo bem estabelecidos nos quesitos citologicos, fisioldgicos, metabdlicos e
morfoldgicos, esses experimentos, além de consideragdes éticas, exigem um grande nimero de
animais, tempo e dinheiro para a obtencdo de resultados estatisticamente confiaveis e
significativos, logo a ciéncia sempre esta em busca de testes alternativos que visem reduzir a
utilizacdo de animais (CHEN et al., 2012). O advento das tecnologias 6micas, como a
gendmica, protedmica, transcriptdbmica e metabolémica, proporcionaram grandes avangos na
compreensdo dos detalhes sobre os mecanismos moleculares de varios tipos de toxicidade
(CAETANO, 2014).

A toxicogendmica é a integracdo entre tecnologias 6mica, bioinformatica e a toxicologia
(BOVERHOF; ZACHAREWSKI, 2006). Esta tecnologia tem recebido a atengdo e o0s

investimentos da industria farmacéutica por estar se mostrando preditiva no quesito de
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mecanismos de acdo e toxicidade além de vislumbrar a possibilidade de identificar
medicamentos em potencial, de forma mais rapida, segura e econdmica (BOVERHOF;
ZACHAREWSKI, 2006). A utilizacdo de microarranjos de DNA, a base da toxicogendmica,
possibilita a investigacdo da expressdo de dezenas de milhares de genes simultaneamente,
permitindo a visualizacéo de diferentes perfis de alteracdo e de assinatura génica, que sao Unicos
para cada composto e fornecem uma visdo Unica sobre a toxicidade de uma droga que

dificilmente pode ser alcancado por tecnologias convencionais (CHEN et al., 2012).

Em uma pesquisa online foram encontradas 1.607 respostas para a pesquisa com o termo
“Toxicogenomics” (12/07/2016), na base de dados Pubmed de trabalhos médicos e cientificos,
que faz parte do grande conjunto de bases de dados NCBI (National Center for Biotechnology
information). Sendo a primeira citacdo a do artigo de 1980 de Jeffrey L. Blumer e
coloaboradores intitulado “Toxicogenetics of Niridazole in Inbred Mice”, que realizou uma
andlise da toxicidade do nidrazol. Depois desse trabalho inicial, apenas outros nove trabalhos
correspondem a pesquisa até o ano de 1999 quando houve um aumento progressivo na
publicacdo de artigos na area, até a data corrente da descri¢do deste trabalho, com 105 trabalhos

apenas no ano de 2016 (Gréfico 1.1).

Gréfico 1.1: Quantidade de trabalhos publicados relacionados com toxicogenémica por ano
desde 1980 até os dias atuais.
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Produtos naturais estdo sempre presentes como base de descoberta e desenvolvimento
de novos medicamentos (CHAVAN et al., 2006). Por se tratarem de misturas complexas os
extratos e outras formulacbes de origem vegetal sdo quimicamente diversos e sdo capazes de
modular mdaltiplos alvos bioldgicos simultaneamente incluindo a alteracdo de varios genes.
Logo, a utilizacdo de uma ferramenta como a toxicogenémica, que é capaz de analisar a
expressao de muitos genes a0 mesmo tempo, se torna adequada para melhorar a compreenséo
sobre 0s mecanismos genéticos de resposta de organismos frente a este tipo de amostra (LO, et
al., 2012, YOUNS et al., 2010).

Utilizando a mesma base de dados (PubMed) para pesquisar o termo “antioxidant” sao
encontrados 468.068 resultados correspondentes com os primeiros trabalhos datados de 1974
com crescimento gradual até 0 momento com 22.953 trabalhos apenas para o ano de 2015,
mostrando o quanto a pesquisa com esse enfoque é relevante para a ciéncia. Contudo, quando
realizamos o cruzamento dos termos “toxicogenomics ” e “antioxidant”’; “plant” ou “phenol”
temos como resultados 63, 43 e 31 trabalhos respectivamente, indicando que a pesquisa
utilizando a toxicogendmica para investigar a resposta genética frente a compostos

antioxidantes, fendis e extratos de origem vegetal em geral ainda € uma area pouco explorada.
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Capitulo 11

ANALISES QUIMICAS E DETERMINACAO DE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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2.1. Caracterizagdo do problema/justificativa cientifica

Em organismos aerobicos, espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies altamente
reativas se formam naturalmente como resultado do metabolismo ou sdo intencionalmente
produzidas por este. Como exemplos dessas substancias temos o anion superoxido, radical
peroxil, peroxido de hidrogénio, 6xido nitrico e peroxinitrito (DAIBER, 2010; MOTHANA,
2011).

Em um organismo fisiologicamente ativo as ERO sdo detoxificadas e/ou séo
eliminadas por enzimas e compostos antioxidantes de origem enddgena e/ou obtidos de forma
exogena. Individuos idosos e pessoas submetidas a fatores de aumento da producdo de ERO
estdo sujeitos a um quadro de estresse oxidativo que pode desencadear processos de
peroxidacdo lipidica, degradacdo de proteinas e danos ao DNA, induzindo estados
fisiopatologicos relacionados com diversos efeitos adversos e doencas, como o envelhecimento
precoce, inflamagdo, catarata, arterioesclerose, cancer, Parkinson, Alzheimer e sindromes
autoimunes e degenerativas (FUSCO et al., 2009; KSOURI et al., 2011; TERASHIMA et al.,
2012; PEREIRA et al., 2009; NADOUR et al., 2012).

A avaliacdo da atividade antioxidante de novos compostos tem sido uma questéo relevante
considerando sua importancia sobre a satde humana. Estudos recentes apontam a utilizacdo de
frutas, legumes, chas e sucos como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam
baixo risco, podendo ser utilizados para reduzir as chances de acidente vascular cerebral,
insuficiéncia cardiaca, diabetes e cancer (GHASEMZADEH & GHASEMZADEH, 2011) ou
ainda atuar como coadjuvantes no tratamento de diversas doengas (SILVA et al., 2005).

Plantas medicinais possuem diversos compostos quimicos com potencial antioxidante.
Dentre as classes com essa propriedade, os compostos fendlicos tém recebido muita atencéo,
sobretudo por apresentarem comprovada atividade na inibicdo de processos que envolvem
radicais livres, como peroxidacao lipidica, inflamacdes cronicas e outras (SOUSA et al., 2007;
SUN et al., 2012, PARK et al., 2008).

As condi¢bes ambientais, bidtica e abioticas, tais como estimulos mecénicos como injarias
ou ataque de patdgenos bem como o 6rgdo da planta e seu estado de desenvolvimento podem
influenciar o contetdo dos metabdlitos secundarios (CAPASSO, 2000; HILGEMANN, 2010).

E possivel supor que vegetais provenientes de biomas onde altas temperaturas e restricdes
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hidricas sdo comuns, como aquelas apresentadas pela Caatinga, podem apresentar uma maior
concentracdo natural de moléculas biologicamente ativas como os compostos fendlicos em
geral (FINI et al., 2011).

Em um estudo preliminar realizado por nosso grupo (Laboratorio de Bioprospeccéo de
Recursos Regionais, Departamento de Biologia, UFC)). As sementes de algumas plantas da
Caatinga apresentam atividade antioxidante nas sementes, entre elas Triplaris gardneriana
Wedd., planta que constitui o objeto de estudo do presente projeto. Este trabalho indicou a
viabilidade da investigacdo mais aprofundada dessa planta e de suas moléculas bioativas com
atividade antioxidante (FARIAS et al., 2013).

A pesquisa sobre plantas de biomas negligenciados, como a Caatinga, por si s, € de extrema
relevancia, e a bioprospec¢do dessas plantas pode resultar em descobertas significativas de
substancias bioativas, abrindo novos horizontes de pesquisa com fitoterapicos e trabalhos de
conservacdo de sua Flora, trazendo beneficios a sociedade e ao seu entorno, até mesmo

estimulando os 6rgdos competentes a uma melhor manutencdo do meio ambiente.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo Geral

Este trabalho objetiva identificar os compostos fenolicos e avaliar a atividade
antioxidante presente no extrato etandlico e fragdes obtidos das sementes de pajeu (Triplaris
gardneriana Wedd.)

2.2.2. Objetivos Especificos

- Obter o extrato etandlico de sementes de T. gardneriana Wedd. (Poligonaceae) e realizar a

caracterizacdo quimica qualitativa das classes de metabdlitos secundarios presentes;

- Fracionar o extrato etandélico de T. gardneriana e realizar a caracterizagdo quimica qualitativa

das classes de metabolitos secundarios presentes em cada fragéo;

- Verificar o potencial antioxidante in vitro das amostras (extrato, fracfes e substancias

isoladas) por diversas metodologias;
- Avaliar in vitro a capacidade das amostras em prevenir a geracao intracelular de ERO;

- Avaliar in vitro a capacidade das amostras em restaurar o balango oxidativo intracelular de
ERO.



2.3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A estratégia experimental seguiu as etapas descritas no fluxograma 2.1. Apos a obtencdo do

extrato etanolico, serd realizado seu fracionamento e, posteriormente, as analises quimicas e

biologicas:

e Analises quimicas, que consistem em determinac@es quali- e quantitativas de compostos

fendlicos no extrato e em suas fragdes;

e Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro por meio de diferentes metodologias para

elucidar as diferentes vias de agéo;

Fluxograma 2.1: Atividades previstas para o desenvolvimento do projeto de pesquisa subdividido em duas linhas
principais: analises quimicas e atividade antioxidante. CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; DPPH:
2,2-difenil-1-picrilhidrazil; TBARS: Espécies reativas ao acido tiobarbiturico - Thiobarbituric acid reactive

substances; Fe: Ferro,

Coleta do material e obtencao do extrato

Fracionamento

[
Analises quimicas

Atividade antioxidante

Prospeccao
fitoquimica

Fendis Totais

Flavonoides Totais

Taninos

Identificacdo dos
compostos (CLAE)

DPPH

TBAS

Capacidade Quelante

Atividade antioxidante em
células MCF7
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2.4 MATERIAIS E METODOS

2.4.1 Material vegetal

Sementes de T. gardneriana Wedd foram coletadas ao final do periodo de floracéo e
inicio do periodo de frutificacdo que ocorrem entre janeiro e marco. O local de coleta foi a
cidade de Aurora, no sul do estado do Ceara, na regido Nordeste do Brasil (Figura 2.1). Esta
cidade esta situada dentro da regido do bioma da Caatinga. Para realizacdo da coleta o projeto
conta com o registro de numero 47978-1, para coleta de material botanico, flngico e

microbioldgico junto ao SISBIO - Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade.

Figura 2.1: Mapa ilustrativo da cidade local de coleta.

Estado do Ceara - Brasil

Aurora

Fonte - Adaptado do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2016.

Apos a coleta foram preparadas exsicatas que foram levadas para identificacdo no
Herbario Prisco Bezerra (EAC39600), localizado na Universidade Federal do Ceara — UFC
(Fortaleza, Brazil).
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2.4.2 Preparagéo do Extrato

As sementes coletadas foram selecionadas e secas em estufa a 50 °C, sendo, em seguida,
trituradas, para aumento da superficie de contato. Em seguida, o material foi submerso em
etanol P.A. (1:2 M/V) para extragdo prolongada a temperatura ambiente e em recipientes
protegidos da luz. Foi realizada a troca do solvente, a cada trés dias de extracdo, atingindo uma
relacdo final de massa/volume de 1:6, segundo a metodologia descrita por Matos (1988), com

modificacdes.

O extrato foi submetido a duas filtracdes seguidas, a primeira utilizando algodéo, e a
segunda, papel filtro, para garantir retirada total da torta e retencdo de impurezas menores. A
destilacdo do solvente foi realizada em evaporador rotativo sob pressao reduzida e temperatura
controlada entre 50-60 °C, com posterior retirada do excedente etanolico em banho-maria. O
extrato bruto obtido foi acondicionado a -20 °C até 0 momento das analises ou dos processos
de fracionamento. O rendimento obtido para o Extrato Etandlico de Triplaris gardneriana
(EETQ) foi de 26%.

2.4.3 Obtencao das Fragdes do Extrato Etanolico das Sementes

Para realizacdo do fracionamento, 20 g do extrato etandlico foi homogeinizado com o
auxilio de um almofariz em silica gel 60 G até a obtencdo de um pé fino e homogéneo.
Utilizando um funil de Bichner e kitassato acoplado a uma bomba de vacuo, o extrato foi
tratado adicionando-se diferentes solventes em ordem crescente de polaridade. Cada solvente
foi adicionado até que ap0Os sua passagem a silica se mostrasse visualmente limpida. Os

solventes utilizados foram: hexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e agua.

Esse processo cromatogréfico teve como objetivo realizar uma primeira separa¢do dos
compostos presentes no extrato etandlico por meio da afinidade dos diferentes compostos pelas
polaridades dos solventes utilizados. Em seguida, cada fracdo foi separadamente filtrada para
garantir total retirada da silica e foram submetidas & destilacdo em evaporador rotativo, sob
pressdo reduzida e temperatura controlada, entre 50-60 °C, com posterior retirada dos solventes
excedentes em banho-maria. As fracGes obtidas foram: Fracdo hexanica de T. gardneriana -

FHTg; Fracdo cloroférmica de T. gardneriana — FCTgQ; Fracdo acetato de etitla de T.
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gardneriana — FATQ; Fracdo metandlica de T. gardneriana — FMTg; Fracdo aquosa de T.s
gardneriana — FAqTg. Assim como o EETg, as fracdes foram acondicionadas em frascos

protegidos da luz e mantidas a -20 °C até 0 momento das analises quimicas e demais ensaios.

2.4.4 Analises Quimicas

2.4.4.1 Prospecc¢ao Fitoquimica

O EETg foi submetido a anélise preliminar para a deteccdo de grandes classes de
metabolitos secundéarios. A metodologia utilizada foi descrita por Matos (1997). Em resumo,
parte do extrato foi solubilizada em etanol 70% (0,3 g/30 mL), e, em seguida, aliquotas de 3
mL da solucdo foram separadamente submetidas a diversos tratamentos, como acidificacao,
alcalinizacdo, agitacdo e aquecimento. Mudancas da coloracéo, formacéo de precipitados e de
espuma nos tratamentos foram observadas e analisadas, pois sdo indicativos de diferentes

classes de metabdlitos.

2.4.4.2 Determinacdo de Fenois Totais

O conteldo de fendis totais dos extratos e fracGes de T. gardneriana foi determinado
pelo método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999), com algumas modificacdes. Resumidamente, em uma microplaca de 96 pocos, foram
adicionados 50 uL das amostras, em concentraces pré-determinadas, a 50 uL do reagente
Folin-Ciocalteu (33% v/v), seguido por uma espera de 3 minutos para, logo, adicionar 100 pL
de agua destilada e 100 pL de carbonato de sodio (7,5%), nesta ordem. A mistura de reacéo foi
incubada por 30 minutos no escuro e a absorbancia foi medida a 700 nm com auxilio de um
espectrofotdmetro (Epoch, Take 3 module, BioTek fabricante, Winooski, VT, EUA). Para a
quantificacdo, o acido galico foi usado como referéncia para a realizacdo da curva padréo de
compostos fendlicos. O coeficiente de determinacdo da curva analitica foi de Rz = 0,9998. O
conteddo total fendlico € expresso em microgramas de acido galico por miligramas de amostra.

Todas as amostras foram analisadas em triplicatas.
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2.4.4.3 Determinacao de Flavonoides Totais

Para determinacgéo da concentragdo de flavonoides foi utilizado o método colorimétrico
utilizando cloreto de aluminio, como descrito por Woisk e Salatino (1998), com algumas
modificagdes. Quercetina foi utilizada para realizagdo da curva padrdo e obtencédo do fator de
calibracdo. Dez miligramas de quercetina foram dissolvidas em etanol 80%, sendo, em seguida,
feitas diluicdes para a obtencao das concentracdes 25, 50 e 100 pg/mL. As solugdes padrdes ou
do extrato e fracdes (0,5 mL) foram separadamente misturadas com 1,5 mL de etanol 95%; 0,1
mL de cloreto de aluminio 10%; 0,1 mL de acetato de potéassio 1 M e 2,8 mL de &gua destilada.
Apos a incubacdo a temperatura ambiente, por 30 minutos, a absorbancia da mistura foi lida a
415 nm. O cloreto de aluminio foi substituido por &gua destilada no branco. Os resultados foram
expressos em microgramas de quercetina por miligrama de amostra. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.4.4.4 Determinacdo de Taninos

A determinacdo de taninos foi executada pelo método de difusao radial (HAGERMAN,
1987). Este método tem como principio a reacdo entre taninos e proteinas em gel de agarose,
formando um halo visivel e mensuravel. Para esta reacdo, um tampdo de 50 mM de acido
acético, 60 pM de acido ascorbico e 0,04% de azida sddica foi preparado (pH 5,0). Este tampao
foi usado para preparar o gel de agarose 1%. Inicialmente a solucdo tampéao foi aquecida até
completa homogeneizacdo da agarose e, depois, arrefecida a 45 °C. Neste ponto, 0,1% de
albumina bovina sérica foi adicionada. Rapidamente, o gel foi distribuido em placas de Petri de
9 cm de diametro (15 mL em cada). As placas tampadas foram colocadas sob refrigeracdo, por
10 minutos, para assegurar a geleificacdo. Pogos de 4 mm de didmetro foram feitos no gel com
distancia de, no minimo, 2 cm entre 0s pocos e das bordas da placa. Com ajuda de uma
micropipeta, quatro aliquotas sucessivas de 8 pL de amostra foram adicionadas aos po¢os. Essas
placas foram incubadas por 96 h a temperatura ambiente. Para obter uma curva padréo, 0 mesmo
procedimento foi realizado com dilui¢Bes seriadas feitas a partir de uma solucéo etandlica
(70%) de acido tanico a uma concentragédo variando entre 84 e 1680 pg/poco. Todas as amostras

foram analisadas em triplicatas.
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2.4.4.5 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

2.4.4.5.1 Quimica, Aparelhos e Procedimentos Gerais

Todos os reagentes utilizados possuiam pureza com grau analitico. Metanol, acido
acetico, acido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, epicatequina, acido elagico,
rutina, quercetrina, isoquercetrina, quercetina, canferol e glicosideos de canferol foram
adiquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) foi realizada utilizando o
sistema CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo), destaque Auto Sampler (SIL-20A), equipado com
Shimadzu LC-20AT com duas bombas alternadas ligadas ao degaseificador DGU 20A5 com o
integrador CBM 202, UV-VIS com detector DAD (diodo) SPD-M20A e Software LC solution.

2.4.4.5.2 Quantificacdo de Compostos por CLAE

A analise cromatografica com fase reversa foi realizada utilizando colunas C18 (4,6 mm
x 250 mm), com particulas medindo 5 pm de didmetro. A fase movel continha uma solugdo de
agua e 2% de acido acético (A) e metanol (B), com composicdo do gradiente de 5% de B nos
primeiros dois minutos mudando para a obtencédo de 25, 40, 50, 60, 70 e 100% de B nos tempos
de 10, 20, 30, 40, 50 e 80 minutos, respectivamente, segundo a metodologia descrita por Laghari
etal., (2011), com ligeiras modificacdes. O extrato e fragdes de T. gardneriana (EETg; FMTg;
FATg; FCTg e FAQTQ) e a fase movel foram filtradas (filtro milipore - 0,45 um),
desgaseificadas com auxilio de um ultra-som. As amostras foram analisadas a uma
concentracdo de 20 mg / mL. A taxa de fluxo foi de 0,7 mL / min e o volume de injeccéo foi de
40 uL. As solucgdes padrao foram preparadas em concentracGes variando entre 0,030 e 0,250
mg/mL de catequina, epicatequina, quercetina, quercitrina, isoquercitrina, canferol e rutina, e
entre 0,45 e 500 mg/mL para &cidos galico, clorogénico, elagico e cafeico. A quantificagdo foi
realizada utilizando o método padrdo e integracdo externa dos picos a 257 nm para o &cido
galico, 280 nm para catequina e epicatequina, 325 nm para clorogenico, elagico e acido cafeico,
e 365 para a quercetina, quercitrina, isoquercitrina, canferol, rutina e glicosideo de canferol. Os

picos da cromatografia foram confirmados por comparagdo do seu tempo de retencdo com 0s
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de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 600 nm). As curva de calibracéo foram:
para o acido galico: Y = 14063x + 1187,9 (r = 0,9997); &cido clorogénico: Y = 12850x + 1372,5
(r = 0,9993); acido caféico: Y = 12748x + 1240,8 (r = 0,9991); &cido elagico: Y = 13065x +
1197,8 (r = 0,9999); catequina: Y = 11964x + 1387,6 (r = 0,9999); epicatequina: Y = 12678x +
1329,7 (r=0,9990); rutina: Y =12756x + 1367,1 (r = 0,9996); quercetina: Y = 14274x + 1341,5
(r = 0,9995); quercitrina: Y = 12694x + 1357,4 (r = 0,9993); isoquercitrina: Y = 12571x +
1358,5 (r = 0,9997) e canferoll: Y = 13657x + 1293,8 (r = 0,9999). Todas as operacdes de

cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

LD e LQ foram calculadas com base no desvio padrdo das respostas e a inclinacdo por
meio de trés curvas de anlise independentes, tal como definido por Boligon et al. (2013). LD
e LQ foram calculados como 3,3 ¢ 10 6 / S, respectivamente, onde ¢ ¢ o desvio padrdo da

resposta e S € o declive da curva de calibracdo.

2.4.5 Atividade Antioxidante in vitro

2.4.5.1 Sequestro do Radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A capacidade antioxidante do extrato e fracGes foram avaliadas utilizando o método
fotocolorimétrico do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), descrito por Mensor et al.
(2001). O radical DPPH apresenta em sua forma instavel a coloragdo purpura e, quando
neutralizado, torna-se incolor. O principio dessa técnica consiste em verificar se ha ou ndo
neutralizacdo, com base nas absorbancias das solu¢des de DPPH e das amostras a serem

avaliadas.

Nesse método, € preparada uma solucéo de 0,3 mmol de DPPH em etanol. A avaliacéo
foi realizada utilizando placas de microdiluicdo de 96 pocos, onde as amostras para testes foram
preparadas adicionando-se 100 pL da solu¢gdo DPPH em 100 pL de solugdes das amostras, que

foram diluidos em etanol P.A, em concentragdes variando de 1 a 500 pg/mL e em triplicata.
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Como controle negativo, foi utilizado 100 pL de DPPH e 100 pL de etanol. Para controle
positivo se utilizou &cido ascérbico nas mesmas concentragdes das amostras testadas. A reacéo
ocorreu no escuro a temperatura ambiente durante 30 min. A absorbéancia foi lida com auxilio
de um espectrofotdmetro a 518 nm. A atividade antioxidante foi estimada utilizando a seguinte

férmula:

%N = 100 x (AbSCOﬂtrole - AbSamostra)/ ADbScontrole

Onde %N é o percentual de neutralizacdo, Abscontrole € a absorbancia do controle
negativo (DPPH + Alcool); e Absamosra € @ absorbancia das amostras. Uma vez obtida a
atividade antioxidante convertida em porcentagem sera realizado o célculo para determinacéo
da capacidade de inibir 50% do DPPH (Clso) em pg/mL.

2.4.5.2 Grau de Inibicdo da Peroxidacdo Lipidica -TBARS (Substancias reativas ao acido

tiobarbiturico)

Ao ocorrer danos a camada lipidica ha a producédo de diversos subprodutos, entre eles
espécies reativas ao 4cido tiobarbitirico como o malondialdeido. A metodologia que foi
utilizada nessa investigacao é similar a utilizada na degradacéo da desoxirribose com séries de

reacOes, seguidas da leitura das absorbancias na faixa de 532 nm.

Foi preparada uma solucédo de gema de ovo (Solucédo 3:2 - hexano:alcool isopropilico)
na proporgéo de 1 g para 10 mL. Esta solugé&o foi filtrada e rotoevaporada, sob presséo reduzida,
a 60 °C, ate a obtencéo de residuo seco. Para o ensaio TBARS, se solubilizou 0,05 g do residuo

em 10 mL de agua destilada.

A producdo de TBARS foi determinada utilizando um método modificado, de Sabir e
Rocha (2008). Os homogeneizados obtidos com fosfolipideo de ovo e diferentes concentragdes
das amostras (16 -250 pg/mL), em conjunto com um volume adequado de &gua deionizada
(volume total de 500 puL), foram pré-incubados a 37 °C durante 1 h na presenca ou auséncia de
ferro como agente indutor de peroxidacao lipidica por estresse oxidativo. A reacéo de cor ocorre
pela adicédo, apos a pré-incubacéo, de 500 pL de tampdo acido acético (pH-3) e 500 uL de TBA
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0,6% dissolvido em &gua destilada. As misturas de reagdo, incluindo uma série de diluicdes de
0,03 mM de MDA padréo, foram incubadas a 97 °C por 1 h e, apds esse periodo, foi realizada
uma particdo com butanol para cada solucgéo. A leitura da absorbancia devera ser realizada apos
o resfriamento dos tubos, utilizando a fase butandlica, com comprimento de onda ajustado para
532 nm. Todos os testes foram acompanhados de uma curva de calibracdo com quantidades
conhecidas de MDA para realizar o calculo do fator de correcéo, esses dados foram utilizados
para o caculo da concentracdo de MDA (nmol de MDA/g de tecido). Todos o0s ensaios foram

realizados em triplicata.

2.4.5.3 Atividade Quelante

A fim de avaliar propriedade quelante dos extratos e fracdes, foi usado o método da
fenantrolina, com pequenas modificagdes (PUNTEL; NOGUEIRA; ROCHA, 2005).
Resumidamente, uma mistura contendo 40 pL de Fe2+ (120 UM Fe2SOg4) e 20 pL das amostras
nas concentragdes de 62,5 a 1.000 pg/mL foi somada a 591 pL de agua destilada mais 376 pL
de tampéo Tris-HCI (0,1 M; pH 7,2), seguido de 5 minutos de espera para formar complexos
entre o Fe(ll) e os compostos que tém essa propriedade. Depois disso, 13 pL de fenantrolina
(0,25%) foram adicionados para formar complexos coloridos com os ions de ferro que
permaneceram livres. A absorbancia foi registrada a 510 nm. Os valores foram expressos em
percentual em relacdo ao controle (mistura de reacdo sem amostra). As solugdes de Fe2SO4
foram preparadas logo antes do uso em agua destilada. Acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) foi usado como controle positivo do ensaio nas mesmas concentragdes das amostras.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

2.4.5.4 Cultivo de células MCF 7

Frascos de cultivo celular contendo uma suspensao de células de carcinoma de mama
MCF 7 (ATCC, HTB-22; nimero de passagem de 8-12), a uma densidade de 5,10* células/mL
em meio de cultura DMEM (enrriquecido com 10% de soro fetal bovino inativado e 3 mL de
penicilina/estreptomicina), foram incubadas numa atmosfera de 5% CO> e 100% de umidade

relativa.
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Depois de 72 h de incubacéo foi realizada uma troca do meio de cultura seguida da
analise em microscopio optico para investigagdo de contaminages e estimacéo da confluéncia
celular, que deve estar entre 40 e 50%. Os frascos eram entéo incubados novamente e uma nova
avaliacdo e troca de meio de cultura € realizada apds 48 h (confluencia celular 70-80%).

Ap6s 72 h da ultima troca do meio de cultura (confluéncia celular entre 90 e 100%) o
meio de cultura é retirado, as células sdo lavadas, tripsinizadas, ressuspensas em meio de
cultura, contadas em camara de Neubauer, para ajuste de concentracéo e passadas para novos

frascos ou semeadas para placas de 96 pocos para 0s ensaios.

2.4.5.5 Espécies reativas de oxigénio intracelular

A geracdo Intracelular de ROS foi estimada utilizando um indicador de radicais livres
no citoplasma, o reagente vermelho fluorescente CELLROX® Deep Red da Life
Technologies™, Holanda. CELLROX® reagente é um corante estavel que ndo é fluorescente
enquanto estd em estado reduzido, mas € capaz de se difundir através da membrana da célula,
onde é oxidado na presenca de espéciesreativas de oxigénio gerando, entdo, um produto
fluorescente brilhante. A intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a quantidade
de ERO formada dentro da céelula (Bone, Seredick et al. 2013).

Dois compostos diferentes foram utilizados como indutores do estresse oxidativo x: 0
hidroperdxido de terc-butilo (TBHP) e a menadiona. Como inibidor do estresse oxidativo
padrdo indicado pela Life Tecnologies foi usado N-acetil-cisteina (NAC). Para o controle
negativo foi usado o meio de cultura celular DMEM contendo a mesma quantidade de DMSO
(dimetil sulfoxido), utilizado para dissolver amostras.

Foram  feitas  algumas  alteragbes nas  instrucdes do  fabricante
(http://www.lifetechnologies.com) para permitir a avaliagdo da capacidade das amostras em
prevenir o estresse oxidativo induzido por TBHP e menadiona. Da mesma forma para avaliar a
capacidade das amostras em ajudar a células a restaurar o balango oxidativo, depois de terem
sido submetidas a um aumento na producéo de ERO, induzido por TBHP e menadiona. Todas

as amostras foram analisadas em triplicata.

2.455.1 Avaliacdo da capacidade das amostras em prevenir a geracdo de ERO

intracelular.
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Placas de microdiluigéo de 96 pocos, contendo 100 puL em cada poco de uma suspensao
de células MCF 7, a uma densidade de 5.10* células/mL em meio de cultura DMEM foram
incubadas por 72 h numa atmosfera de 5% CO> e 100% de umidade relativa. Ao final do periodo
de cultivo, foram adicionados 25 pL das substancias a serem testadas, sendo elas: NAC
(concentracéo final 5 mM), EETg (100 pg/mL), quercetina (40 pg/L - controle de flavonoide),
acido galico, acido cafeico (20 e 100 pug/mL respectivamente - controles de acido fendlico), ou
meio de cultura fresco como controle negativo.

Ap0s a adicdo das amostras, as placas foram incubadas, novamente, a 37 °C durante 1
h. Em seguida, o0 meio de cultura de cada pogo foi renovado para evitar que as amostras
presentes no meio extracelular interferissem no experimento. Subsequentemente foram
adicionados 25 pL TBHP (concentracédo final de 100 uM) ou menadiona (concentracao final
de 100 uM) para induzir estresse oxidativo. A exposic¢ao durou 1 h e, entdo, 50 pL de solugéo
corante contendo Hoechst 33342 (concentracdo final de 4 puM, um corante fluorescente de
indicacdo de DNA) e reagente CelROX® (concentracao final 5 mM) foram adicionados a cada
poco, atingindo o volume final de 200 uL, seguido de uma nova incubacdo durante 45 min a 37
°C.

As intensidades de fluorescéncia foram detectadas pelo analisador de imagens celulares
Cellavista Imager (Bio SynenTec Services GmbH, Elmshorn, Alemanha). Hoechst 33342 foi
detectado com comprimento de onda de excitacdo a 395 (DAPI) LED e comprimento de onda
de emissdo a 452/45 nm (DAPI) nm. A fluorescéncia do reagente CellROX® Deep Red foi
detectada com excitacdo em comprimento de onda 620 nm (Cy5) e comprimento de onda de
emissdo a 692/40 nm (Cy5). Todas as amostras foram analisadas em triplicata e o teste foi

repetido para confirmagao dos resultados obtidos.

2.4.55.2 Avaliacdo da capacidade das amostras em restaurar o balanco oxidativo

intracelular de ERO.

Placas de microdiluigéo de 96 pocos, contendo 100 puL em cada poco de uma suspensao
de células de carcinoma de mama MCF 7, a uma densidade de 5,10* células/mL em meio de

cultura DMEM foram incubadas por 72 h numa atmosfera de 5% CO, e 100% de umidade
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relativa. Ao final do periodo de cultivo, foi adicionado 25 pL TBHP (concentracéo final de 100
KM) ou menadiona (concentracdo final de 100 uM) para induzir estresse oxidativo. Também
foi adicionado em pocos separados 25 pL de meio de cultura fresco como controles negativos.

Ap0s a adicdo dos indutores de estresse as placas foram incubadas, novamente, a 37 °C
durante 1 h. Em seguida, o meio de cultura de cada pogo foi renovado para evitar que as
amostras presentes no meio extracelular interferissem no experimento. Subsequentemente,
foram adicionadas 25 uL das substancias a serem testadas, sendo elas: NAC (concentracédo
final 5 mM), EETg (100 pug/mL), quercetina (40 pg/L - controle de flavonoide), acido galico,
acido cafeico (20 e 100 pg/mL, respectivamente - controles de acido fendlico), ou meio de
cultura fresco.

A exposicdo as amostras durou 1 h e, entdo, 50 uL de solucdo corante, contendo
Hoechst 33342 (concentracdo final de 4 UM, um corante fluorescente de indicacdo de DNA) e
reagente CellROX® (concentracéo final 5 mM) foi adicionado a cada poco, atingindo o volume
final de 200 uL, seguido de uma nova incubacéo durante 45 mina 37 ° C.

As intensidades de fluorescéncia foram detectadas pelo analisador de imagens celulares
Cellavista Imager (Bio SynenTec Services GmbH, Elmshorn, Alemanha). Hoechst 33342 foi
detectado com comprimento de onda de excitacdo a 395 (DAPI) LED e comprimento de onda
de emisséo a 452/45 nm (DAPI) nm. A fluorescéncia do reagente CellROX® Deep Red foi
detectada com excitagcdo em comprimento de onda 620 nm (Cy5) e comprimento de onda de
emissdo a 692/40 nm (Cy5). Todas as amostras foram analisadas em triplicata e o teste foi

repetido para confirmacao dos resultados obtidos.

2.5 Resultados

2.5.1 Caracterizacdo quimica

A anélise fitoquimica do extrato etanolico de T. gardneriana mostrou um perfil que
compreende varias classes de metabolitos secundarios tais como fendis, taninos, antocianinas,
antocianidinas, flavonois, xantonas, auronas, flavonoides, leucoantocianidinas, terpenos e

saponinas (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1: Prospeccéo fitoquimica do extrato etanolico de Triplaris gardneriana Wedd.

Classes de metabolitos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Extrato

EETg + -~ + + + - + + - + - 4+ - -+ 4

Tabela: 1 = Fendis; 2 = taninos condensados; 3 = taninos pirrogalicos; 4 = antocianinas; 5 =
antocianidinas; 6 = flavonas; 7 = flavonais; 8 = flavondis; 9 = flavononois; 10 = xantonas; 11
= chalconasl2 = auronas; 13 = proantocianidinas; 14 = catequinas; 15 = terpenos; 16 =
saponinas; + = presenca; - = Auséncia

As presencas de alguns compostos pertencentes a algumas dessas classes foram
confirmadas, identificadas e quantificadas por métodos subsequentes a caracterizagdo quimica.

A fracdo que obteve o melhor rendimento foi a metandlica representando 66,13% do
peso do extrato etandlico que foi inicialmente utilizado. Isso provavelmente ocorre devido a
maior proximidade entre a polaridade do metanol e a do etanol na escala eluotropica. Por ordem
de rendimento, a fracdo metandlica foi seguida pela fracdo hexanica, fracdo acetato de etila,
cloroférmica e fragdo aquosa, com 8,85; 6,42; 4,99 e 2%, respectivamente. A fracdo hexanica
foi descartada, pois a sua composicao, predominantemente apolar, dificultou a realizacdo dos
experimentos, e o ensaio preliminar com DPPH ndo demonstrou nenhum indicio de atividade
antioxidante. Todas as demais amostras tiveram a sua composi¢do investigada através do
CLAE. A fracdo cloroférmica também foi descartada dos experimentos por ndo apresentar
nenhum indicio de atividade antioxidante na analise preliminar com o DPPH. A fracdo aquosa
apresentou atividade antioxidante, mas o seu rendimento foi 0 mais baixo entre todas as fragdes,
o0 que dificultava a obtencdo para repor o seu estoque, todo o material disponivel foi utilizado
para identificacdo da composicdo quimica atraves da CLAE e ensaios antioxidantes DPPH e

atividade quelante.

A determinacdo de fendis mostrou que a fracdo de acetato de etila conseguiu concentrar
mais compostos fendlicos, seguida pela fracdo metandlica e extrato etandlico com valores de
174,67; 131,94 e 92,78 pg/mg, respectivamente (Tabela 2.2). Para a determinagdo de
flavonoides a fr¢do acetato também obteve a maior concentracdo (57,05 pg/mg) seguido do
extrato e fracdo metandlica que apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (35,56 e
31,90 pg/mg respectivamente (Tabela 2.2). Em relagdo ao ensaio de estimativa de taninos, a

fracdo de acetato de etila teve a mais alta concentragcdo com 0,43 equivalente de &cido tanico
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em pg por grama de amostra, seguido pelo extrato etandlico com 0,36 e a fracdo metanolica
com 0,25 pg/g amostra (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 — Taninos, fenois e flavonoides totais de Triplaris gardneriana Wedd

Caracterizacdo quimica

Amostras
Fenois totais* Flavonoides** Taninos***
Extrato etandlico 92.78 £ 3.01a 35.56 + 1.88a 0,355 £ 0,04a
Fracdo metandlica 131.94 + 4.99b 31.90 + 3.94a 0,259 + 0,04b
Fracdo acetato de etila 174.67 £ 4.22¢ 57.05+6.72b 0,428 £ 0,02a

Os valores representam a média £ desvio padrdo de trés leituras diferentes. Valores
seguidos da mesma letra, para cada ensaiso, sdo semelhantes segundo a anélise de
vairiancia ANOVA.

*Acido galico equivalente em pg por mg de extrato ou frago.

**Quercetina equivalente em g por mg de extrato ou fracao.

***Acido tanico equivalente em pg por mg de extrato ou fracio.

2.5.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - CLAE

A anélise por CLAE conseguiu identificar nas amostras um total de 12 picos
correspondentes aos compostos padrdo, sendo quatro &cidos fendlicos (acido galico, acido
elagico, acido clorogénico e acido cafeico) e oito flavonoides (catequina, epicatequina, rutina,
guercetina, isoquercetrin, quercetrina, canferol e glicosideo de canferol) (Figura 2.2). As

estruturas de cada composto identificado podem ser visualizadas nas figuras 2.3 e 2.4.

Os compostos identificados tiveram uma ampla diferenca de concentragdo entre o
extrato e as fragdes. Por vezes, um composto se apresentava como majoritario em uma fracao
e apresentava niveis muito baixos ou ndo eram detectados em outra fracdo. Apesar da variacao
dos principais constituintes, trés amostras apresentaram como composto majoritario o acido
cafeico, sdo elas o extrato etandlico, as fracdes acetato de etila e cloroférmica com 12,65; 45,26
e 12,95 mg/g, respectivamente. E as frages metandlica e aquosa mostraram uma maior

concentracdo de &cido eldgico com 14,82 e 16,82 mg/g, respectivamente (Tabela 2.3). A
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quantificacdo por CLAE também confirmou que a fracdo de acetato de etila concentrou uma
quantidade maior de compostos fendlicos, seguido pela fracdo aquosa, fragcdo metandlica,

extrato etanolico e fragdo de cloroformio em ordem decrescente.

O processo de fracionamento ndo conseguiu obter fracbes com composicgdes distintas,
com execdo da fragdo cloroférmica que apresentou somente 6 dos 12 compostos padrdes
utilizados na identificagdo. Isso pode ser o porqué de em alguns experimentos posteriores, 0
extrato e as fracGes apresentarem resultados semelhantes. Novas etapas cromatograficas sdo
necessarias para refinar a separacao desses compostos caso haja o intuito de isola-las.

Figura 2.2 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia: EETg (a), FMTg (b), FAcTg (c), FCTg
(d) FAQTg (e). ac. galico (pico 1), catequina (pico 2), ac. clorogénico (pico 3), ac. cafeico (pico

4), epicatequina (pico 5), ac. elagico (pico 6), rutina (pico 7), quercitrina (pico 8), isoquercitrina
(pico 9), quercetina (pico 10), canferol (pico 11) e glicosideo de canferol (pico 12).
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Figura 2.3: Sugestdo de estrutura dos acidos fendlicos identificados em sementes de Triplaris
gardneriana; a) acido elagico; b) acido caféico; c) acido clorogénico; d) acido galico
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Figura 2.4: Sugestdo de etrutura dos flavonoides identificados nas sementes de Triplaris
gardnerianda; a) rutina; b) quercetrina; c) quercetina; d) epicatequina; €) canferol f) catequina;

) glicosideo de canferol; h) isoquercetrina

HO
HO
d) OH
HO o R
OH
1o
OH
f) OH
OH 0 HO o
e) on = OH
HO O
oH o
OH on
OH h)
) OH 0 HO (0]
0
OH Q
HO,, OH
| ‘ |
HO v [8] Q
OH H
OH oH

Fonte: Elaborado pelo autor



78

Tabela 2.3 — Composigdo de fenois e flavonoides de Triplaris gardineriana.Wedd. identificados por cromatrografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE).

Extrato etandlico Fracao metandlica Fragéoe?i(i:tato de Fracao cloroférmio Fracdo aquosa LOD LOQ
Compostos

mg/g % mg/g % mg/g % mg/g % mag/g % py/uA  py/pA

Acido galico 259+001la 0,25 308x0,02a 0,30 1495+0,01la 149 221+0,0l1a 022 432+003a 043 0,018 0,059
Catequina 2,16 +0,0la 021 231+001b 023 267+003b 0,26 135+0,03b 0.13 097+0,01b 0,09 0,023 0,075
Acido clorogénico 8,37 +0,03b 0,83 9,15+0,02c 0,91 29,81+0,03c 298 756+001c 0.75 7,69+001lc 0,76 0,007 0,023
Acido cafeico 12,65+0,01c 1,26 13,49+0,03d 1,34 4526+0,03d 4,52 1295+0,01d 1.29 12,30+£0,02d 1,23 0,034 0,112
Epicatequina 2,70+0,02a 0,27 150+0,01e 0,15 1450+0,0la 145 141+0,01b 0.14 3,19+0,03e 0,31 0,015 0,049
Acido elagico 1259+0,01c 1,25 14,82+0,01d 1,48 4397+0,01d 4,39 - - 16,82+£0,01f 1,68 0,036 0,018
Rutina 481+003d 048 296+0,02 0,29 13,78+0,0l1a 1,37 - - 245+0,01le 0,24 0,029 0,095
Quercitrina 796 +0,03b 0,79 541+0,01f 054 31,12+0,02c 3,11 - - 7,18+0,02c 0,71 0,042 0,138
Isoquercitrina 6,14+00le 161 905x0,02c 0,90 3841+£0,0le 3,84 - - 1259+0,01d 1,25 0,031 0,102
Quercetina 7,35+£0,02b 0,73 4,78+0,03f 0,47 19,35+0,02f 1,93 - - 6,90+0,02c 0,69 0,008 0,029
Canferol 452+0,01d 045 3,16+002a 0,31 1464+001la 1,46 157+001b 0.15 342+0,0le 0,34 0,021 0,069
CGa'r']‘]igrs(')?eo de 1,93+0,0la 019 117+00le 011 20,79+0,01f 2,07 - - 457+003 045 - .

Os resultados sdo expressos como média + D.P. de trés determinacdes. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey, p

<0,05.
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2.5. 3 Capacidade Antioxidante

O ensaio para a atividade antioxidante pelo processo de neutralizacdo do radical livre
(DPPH livre) revelou um comportamento semelhante, com respostas dose-dependentes em
todas as amostras testadas (Gréafico 2.1), com uma variagdo de cerca de 2 pg/mL entre a maior
e a menor Clsg. O melhor resultado foi apresentado pela fracdo metandlica com CNso de 11.45
pg/mL, relativamente muito préximo ao valor do controle positivo que apresentou CNso de 8,87
pug/mL (Tabela 2.4).

Gréfico 2.1: Perfil de capacidade de neutralizacdo do radical livre DPPH pelas amostras; EETg
- Extrato etandlico de Triplaris gardneriana; FMTg —Fracdo metandlica de T. gardneriana;
FATg — Fracao acetato de etila de T. gardneriana; FAqTg — Fracdo aquosa de T. gardneriana;
Vita C — Vitamina C.
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Para a avaliacdo da peroxidacéo lipidica (método TBARS), todas as amostras tambem
demonstraram um efeito dependente da dose, assim como apresentado para 0 ensaio de
neutralizacdo de radicais livres, ndo s em condigdes basais, mas também quando a peroxidacdo

lipidica foi estimulada com ferro como agente indutor de stress (Grafico 2.2).
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O extrato etanolico apresentou reducdo significativa da peroxidacao lipidica basal ja na
concentra¢do mais baixa de 8 pg/mL, quando para a fragdo metandlica e para a fracdo acetato
de etila essa reducéo sé foi significativa a partir das concentracfes de 16,125 e 32,25 pg/mL,
respectivamente. Em relacdo a peroxidacdo lipidica induzida por ferro, todas as amostras
conseguiram reduzir, significamente, a partir da concentragdo de 32,25 pg/mL. E nas
concentragfes mais altas, de 125 e 250 pg/mL, houve uma reducéo da peroxidacao lipidica
induzida por ferro a niveis significativamente inferiores ao nivel basal de peroxidacao lipidica
(Grafico 2.2)

Gréfico 2.2: Ensaio de inibigdo da peroxidacdo lipidica; EETg — Extrato etandlico de Triplaris gardneriana;
FMTg — Fracdo metandlica de T. gardneriana; FACTg — Fragdo acetato de etila de T. gardneriana. ***=P<0,001
em relagdo a concentragdo “0” de cada grupo; # = p<0,01 em relagdo a concentragdo “0” do grupo basal
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Quando calculados os valores da capacidade de inibir 50% da peroxidacéo lipidica -
CNso, 0 melhor resultado na auséncia de ferro foi apresentado pela fracdo de acetato de etila
(CNso 6,14 ng/mL) e na presenca de ferro foi obtida pelo extrato etanélico (CNso 26,75 pg/mL).
Como pode ser visto na Tabela 2.4, o valor mais elevado néo difere muito do menor conseguido

pela fracdo metandlica, com 28,08 pg/mL (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 — Atividade antioxidante do extrato e fracGes de sementes de Triplaris gardneriana.
A capacidade de neutralizar 50% de radicais livres DPPH - CNsg e a capacidade de inibir 50%
da peroxidacdo lipidica Cliso. na presenca e auséncia de ferro.

DPPH - CNsg TBARS - CI50 (ug/mL)
Amostra (Mg/mL) Basal Com ferro
Extrato etandlico 13,05 £ 0,02 9,36 £ 0,07 26,75 = 0,08
Fracdo metandlica 11,45+ 0,02 11,53 £ 0,02 28,08 £ 0,03
Fracdo acetate de etila 13,57 £ 0,02 6,14 + 0,03 27,02 £ 0,04
Fracdo aquosa 12,50 £ 0,02 ND ND
Controle positivo
Vitamina C 8872003 ) )

ND, ndo determinado. Os valores sdo médias + DP de trés medices.

Em relacdo a atividade quelante, a fracdo de acetato de etila mostrou ter a melhor
capacidade de complexacgdo, com 48% na maior concentragao testada (1,000 pg/mL), seguida
do extrato etan6lico com quase 40% na mesma concentragdo. As outras amostras apresentaram
uma capacidade quelante irrelevante, com pouca varia¢do apds acréscimos de concentracdes
(Gréfico 2.3). Devido aos baixos valores que, por vezes, mostravam pouca ou nenhuma
diferenca de complexacdo entre concentracfes distantes, ndo foi possivel fazer o calculo da

capacidade de complexar 50% do sulfato ferroso.
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Gréafico 2.3: Capacidade, em porcentagem, das amostras formarem complexos com o sulfato
ferroso. FAQTg — Fracdo aquosa de Triplaris gardneriana; EETg — Extrato etandlico de T.
gardneriana; FMTg — Fracdo metanolica de T. gardneriana; FAcTg — Fracao acetato de etila
de T. gardneriana; EDTA - Acido etilenodiaminotetracético.
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Os resultados da medicdo de espécies reativas de oxigénio intracelular mostraram que
todas as amostras sdo habeis em prevenir o estresse oxidativo induzido pelo TBHP (p <0,001;
Gréfico 2.4). Neste caso, a quercetina apresentou o melhor resultado, reduzindo o nivel de
radicais livres as condicdes basais. Em relacdo a menadiona, os compostos fendlicos padrao
testados apresentaram capacidade mais baixa de prevenir o estresse, quando comparado ao
TBHP, nesse caso apenas a quercetina apresentou reducéo significativa em relagdo ao controle.
Ja o extrato etanolico e NAC conseguiram reducdes significativas em ambos os tipos de

inducéo.
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Gréfico 2.4: Intensidade de fluorescéncia do ensaio para avaliar a habilidade das amostras em
prevenir a formacdo de estresse oxidativo, utilizando células MCF 7, por TBHP (A) e
Menadiona (B); EETg Extrato etanolico de; NAC — N-acetil-cisteina; GA — acido galico; QU —
quercetina; CA — &cido cafeico; ** - p<0,01; ***-p<0,001.
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Todas as amostras testadas também puderam ajudar as células a restaurar a homeostase
oxidativa a niveis proximos ou inferiores ao basal depois de sofrerem um aumento do nivel
radial livre induzida por TBHP e por menadiona (Grafico 2.5). Os resultados para esse
experimento e para 0 experimento anteriores podem ser observados visivelmente nas
micrografias das células dos ensaios, onde a cor vermelha indica a presenca de radicais livres

(Tabelas 2.5 e 2.6)
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Gréfico 2.5: Intensidade de fluorescéncia do ensaio em células MCF 7para avaliar a habilidade
das amostras em restaurar o balanco oxidativo induzido por TBHP (A) e Menadiona (B); EETg
Extrato etanolico de; NAC — N-acetil-cisteina; GA — acido galico; QU — quercetina; CA — &cido
cafeico; ** - p<0,01; ***-p<0,001.
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Tabela 2.5: Microfotografia de células MCF 7 tratadas com antioxidantes antes de ser induzido
estresse oxidativor por TBHP e menadiona EETg- Extrato Etandlico de T. gardneriana; NAC

— N-acetil-cisteina; GA — ac. galico; QU — quercetina; CA — ac. cafeico; escala 90-100 pum.

Amostras

Amostras seguidas
de TBHP

Controle
(somente meio de
cultura)

NAC 5 mM

EETg 100 pg/mL

QU 40 pg/mL

GA 20 pg/mL

CA 100 pg/mL

Amostras seguidas
de menadiona
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Tabela 2.6: Microfotografia de células MCF 7 tratadas com antioxidantes depois de ser induzido
estresse oxidativo com TBHP e Menadiona EETg- Extrato Etanolico de T. gardneriana; NAC

— N-acetil-cisteina; GA — ac. gélico; QU — quercetina; CA — ac cafeico; escala 90-100 pm.

Amostras

Controle
(somente meio de
cultura)

NAC 5 mM

EETg 100 pg/mL

QU 40 pg/mL

GA 20 pg/mL

CA 100 pg/mL

TBHP seguido das
amostras

Menadiona seguida
das amostras
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Discussao

De todos os compostos identificados neste trabalho, apenas a quercetina tinha sido
anteriormente identificada nas folhas desta planta (SANDRA et al., 2015). As identificacOes
dos outros 11 compostos ndo tém precedentes para esta espécie e muitos sdo préximos
estruturalmente, e por vezes, estdo a poucos passos uma das outras em suas rotas biossintéticas
(Figuras 2.5, 2.6 € 2.7).

Outros autores ja identificaram compostos fenolicos, semelhantes aos encontrados nesse
trabalho, em plantas do género Triplaris. Hussein et al. (2005) identificaram nos extratos de
folhas de T. cumingiana a presenca de quercetina glicosilada e Oliveira et al,. (2008) também
encontraram quercetina nas folhas de T. Americana, além de canferol, acido géalico, dois
triterpenos (friedelina e friedelinol) e um glicosideo fenilpropanoide (vanicoside D). Sandra et
al., (2015) identificaram dois tipos de flavonoides (quercetina e miricetina) e suas formas
glicosiladas (quercetina-hexosideo; quercetina-pentosideo; quercetina ramnobiosideo e

miricetina-hexosideo) no extrato etandlico e fracdes de folhas T. gardneriana.

Alguns estudos apontam para o efeito sinérgico desses compostos naturais,
principalmente porque apresentam estrita relacdo metabdlica, e por poderem formar grandes
complexos quando unidas em conjunto, como é o caso de taninos (RAHMAN, 2007). O
potencial antioxidante de T. gardneriana Wedd é, provavelmente, um dos grandes responsaveis
pelos efeitos anti-inflamatdrios e anti-hemorroidas atribuidos pela populagéo, e até mesmo pela
acao sobre algumas infec¢bes sexualmente transmissiveis, uma vez que, essas moléculas
também sdo descritas na literatura como sendo capazes de combater bactérias e fungos
(MATIAS et al. 2012).
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Figura 2.5: Uma das possiveis vias de biossintese de acidos fenolicos; essa via apresenta como
ponto de partida o &cido chiquimico, seguindo esses passos propostos o acido galico é precursor
do &cido elagico, assim como o acido cafeico é, juntamente ao acido quinico, precursor do acido
clorogénico. Esta rota tem como composto comum a rota dos flavonoides a fenilalanina, mas
neste caso seu destino metabolico é distinto. Fonte: adaptado de DEWICK e Haslam, 1969;

LEAL, 2006; SUN, HEILMANN e KONIG, 2015.
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Figura 2.6: Via de biossintese de catequinas a partir dos carboidratos. Fonte: Adaptado de DEWICK, 2009; DORES, 2007; MAUGE, et al

2010; WINKEL-SHIRLEY, 2001.
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Figura 2.7: Via de biosintese de alguns flavonoides. Seguindo essa sequéncia o canferol € precursor de cinco outros compostos identificados
por CLAE. DEWICK, 2009; DORES, 2007; MAUGE, et al 2010; WINKEL-SHIRLEY, 2001.
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As propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos sdo baseadas, primordialmente,
por trés mecanismos de agdo. O primeiro mecanismo envolve uma reacao direta, (ArOH
+ R’ — ArOH" + R"), quando o antioxidante (ArOH) transfere um elétron para o radical
livre (R¢), nesse caso 0 anion R~ é uma espécie energeticamente estavel, com um ndmero
par de elétrons, enquanto o cation ArOH™ ainda é menos reativo que o radical livre.

No segundo mecanismo (ArOH + R¢ — ArOe + RH), ocorre uma transferéncia
do atomo de hidrogénio, atraves de uma ruptura homolitica da ligacdo O-H. O produto
desta reagdo sao espécies RH inofensivas e radicais oxidados ArOe. Apesar de gerar outro
radical, este ¢ menos reativo com respeito a Re. O ultimo mecanismo surge da
possibilidade dos polifendis capturarem ions metélicos de transi¢do, produzindo
compostos complexos estaveis. No primeiro mecanismo, o potencial de ionizacéo (IP) €
0 parametro mais importante na analise da atividade antioxidante; quanto menor o valor
de IP, mais facil é a subtracdo do elétron com a consequente reacdo com o radical. No
mecanismo seguinte, a entalpia de dissociacdo de ligacdo (BDE) dos grupos O-H é o
parametro indicativo principal de atividade scavenger; quanto menor o valor de BDE,
mais facil sera a dissociacdo do grupo OH e a reacdo com o radical livre (LEOPOLDINI,
et al., 2004; 2011)

Todos estes mecanismos dependem da estrutura e meios onde 0s compostos estdo
imersos. Considerando-se 0 meio aquoso, 0s estudos mostram que o acido elagico seguido
da epicatequina (Tabela 2.7), possuem uma elevada capacidade de agir tanto doando

elétrons quanto compartilhando seus hidrogénios (MAZZONE, et al., 2013).

Levando em consideracdo o ensaio de DPPH, pode-se inferir que o extrato e
fracdes das sementes de T. gardneriana detém a capacidade de doar elétrons, uma vez
que essa habilidade € necessaria para neutralizar esses tipos de radicais livres. A
capacidade de quelar metais de transicdo ndo parece ser 0 mecanismo de agéo
preponderante das amostras, haja vista que no ensaio da atividade quelante nédo foi

possivel demonstrar essa capacidade, exceto nas concentracGes mais elevadas.

O ensaio TBARS revelou que as amostras possuem a capacidade de proteger a
membrana de lipideos contra a peroxidacdo. A atividade quelante, embora modesta, pode
ter influenciado positivamente esse resultado, uma vez que a protecao foi muito evidente
nas maiores concentragdes. No entanto, o mais plausivel é que os compostos atuem
diretamente sobre os radicais livres formados ou que interajam, de um modo protetor,

com a membrana lipidica. Camones et al. (2010) identificaram para 0 extrato
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hidroalcodlico das folhas de T. americana uma NCso do material frente ao DPPH de 9,54
pg/mL, valores comparaveis com os resultados do nosso trabalho (11,45-13,57 pg/mL
Tabela 3).

Tabela 2.7: Valores de 4BDE e de AIP (em kcal/mol).

ABDE AlIP
Composto . - - —
Gas Agua Benzeno Metanol| Gas Agua Benzeno Metanol
Fenol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido elagico - 77,30 - 77,30 - 141,30 - 142,00
Acido gélico -10.64 -14,84 -11,51 - -296 -645 -2,59 -
Quercetina -10.64 - = = -26,00 = = =
Acido cafeico -9,28 -11,10 -9,64 - -10,90 -8,38  -8,24 -
Epicatequina -9,17 -19,43 -10,36 - -21,20 -15,86 -15,31 -
Catequina  -8.74 = - - -2240 = - -
Kaempferol -1,95 -10,11 -3,24 - -24,06 -13,23 -18,27 -

ABDE: variagado na entalpia de dissociacao de ligagdo; AIP: varia¢do no poténcial de
ionizacdo; Fonte: Leopoldini, et al., (2004).

O extrato etanolico das sementes de T. gardneriana mostrou uma capacidade
antioxidante superior quando comparado a outras espécies vegetais provenientes do
mesmo bioma. Um trabalho anterior desenvolvido pelo nosso grupo (FARIAS et al.,
2013), utilizando uma técnica semelhante de neutralizacdo do DPPH, mostrou que o
extrato etandlico das sementes de T. gardneriana apresentou o melhor potencial
antioxidante entre 21 extratos etanolicos de sementes de plantas do bioma Caatinga, com
uma NCso de 69,73 pg/mL, muitas vezes superior aos segundo e terceiros colocados na
lista, que foram Licania tomentosa com 216 pg/mL e Licania rigida com 487,51 pug/mL,

respectivamente.

Sandra et al., (2015) demostraram que o0 extrato etandlico das folhas de T.
gardneriana também apresentam forte potencial antioxidante com uma CNsg para o
DPPH de 2,27 pg/mL, que foi bem préximo ao controle com vitamina C, de 3,21 pug/mL.
Fazendo uma comparagdo, seus resultados foram semelhantes aos nossos resultados
encontrados para o extrato etandlico das sementes que apresentou NCso de 13,05 pg/mL
e a vitamina C, nas mesmas condicdes, apresentou NCso de 8,87 pug/mL. O mesmo estudo
demonstrou que o extrato das folhas é capaz de prevenir a oxidacdo do p-caroteno, e

identificou-se também uma elevada capacidade de fotoprotegdo contra radiacdo do tipo
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UVA, UVB e UVC, os autores associaram essa atividade com a composic¢ao quimica rica

em flavonoides.

Uma das substancias utilizadas para a inducdo de estresse oxidativo nos sistemas
biolégicos é o hidroperoxido de terc-butilo (TBHP) (KUMAR 2007, KUCERA,
ENDLICHER et al., 2014), que é um hidroperdxido organico. TBHP é envolvido em duas
vias metabdlicas principais, e ambas desencadeiam o estresse oxidativo. Uma € a reacao
com o citocromo P450, conduzindo a producdo de radicais peroxila e alcoxila, que sdo
capazes de aumentar a lipoperoxidacao de fosfolipidos da membrana. A outra forma é a
oxidagdo de GSH diminuindo seus valores séricos causando um desbalango oxidativo
(CRANE; HAUSSINGER et al., 1983, DAVIES 1989).

Os experimentos mostraram que o TBHP foi ligeiramente superior a menadiona
em capacidade de induzir o stress oxidativo, principalmente, no ensaio que avalia a
capacidade de as amostras para proteger as células antes da ocorréncia de danos (Gréafico
2). As alteracdes feitas no protocolo original de fluorescéncia sugerido pela Life
Technologies mostraram-se eficazes em demonstrar a capacidade de proteger e restaurar
as células das amostras. As imagens resultantes eram claras e com uma boa definicéo,

resultando em resultados reproduziveis (Tabela 2.5 e 2.6).

Provavelmente, uma forma utilizada pelas amostras para prevenir o estresse e
recuperar o balanco oxidativo, apés estresse induzido por TBHP, é a acdo direta sobre 0s
radicais livres produzidos por este, uma vez que o tempo de incubacédo é demasiado curto
para a ativacdo de respostas genéticas, por exemplo, e durante o ensaio de DPPH foi
demonstrada a capacidade de neutralizacdo de radicais livres por EETG. O TBHP também
é capaz de induzir a peroxidacao lipidica das membranas celulares e EETG mostrou, para
o teste de TBARS, a capacidade de reduzir os niveis de MDA de forma muito eficaz,

indicando que pode ter sido um dos mecanismos de acéo utilizados.

Menadiona é conhecida por induzir efeitos citotoxicos (LAUX; NEL, 2001). Os
mecanismos de iniciagdo desse efeito residem na indugdo de estresse oxidativo e
alteracBes na homeostase do Ca?* celular (CHANDRA, SAMALI; ORRENIUS, 2000).
O metabolismo da menadiona gera espécies reativas de oxigénio e provoca a oxidagao de
GSH (DI MONTE, et al. 1984, SATA, et al., 1997).

Além do NAC e EETg a unica amostra que apresentou capacidade de reduzir,

significativamente, a inducdo de estresse oxidativo por menadiona foi a quercetina e, em
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contrapartida, os dois acidos fenolicos testados, acidos géalico e cafeico, praticamente néo
tiveram nenhum efeito. Analisando os resultados é possivel supor que talvez os &cidos
fenolicos ndo sejam eficientes como os flavonoides, em bloquear o caminho usado pela
menadiona para induzir estresse oxidativo. E plausivel inferir que a habilidade do EETg
neste caso talvez esteja correlacionada com a quantidade e variedade de flavonoides

presentes em sua constituicéo.

Apesar de ndo conseguir impedir a inducdo de estresse por menadiona, os acidos
fenolicos foram plenamente capazes, assim como o0 EETg, NAC e quercetina, de restaurar
os niveis de radicais livres quando utilizados apds o estresse oxidativo, ndo sO para
menadiona, mas também para o TBHP, o que reforca a hipdtese de que uma das principais

vias utilizadas por esses compostos seja a neutralizacao direta de radicais livres.

Outra consideracao possivel € que o metabolismo dessas amostras pode resultar
em moléculas que também séo capazes de interagir com radicais livres, por exemplo, 0
NAC, um precursor metabdlico para a enzima antioxidante natural GSH que tem a fungéo
especifica de neutralizar o peroxido de hidrogénio (BRUCK, et al., 1999; BAVARSAD
SHAHRIPOUR; HARRIGAN; ALEXANDROV, 2014). Assim, espera-se que 0 aumento
da concentragdo de um precursor facilite a formacio do produto final. E importante
lembrar, neste caso, que o mecanismo de inducdo de estresse oxidativo por TBHP e a
menadiona envolve a oxidacdo da GSH e a deplecdo desse tipo de estresse pelo NAC

reforca esta hipétese.

Taninos, flavonoides e outros compostos fendlicos foram e ainda sdo considerados
por muitos autores substancias antinutricionais, devido & sua capacidade para formar
complexos com proteinas e metais, bloqueando a digestdo e a absorcao desses nutrientes.
No entanto, nos Ultimos anos, as pesquisas realgam a capacidade antioxidante dessas
moléculas, bem como de outras atividades bioldgicas. Esses recursos mudaram a
perspectiva sobre os polifenois e, hoje em dia, pensamos nos mesmos como importantes
componentes eficazes de alimentos funcionais (LOURDES; GIADA, 2013). A maioria
desses compostos estdo presentes na dieta humana em concentracgdes diferentes, o que
sugere que sdo, em sua maioria, seguros para consumo além de apresentar baixa
toxicidade (PANDEY; KIzZVI, 2009). A busca de fontes que apresentam altas
concentracdes de moléculas funcionais, como os encontrados neste trabalho é cada vez
mais necessaria para atender a demanda de produtos e alimentos que visam melhorar a

saude.
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2.7 Conclusao

O extrato das sementes de T. gardneriana e suas fracGes, estudados neste trabalho,
demonstraram um perfil fenolico promissor com excelente concentracdo de moléculas
com atividade antioxidante, como flavonoides e &cidos fenolicos e que apresentam
mecanismos de acao deiferentes e complementares, provavelmente por se tratar de uma
mistura complexa de substancias. Muitos compostos foram identificados pela primeira
vez para esta planta, e a relacdo destes com a capacidade de prevenir e restaurar o estresse
oxidativo nas células vivas foi elucidada em parte. Outras abordagens podem ser
utilizadas para melhor identificar os mecanismos de acdo, e 0s compostos podem ser
isolados e avaliados individualmente. No futuro, € possivel que T. Gardneriana Wedd
seja uma fonte de fitoquimicos bioativos que podem ser utilizados na industria

farmacoldgica e/ou na producdo de alimentos nutracéuticos.
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Capitulo 11

ANALISES TOXICOLOGICAS
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3.1 Caracterizacdo do problema/justificativa cientifica

A caracterizacdo da toxicidade de um composto depende muito das circunstancias
da analise. Muitos alimentos comuns na dieta humana contém elementos que podem ser
considerados toxicos, como glicosideos cianogénicos presentes nas sementes de algumas
frutas, como a magd, os tiocianatos encontrados nos brocolis, alcaloides em batatas, e
lectinas na soja, esta também rica em compostos considerados antinutricionais como
taninos (ERNST, 2007). No entanto, esses alimentos sdo considerados seguros para o
consumo, mostrando que a concentracéo e o tratamento empregado podem alterar o seu
grau de toxicidade (GEORGE, 2011).

Olhando por outro angulo, uma droga sintética que possui um ou mais principios
ativos sempre apresenta os chamados “efeitos colaterais” que sao os riscos assumidos em
troca do beneficio da droga. Quando falamos de plantas que possuem propriedades
medicinais e bioldgicas, estamos citando espécies que contém ndo sé um, mas dezenas de
compostos com alguma finalidade farmacoldgica, que originalmente possuem funcgdes de
defesa nos vegetais, como é o caso de metabolitos secundarios biologicamente ativos
(GEORGE, 2011; MOSIHUZZAMAN, 2012; PATWARDHAN; MASHELKAR 2009).

Acredita-se que esses muitos compostos podem, e normalmente trabalham, de
forma sinérgica ou se anulando. Em teoria, em uma mistura complexa como um extrato
vegetal pode haver um composto cancerigeno e cinco compostos anticancerigenos,
levando a mistura total no caminho de uma acdo anticancerigena. Porém, ndo é errado
pensar que um ou varios desses compostos possuam a capacidade de induzir efeitos
adversos quando ingeridos, fazendo com que algumas plantas possam ser categorizadas
como venenosas para o consumo humano (MOSIHUZZAMAN 2012; PATWARDHAN,
MASHELKAR 2009).

Um estudo de 2013 (IFEOMA; OLUWAKANYINSOLA, 2013) indicou que
existe uma demanda crescente para os medicamentos a base de plantas, mas que apenas
10% deste tipo de produto sdo verdadeiramente padronizados e possuem informagdes
sobre seus componentes ativos, mecanismos de ac¢ao e toxicidade, ignorando assim o risco
do uso de ervas e seus potenciais efeitos adversos nocivos quando usados como
medicamentos. 1sso demonstra 0 qudo importante € o investimento na pesquisa na area

da toxicidade de compostos de origem vegetal.
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Os testes toxicoldgicos para medicamentos sdo realizados em etapas, iniciando
por ensaios preliminares in vitro, seguidos de ensaios in vivo com animais e avaliagao
clinica para que seja provada eficicia e seguranca se uso, para entdo ser aprovado
oficialmente (ANVISA 2016). Houve uma grande evolucdo para os ensaios in vitro, na
tentativa de se aproximar cada vez mais de respostas que prevejam resultados de
tratamentos in vivo e, com isso, reduzir a necessidade de utilizagdo de animais, a0 mesmo
tempo que procura ampliar os conhecimentos das bases bioquimicas e mecanismos de
acao das amostras gque estdo sendo testadas (TONG; FANG; MENDRICK, 2009).

Dentre as técnicas in vitro utilizadas para analisar a toxicidade as tecnologias —
omicas, incluindo a protebmica, metabolémica e genémica, se tornaram uma grande base
para estudos de exposicao a novos compostos em nivel molecular. Assim, a partir desse
conceito surgiu a toxicogenémica que € capaz de verificar o perfil de expressao génica de
uma célula, tecido ou érgdo na presenca de um composto. Esta técnica aliada as
emergentes tecnologias de sequenciamento e bioinformatica se tornaram uma ferramenta
confiavel, sensivel, com resultados reprodutiveis e de amplo alcance com capacidade
preditiva para avaliacdo de mecanismos de acdo e seguranca de uso (TONG; FANG;
MENDRICK, 2009).

Neste contexto, e considerando a capacidade antioxidante potencialmente
farmacoldgico apresentado pelo extrato etanolico das sementes de Triplaris gardneriana,
o trabalho buscou avaliar a toxicidade, do extrato e fracGes das sementes de Triplaris
gardneriana wedd, por diversas metodologias in vitro, com destaque para investigagdo

toxicogendmica e ensaios in vivo.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho objetiva avaliar por diferentes métodos a toxicidade do extrato
etandlico e fragdes obtidos a partir de sementes de pajel (Triplaris gardneriana Wedd).

3.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade hemolitica do extrato etandlico das sementes de T. gardneriana

Wedd em sangue de coelhos e de humanos;

- Determinar a toxicidade do extrato etandlico e fragdes das sementes de T. gardneriana

Wedd frente a nauplios de Artemia sp.;

- Determinar a citotoxicidade do extrato etanolico e fracdo metandlica das sementes de T.
gardneriana Wedd por meio de ensaio in vitro com linhagens de células humanas MCF

7 e Caco 2 (mama e coldn retal, respectivamente);

- Avaliar a toxicidade das amostras por meio da investigacdo da alteracdo no perfil da
expressdo génica em linhagens de células humanas (MCF 7) quando expostas ao extrato

etanolico de T. gardneriana e seus constituintes majoritarios;

- Avaliar a toxicidade aguda do extrato etandlico das sementes de T. gardneriana Wedd;
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3.3 EXTRATEGIA EXPERIMENTAL

A estratégia experimental seguira as etapas descritas no fluxograma 3.1. Apos a
obtencdo do extrato etandlico, sera realizado seu fracionamento e, posteriormente, as

andlises toxicoldgicas por diferentes metodologias para comprovacdo dos resultados.

Fluxograma 3.1: Atividades previstas para o desenvolvimento das analises de toxicidade de Triplaris
gardneriana; MCF 7 — linhagem de células carcinogénicas de mama; Caco 2 — Linhagem de células
carcinogénicas de célon intestinal.

— Capacidade hemolitica

— Toxicidade frente a Artémia sp.

- Citotoxicidade frente a células MCF 7 e
— Toxicidade Caco 2

— Toxicogendmica

Coleta do material e obtencdo do extrato e fragdes

— Toxicidade aguda em animais
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3.4 Materiais Biologicos

3.4.1 Sangue

O sangue foi cedido por voluntérios adultos jovens saudaveis na faixa dos 20 aos
30 anos. Foi coletada uma aliquota de 2 mL de sangue de dois individuos dos tipos
sanguineos A, B e O. Aliquotas de 2 mL de sangue de coelhos também foram coletadas.
Logo, apos a coleta, o sangue foi processado atraves de sucessivas homogenizacdes com
salina (0,9% NacCl), seguida de centrifugacdo a 1.000 x g por 5 minutos. Em cada etapa
0 sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e o pellet separado para a nova
ressuspensdo (5x). Em um baldo volumétrico, fez-se uma suspensdo com o pellet de
hemaécias resultante a 1% com salina (NaCl 0,9% m/v), essa suspensdo foi imediatamente
utilizada para os ensaios ou armazenadas sob refrigeracdo (~8 °C). As suspensoes

respeitaram o limite maximo de 24 horas para serem utilizadas.

Dois coelhos machos da raca Califérnia, com trés meses de idade, foram
adquiridos junto ao Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da UFC,
Fortaleza, Ceard. Os coelhos foram mantidos no Biotério de Manutencdo do
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da UFC com &gua e racdo (Biobase,

Bio-Tec, Sdo Paulo, Brasil) ad libitum.

3.4.3 Cultivo de células MCF 7

Células MCF 7 foram cultivadas assim como descrito no capitulo Il item 2.4.5.4

3.4.4 Cultivo de células Caco 2

Frascos de cultivo celular contendo uma suspenséo de células de carcinoma de
cblon intestinal (ATCC, HTB-37; niumero de passagem de 20-42), a uma densidade de
10,10 células/mL em meio de cultura DMEM (enriquecido com 10% de soro fetal bovino
inativado, 0,6% de penicilina/estreptomicina e 1% de aminoacidos nao essenciais), foram

incubadas numa atmosfera de 5% CO, e 100% de umidade relativa.
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Depois de 72 h de incubacéo foi realizada uma troca do meio de cultura seguida
da analise em microscopio Optico para investigacdo de contaminacGes e estimacdo da
confluéncia celular, que deve estar entre 40 e 50%. Os frascos eram entdo incubados
novamente e uma nova avaliacdo e troca de meio de cultura foi realizada apos 48 h
(confluéncia celular 70-80%).

Apobs 72 h da dltima troca do meio de cultura (confluéncia celular entre 90 e
100%), este foi retirado, as células lavadas, tripsinizadas, ressuspensas em meio de
cultura, contadas em camara de Neubauer, para ajuste de concentracdo e passadas para

novos frascos ou semeadas para placas de 96 pogos para 0s ensaios.

3.4.5 Cultivo de células Caco- 2 diferenciadas

Para induzir a diferenciacdo de células carcinogénicas de célon humano foram
utilizadas placas de 6 pocos de poliéster Transwell®. Cada poc¢o desse tipo de placa tem
didmetro interno de 24 mm e é composto por dois compartimentos, um superior e um
inferior, que recebem meio de cultura e que se comunicam através de uma membrana
semipermedvel (0,4 um de tamanho de poro), onde as células semeadas se fixam e se

multiplicam para formar um epitélio com porc¢éo apical e basal.

As células Caco 2 foram semeadas a uma densidade de 40.000 células/cm? em 1,5
mL de DMEM (enriquecido com 10% de soro fetal bovino inativado, 0,6% de
penicilina/estreptomicina e 1% de aminoécidos ndo essenciais), nos compartimentos
superiores dos pogos e 2,5 mL de meio de cultura foi adicionado nos compartimentos
inferiores. Dessa forma, as células Caco 2 foram cultivadas até permitir a sua
diferenciacdo através de incubagdo durante 21 dias, a 37 °C, atmosfera com 5% de CO-
e 100% de umidade relativa. Os meios de ambos os compartimentos foram renovados
duas vezes por semana onde também eram avaliados cada pocgo, individualmente, em

microscopio optico para investigacao de possiveis contaminacdes.

Ap0s 21 dias de cultivos foi realizada, através de microscopio optico, a verificagdo
quanto a diferenciacdo das células que foram entdo utilizadas para ensaios de

citotoxicidade e toxicogenomica.
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3.4.6 Animais para o teste de toxicidade oral aguda

Quinze camundongos fémeas convencionais, da linhagem Wistar, nuliparas e ndo
prenhas foram adquiridas com trés semanas de idade do Biotério Central da UFC
(BIOCEN-UFC). Foram selecionados, aleatoriamente, dentre os animais disponiveis
levando em consideracdo alguns critérios: (1) todos os animais eram do sexo feminino;
(2) as fémeas eram nuliparas e ndo estavam prenhas; (3) no comeco do experimento, 0s
animais tinham entre 8 e 12 semanas de idade e tinham peso dentro do intervalo de 20%

da média de peso corporal do grupo.

A temperatura do biotério de experimentacdo era de 24°C (z 2 °C). A umidade foi
monitorada: nunca esteve abaixo de 30% e tdo pouco excedeu 70% de umidade relativa.

A iluminacdo foi artificial, com ciclo de 12 horas de luz, 12 horas de escuro.

Para alimentacdo, foi utilizada racdo convencional de laboratério com suprimento
ilimitado de &gua. O numero de animais foi de cinco por gaiola. Os animais foram
marcados para facilitar a identificacdo e mantidos nas gaiolas por tempo habil para

permitir aclimatacdo as condi¢des do laboratorio.

Todos os animais utilizados e o material biolégico foram descartados de acordo
com as Normas e Procedimentos de Biosseguranca e Bioética (BAZZANO, 2006). Todos
o0s protocolos com animais, adotados neste trabalho, foram previamente aprovados pela
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, que adota os preceitos do
COBEA e obedece a Lei No 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regula o

uso de animais em pesquisas cientificas.

3.4.7 Material Vegetal

O extrato etanolico de sementes de T. gardneriana e fracbes foram obtidos e

armazenados de acordo com o descrito no capitulo 2 nos itens 2.4.2 e 2.4.3.

3.4.8 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica das amostras foi investigada segundo a metodologia

descrita por Bernheimer (1988) e Merker e Levine (1986), com algumas modificagoes.
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Suspensdes de eritrocitos de coelhos e de humanos (tipo A, B e O) a 1% foram diluidas
em proporcado de 1:10 (v/v) em NaCl 0,9%, contendo varias diluicdes do extrato etandlico

(8 22000 pg/mL). Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37°C durante 1 h.

O grau de hemdlise foi calculado pela liberacdo de hemoglobina, medida por
absorbancia a 540 nm, apos centrifugacdo a 1.000 x g por 5 min. A hemolise completa
(100%) foi obtida por diluicdo de 100 pL da suspensdo de células em 900 uL de agua
destilada, utilizando-se ainda um controle negativo com a mesma proporcao de células

em solucéo salina.

3.4.9 Toxicidade em Artemia sp.

Cistos de Artémia sp. foram submersos para eclosdo em solugédo salina (NaCl
0,9%) sob temperatura ambiente, iluminacdo e aeracdo constante por 24 horas. Este
ensaio foi realizado utilisando o extrato das sementes de T. gardneriana e suas fragdes
metanolica e acetato de etila, em concentracGes variando entre 31 e 1.000 pg/mL, em
solucdo salina (NaCl 0,9%). Cada concentracao foi testada em triplicata. Tubos contendo
apenas solucdo salina foram usados como controle negativo. Dicromato de potassio
(K2Cr207), foi usado como controle positivo. Dez nauplios de Artemia sp. foram
adicionados em cada tubo e incubadas por 24 h. Os tubos foram examinados e 0 numero
de nauplios mortos foram contados e registrados. O percentual de mortes (equacgédo

abaixo) e a CLso foi determinada a partir de analise de regressdo da funcéao probito.

Percentual de morte (%): (Total de nauplios—Nauplios vivos) / Total de nauplios x 100

3.4.10 Citotoxicidade em linhagens de células carcinogénicas de mama MCF 7

A viabilidade celular de células MCF 7 tratadas com as amostras foram
determinadas utilizando o kit ATP-Lite™. O ensaio detecta a luminescéncia emitida
guando o ATP das células metabolicamente ativas fornece a energia necessaria para a
enzima luciferase converter luciferina em oxiluciferina (MANDIMIKA et al., 2007a;
2007b; 2008).
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Células de MCF 7 (ATCC, HTB-22; nimero de passagem 7 a 13), foram tratadas
com tripsina, contadas em camara de Neubauer e ressuspensas em meio de cultura. A
concentracdo final para MCF 7 foi de 10.000 células/pogo. Placas de microtitulacdo de
96 pocos foram semeadas com 100 puL da suspensao celular e, em seguida, incubadas a
37 °C, em atmosfera com 5% de géas carbdnico (COz) e 100% de umidade relativa. Apos
48 h, 17 uL de solugdes contendo as amostras (extrato, fragdo metandlica e controles),
em meio de cultura foram adicionados, cuidadosamente, sobre as células perfazendo um
volume final de 117 pL em cada pogo (concentracao final variando de 60 a 250 pg/mL

para EETg e FMTQ).

Foram realizados controles nas mesmas condi¢fes, onde somente o0 meio DMEM
ou somente o controle contendo DMSO (volume final < 0,5%), foi adicionado as células.
Também foi avaliada a viabilidade celular frente ao acido cafeico e a quercetina que
foram identificados como &cido fendlico e flavonoide majoritérios, pelo CLAE,
respectivamente (concentragdes variando de 10 a 150 ug/mL e de 5 a 80 pug/mL
respectivamente). Acido galico foi avaliado como controle positivo de composto fendlico

(concentragdes variando de 2,5 a 60 pg/mL).

Apoés 6 e 24 h de incubagdo, o meio de cultura foi removido e foi adicionado a
cada poc¢o 150 pL de uma solucdo de lise celular dissolvida em meio de cultura (1/3 v/v),
contelido do kit ATP-Lite™. As placas foram agitadas durante 5 min, a 700 rpm
utilizando um agitador de placas (Microtitre plate shaker - SSM5, Stuart Equipment,
Staffordshire, Reino Unido). Foram entdo adicionados 50 pL de solu¢do de substrato
(contetdo do kit ATP-Lite™) e as placas foram novamente agitadas nas mesmas
condicdes anteriores. Ao término da agitacdo, as placas foram protegidas da luz, por 10
min e levadas ao leitor de microplacas (BIOTEK Synergy HT, Winooski, VT, EUA) para
medicao da luminescéncia. Cada concentragdo de cada amostra foi testada em triplicata e

o0s controles em sextuplicata.

3.4.11 Citotoxicidade em células Caco 2 (HTB-37)

A viabilidade celular de células Caco 2 tratadas com as amostras foram
determinadas utilizando o kit ATP-Lite™. Células Caco 2 (nimero de passagem 32 a 40),

indiferenciadas, foram tratadas com tripsina, contadas em camara de Neubauer e
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ressuspensas em seus respectivos meios de cultura. A concentragédo final foi de 15.000
células/poco. Placas de microtitulagdo de 96 pogos foram semeadas com 100 pL da
suspensdo celular e, em seguida, incubadas a 37 °C, em atmosfera com 5% de gas
carbénico (CO2) e 100% de umidade relativa. Apos 72 h, 17 uL de solugdes contendo as
amostras em meio de cultura foram adicionados, cuidadosamente, sobre as células
perfazendo um volume final de 117 uL. em cada poco (concentracao final variando de 60

a 250 ug/mL para EETg e FMTQ).

Foram realizados controles nas mesmas condi¢6es, onde somente 0 meio DMEM
ou somente o controle contendo DMSO (concentragdo final < 0,5%), foi adicionado as
celulas. Também foi avaliada a viabilidade celular frente ao &cido cafeico e a quercetina
que foram identificados como acido fendlico e flavonoide majoritarios, pelo CLAE,
respectivamente (concentragdes variando de 10 a 150 pg/mL e de 5 a 80 pg/mL
respectivamente). Acido gélico foi avaliado como controle positivo de composto fendlico
(concentrag@es variando de 2,5 a 60 pg/mL).

Apbs 6 e 24 h de incubacdo, o meio de cultura foi removido e foi adicionado a
cada poc¢o 150 pL de uma solucéo de lise celular dissolvida em meio de cultura (1/3 v/v),
conteddo do kit ATP-Lite™. As placas foram agitadas durante 5 min, a 700 rpm
utilizando um agitador de placas (Microtitre plate shaker - SSM5, Stuart Equipment,
Staffordshire, Reino Unido). Foram entdo adicionados 50 pL de solu¢do de substrato
(conteudo do kit ATP-Lite™) e as placas foram novamente agitadas nas mesmas
condicGes anteriores. Ao término da agitacdo, as placas foram protegidas da luz, por 10
min e levadas ao leitor de microplacas para medi¢do da luminescéncia. Cada concentracao

de cada amostra foi testada em triplicata e os controles em sextuplicata.

Para a avaliacdo da citotoxicidade em células Caco 2 diferenciadas também foi
utilizado o Kit ATP-lite nas mesmas condi¢6es do ensaio com células MCF 7 e células
Caco- 2 indiferenciadas, mas primeiramente realizou-se o procedimento de diferenciacédo
como descrito no item 3.4.5, utilizando placas Transwell de 48 pocos, cujo volume final

na camara superior € igual ao das placas de 96 pogos.

3.4.12 Ensaio de exposicao de células MCF 7 as amostras para analise da alteracéo
do perfil de expressao génica
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Os resultados obtidos através da andlise de viabilidade celular foram utilizados
para estabelecer as concentragdes subcitotoxicas das amostras, sendo estas as que nao
reduzem mais do que 20% da viabilidade celular, apds um periodo de 24 horas de
exposicdo (100 pg/mL para o extrato etanolico) (MANDIMIKA et. al. 2007a; 2007b;
2008).

Foram, entdo, realizadas as coletas de RNA total utilizando kits com essa
finalidade (QIAGEN - Hilden, Alemanha; AIA shredder kit - 79656; Rneasy mini Kit —
74106; Rnase — Free Dnase set (50) — 79254). Inicialmente, uma nova exposicao foi
efetuada utilizando células MCF- 7, onde ao final do periodo o meio de cultura foi
removido e as células foram lisadas pela adi¢do de uma solucao tampéo do Kit contendo
0,1% de R-mercaptoetanol. Este tampdo é altamente desnaturante por conter tiocianato de
guanidina, o que inativa imediatamente as RNAses e garante a purificacdo de RNA
intacto. O lisado celular obtido foi transferido para tubos de microcentrifuga e
armazenado a -80 °C até o momento da extracdo do RNA total. As exposic¢des das células
as amostras foram realizadas em triplicatas, com excecdo das exposi¢es conduzidas com

os controles (DMSO e Ctrl Quim), as quais foram feitas em sextuplicatas.

3.4.13 Isolamento, purificacdo, quantificacao e pureza das amostras de RNA total

Os lisados das células MCF- 7, obtidos como descrito no item anterior, foram
utilizados para o isolamento do RNA total. De modo geral, o procedimento envolveu
varias etapas de lavagens (com tampdes especificos e etanol) e centrifugac@es para forcar
a passagem através de micro colunas, onde o RNA se liga por afinidade. Antes de ter o
RNA isolado, o material foi passado através de colunas QlAshredder (contidas no kit
RNeasy), visando homogeneiza-lo e reduzir sua viscosidade, e tratado com RNase-Free
DNase Set para inativacdo do DNA. Em seguida, o procedimento de isolamento do RNA

total prosseguiu como nas instrugdes do fabricante.

O volume de 1,5 pL foi retirado de cada solu¢cdo de RNA isolado, correspondente
a uma amostra, para leitura em um espectrofotdmetro do tipo NanoDrop (Wilmington,
NC, EUA) para dosagem da concentracdo de RNA e avaliagdo do grau de pureza, sendo
considerados valores ideais entre 1,9 e 2,1 para a razéo 260/280 e valores entre 2,0 e 2,2

para a razdo 260/230.
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3.4.14 Meétodo de hibridizacdo dos genes.

As amostras de RNA total isolado e purificado (100 ng/uL) foram mantidas em
gelo seco e enviadas congeladas, num volume total de 20 puL, a companhia ServiceXS
(Leiden, Holanda) para realizacdo de sequenciamento de nova geracdo — NGS (New

Generation Sequencing), segundo 0S passos COMO Se segue.

O kit NEBNext® Ultra™ Directional RNA Library Prep Kit para lllumina® foi
utilizado para processar as amostras. A preparacdo das amostras foi realizada de acordo
com o protocolo "NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit para Illumina” (NEB
#E7420S/L). Resumidamente, 0 mRNA foi isolado do RNA total usando esferas
magnéticas oligo-dT. Apos a fragmentacdo do RNA, a sintese do cDNA foi realizada.
Isto foi utilizado para a ligagdo com os adaptadores sequenciais e para a amplificacdo via
PCR (“Polymerase Chain Reaction”) do produto resultante. O tamanho dos produtos

resultantes foi consistente com a distribuicdo de tamanho esperado (300-500 pb).

O agrupamento e sequenciamento de DNA foi realizado com o Illumina NextSeq
500 de acordo com o protocolo do fabricante. Foi usada uma concentracédo de entrada de
1.6 pM de cDNA. Andlise de imagens, “base calling”, e controle de qualidade foi

realizada com o Illumina data analysis pipeline RTA v2.4.11 e o Bcl2fastq v2.17.

3.4.15 Andlises de bioinformatica

3.4.15.1 Normalizacéo dos dados dos microarranjos

Para normalizacdao dos dados foi utilizado o pacote edgeR (“Empirical Analysis
of Digital Gene Expression Data in R”). Em uma breve descri¢do, essa ferramenta
matematica realiza a analise diferencial da expressdo do perfil de RNA-seq com
replicacdo bioldgica. Utiliza uma série de ferramentas e metodologias estatisticas que
pode ser aplicada para a anélise diferencial de dados de genémica, gerando. informacdes
sobre o nivel de significancia das leituras. No mesmo pacote foi utilizado o teste “Quantile

adjusted conditional maximum likelihood para calcular o FDR (False Discovery Rate”)



116

que é usado como um pos teste realizando ajustes no valor de “p ”, reduzindo o valor de

falso positivo (ROBINSON, CARTHY, SMYTH, 2010).

3.4.15.2 A Construcdo de mapas de expressao génica

Os dados normalizados dos microarranjos foram, hierarquicamente, agrupados
usando os programas “Cluster” (correlagao descentralizada, agrupamento por ligagédo de
médias), utilizando como parametros trés observacdes com leituras superiores a 0,6 entre
as amostras de cada gene (EISEN et al., 1998). O programa “Treeview” foi utilizado para
gerar imagens dos mapas de expressdao génica das amostras (GUTTULA, ALLAM,
GUMPENY 2012).

3.4.15.3 Analises das vias metabdlicas diferencialmente expressas

Para definicdo das vias metabdlicas que foram significativamente alteradas nas
células tratadas com as amostras, foi utilizado o software “Consensus Path Data Base” —
CPDB ou Consensus, tratando-se de uma plataforma virtual para analise funcional dos
genes. Ao se informar uma determinada lista de genes a plataforma identifica vias
metabolicas celulares, e suas funcGes, que sdo controladas por genes presentes na lista
informada, além disso informa quantos genes tem cada via alterada, quantos genes da
lista informada participam de uma mesma via e quantos por cento do total de genes que
regulam a via esse valor representa. Todas as informacdes ficam disponiveis na forma de

uma tabela, além disso, um valor de “q” € gerado e, com isso, ¢ possivel filtrar quais vias

foram significativamente alteradas (g < 0,05).

Para a obtencdo das listas das vias metabdlicas alteradas, inicialmente, foi
submetido uma lista de genes previamente tratada. O tratamento consistiu da aplicagédo
de filtros para deteccdo de genes significantemente expressos (valor p ajustado pelo FDR
para ser menor que 0,05) e com alteragéo de expresséo de cerca de uma vez e meia (50%)
em relacdo ao controle LogFC + 0,6. Cada lista foi separadamente submetida a analise no

Consensus e as vias que apresentaram valores de g menores que 0,05 foram selecionadas.

Foram construidas imagens que ilustram a rede de conex&o entre as principais vias

alteradas por cada amostra. As caracteristicas e fun¢des dos genes presentes nas vias mais
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alteradas por cada mostra foram investigadas utilizando duas bases de dados diferentes,
0 NCBI (National Center for Biotechnology information) e o KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes).

3.4.15.4 Identificacao de funces bioldgicas e riscos apresentados pelos tratamentos

Para analise de possiveis riscos desencadeados pelas alteracdes de expressdo
génica desencadeadas em celulas de MCF 7 tratadas, foi-se utilizado o software Ingenuity
(Qiagen®), uma plataforma virtual para analise funcional dos genes. Ao se informar uma
determinada lista de genes, a plataforma identifica diversas varidveis, como: fungdes
celulares e moleculares alteradas, principais vias alteradas, sistemas fisioldgicos
alterados, doencas e bio-funcBes relacionadas e os principais efeitos toxicologicos

esperados.

Os dados normalizados dos microarranjos (FDR< 0,05) de cada amostra foram
agrupados, através da aplicacdo de filtros (LogFC * 0,6), em genes que tiveram um
aumento de, pelo menos, uma vez e meia na expressao (superexpressdo) ou uma reducéo

de, pelo menos, uma vez e meia na expressao (subexpresséo).

3.4.15.5 Analises comparativa entre a assinatura de expressao génica das amostras
e 0 de drogas conhecidas

A natureza dos processos e das vias afetadas pelas amostras foram analisadas por
meio do banco de dados e algoritmo de busca Mapa Conectivo (Connectivity Map
database) (LAMB et al., 2006; LAMB, 2007). O conjunto de alteracGes na expressao de
uma determinada linhagem celular em resposta a um exdgeno especifico é denominado
de assinatura de expressdo. Usando o Mapa Conectivo, foi feita uma busca de
similaridade entre as assinaturas de expressao génica obtidas ap0s a exposicao das células
MCF 7 por 6 h as amostras testadas e as assinaturas em resposta a compostos conhecidos,
cujo mecanismo de acdo é bem estabelecido. O banco de dados contém informagoes
obtidas a partir das linhagens celulares MCF 7, HL-60 (células de leucemia
promielociticas humanas), PC3 (células de cancer de prostata). A similaridade entre as

assinaturas é classificada de acordo com um escore de conectividade, dando o grau de
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semelhancga das amostras a diversos compostos. Para tal fim, as identidades especificas
na plataforma Illumina (Illumina 1Ds) dos genes significativamente regulados para cima
ou para baixo, em cada grupo, foram, primeiramente, convertidas em identidades da
plataforma  Affymetrix U133A IDs, utilizando o programa Martview
(http://www.biomart.org/ biomart/martview/) e, posteriormente, foram baixados para o
Mapa Conectivo (http://www.broad.mit.edu/cmap/).

3.4.16 Avaliacao de toxicidade aguda

O estudo de toxicidade oral aguda foi realizado de acordo com o protocolo 425,
teste limite, da OECD (OECD, 2001). Este protocolo de toxicidade aguda envolve a
administracdo oral por gavagem, de uma substancia teste a camundongos (descritos
anteriormente), seguida de observacdo por 14 dias, registrando-se peso corporal,

quaisquer efeitos adversos e 0 comportamento dos animais.

As amostras foram administradas atraves de canulas por gavagem em pequenas
fracdes com volume adequado ao volume estomacal dos animais durante um periodo
inferior a 12 horas. Os animais estavam em jejum de 3 horas antes de cada aplicacao,
permanecendo em jejum por mais 1 hora. Logo, retorna a alimentacdo por 1 hora antes
do proximo jejum. Assim 3 administracbes orais foram feitas para cobrir a dose

necessaria.

A dose inicial é selecionada com base em algum indicio que aquela dose produzira
alguns sinais de toxicidade sem causar efeitos toxicos graves ou mortalidade. Baseados
na literatura sobre extratos etanodlicos de plantas e toxicidade de compostos fendlicos,
além do histérico de uso seguro das plantas em estudo, decidiu-se fazer o teste na dose

limite no intuito de poupar animais (2.000 mg/kg de peso corporal)

Animais moribundos ou animais que estdo, obviamente, sentindo dor ou
mostrando sinais de sofrimento grave e continuado devem ser sacrificados humanamente.
Estes devem ser considerados na interpretagdo dos resultados da mesma maneira que

animais que morreram durante o teste.

Foram feitos dois controles: (1) s6 com agua destilada e (2) com o veiculo usado
para diluir as amostras. As amostras em questdo sdo extremamente dificeis de dissolver

em &gua nas concentracfes requeridas para dose limite do teste (2.000 mg de amostra /
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kg de peso do animal). Portanto, as amostras foram diluidas em 1 parte de alcool (70%)
e, posteriormente, diluidas em 3 partes de agua destilada. Assim, a concentracao de &lcool
teria menos probabilidade de causar efeitos colaterais, 0 que poderia prejudicar a

interpretacdo do teste.

Os animais foram observados, individualmente, nos primeiros 30 minutos e, logo,
periodicamente nas primeiras 24 horas. Depois, diariamente até completar 14 dias.
Devem ser observados: alteracdes na pele e pélos, olhos e mucosa, alteracbes na
respiracdo, na circulacdo, no sistema nervoso central e autdbnomo, na atividade
somatomotora e no comportamento. Observar também tremores, convulsdes, salivacao,
diarreia, letargia e coma. Os animais foram pesados nos dias 0, 1, 4, 7, 14. Ao final, todos

foram sacrificados e seus 6rgaos observados cuidadosamente.

3.5 Resultados

3.5.1 Atividade hemolitica

Utilizando sangue humano do tipo A, B e O, o extrato etanélico de T. gardneriana
apresentou um percentual maximo de hemdlise de aproximadamente 40% na
concentracdo de 62 pg/mL. A curva geral apresentou um aumento na capacidade
hemolitica que atingiu 0 maximo na concentracdo, anteriormente, citada e comecgou a

reduzir voltando a niveis basais na concentragdo de 250 pg/mL (Gréfico 3.1).

A excecdo desse comportamento, do EETg, aconteceu quando utilizado sangue de
coelho, onde a hemdlise aumentou de forma dose-dependente até a concentracdo de 62
pg/mL, reduziu a niveis basais na concentracdo de 250 pg/mL e, a partir desse ponto,
voltou a aumentar, atingindo, novamente, algo entre 40 e 60% de hemolise na

concentracédo de 2.000 pg/mL (Gréfico 3.1).

O acido galico apresentou 0 mesmo comportamento, com sangue humano,
atingindo um maximo nas concentracbes de 32 e 62 pg/mL, voltando a reduzir
gradativamente chegando proximo aos niveis basais na concentra¢do mais alta de 2.000
pg/mL (Gréafico 3.1).

Gréafico 3.1: Capacidade hemolitica das amostras frente a diferentes tipos sanguineos;

EETg — Extrato etandlico de T. gardneriana; cada numero corresponde a um individuo
diferente e o tipo C refere-se ao sangue de coelho.



de Hemolise

%

de Hemélise

%

120

EETg
607 EETg
607
404
@
£ 401
°
J £
20 [
T 204
()
=]
04 S
04
v ) Q o Q Q —
o v “ Q Q Q
% v o ,\/Q ,’/Q ® N oY <V &@ W@c %Qo &00 (1/000
Concentragdes Concentragdes
&~ Tipo O-1 -# Tipo O-2 -~ Tipo B-1 - Tipo B-2
EETg EETg
607 601
[}
40 2 401
kel
€
Q
201 I ;0
[}
kel
N
0 0
N 9 ) Q Q Q Q ? © N % ) Q Q Q o
© v < Q Q Q N ) © v ) Q Q Q
N 7 B S RS At v RN P
Concentragdes Concentragfes
-~ Tipo A-1 - Tipo A-2 -~ TipoC-1 B TipoC-2
Acido galico
60 -
(]
L 404
o
1S
[}
T 204
(]
©
S
0-
? 3 N 2 2 Q Q Q Q
~ ) © N2 @ S \/QQ ’LQQ

Concentracdes

-~ Tipo O - Tipo A -4 Tipo B



121

3.5.2 Toxicidade frente a nauplios de Artemia sp.

Todas as amostras apresentaram perfil dose-dependente quanto a toxicidade frente
anauplios de Artemia sp. nas concentracdes testadas (Gréafico 3.2). As concentra¢fes mais
altas (500 e 100 pg/mL) inviabilizaram 100% dos nauplios. Por outro lado, apenas o

controle positivo teve acdo efetiva na concentracdo mais baixa de 31 pg/mL.

Gréafico 3.2: Toxicidade das amostras frente a nauplios de Artemia sp; K2Cr.O7 —
dicromato de potéssio; EETg - Extrato etandlico de T. gardneriana; FAcTg - Fracdo

acetato de etila de T. gardneriana; FMTg — Fracdo metandlica de T. gardneriana.
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As CLso mostraram graus diferentes de toxicidade para cada amostra, sendo mais
toxico o extrato etanolico com CLso de 67,85 pg/mL e a menos toxica a fracdo metandlica
com ClLsg de 103,37 pg/mL. Mesmo apresentando toxicidade para essa espécie, sendo
100% letal nas concentragcbes mais altas de 500 e 100 pg/mL, todas as amostras
apresentaram, pelo menos, dez vezes menos toxicidade do que o controle positivo

(dicromato de potéssio), que apresentou CLso de 5,8 pg/mL (Tabela 3.1).
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3.5.3 Citotoxicidade em linhagens de células carcinogénicas de mama MCF 7

Frente as células MCF- 7, EETg e FMTg apresentaram pouca ou nenhuma
toxicidade em 6 h de exposi¢cdo e um comportamento dose-dependente com 24 h de
exposicdo chegando a inviabilizar entre 60 e 80% das células na maior concentragdo de
250 pg/mL (Gréfico 3.3).

Tabela 3.1: Concentracdo letal das amostras, em pg/mL, que é capaz de matar 50% dos
nauplios de Artemia sp. (CLso)

Razdo da CLso das

Amostra CLso (ng/mL) amostras/ CLso do
controle
EETg 67,85+2,1 11,66
FMTg 103,37 £2,8 17,82
FAcTg 7464+ 21 12,86
Controle
K2Cr207 58+ 0,9 -

K2Cr207 — dicromato de potassio; EETg - Extrato etanolico de T. gardneriana; FAcTg -
Fracdo acetato de T. gardneriana; FMTg — Fracdo metandlica de T. gardneriana.

O 4cido galico apresentou toxicidade dose-dependente ja em 6 h de exposicao, e
o0 resultado se manteve persistente, com poucas variaces para cada concentracdo, apds
24 h de exposicédo. Essa foi a amostra que desencadeou a maior citotoxicidade, chegando
a reduzir a viabilidade celular a aproximadamente 20%, na concentracdo mais alta de 60

pug/mL.

O acido cafeico e a quercetina ndo apresentaram toxicidade para essa linhagem,
mesmo nas concentra¢fes mais altas testadas (150 e 80 pg/mL, respectivamente) nos dois

tempos de exposicao.

3.5.4 Citotoxicidade em linhagens de células carcinogénicas de colén retal Caco 2
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Frente a células Caco 2, as amostras EETg e FMTg apresentaram um perfil
semelhante ao encontrado frente as células MCF 7, com pouca ou nenhuma toxicidade
em 6 h de exposicdo e um comportamento dose-dependente com 24 h de exposicao,
inviabilizando entre 40 e 60% das células na maior concentracdo de 250 pg/mL (Gréafico
3.4).

O acido gélico apresentou toxicidade dose-dependente ja em 6 h de exposicéo, e
0 resultado se manteve persistente, com poucas varia¢des para cada concentracdo, apds
24 h de exposicdo. Assim como para MCF 7, essa foi a amostra que apresentou a maior
citotoxicidade chegando a reduzir a viabilidade celular a aproximadamente 20% na
concentragdo mais alta de 60 pg/mL.

A quercetina apresentou indicios de toxicidade nas concentracdes mais altas
testadas (60 e 80 pg/mL), nos dois tempos de exposicdo, mas essa atividade ndo chegou

a inviabilizar mais do que 20% das células.

Devido a baixa toxicidade apresentada pelas amostras, frente as duas linhagens
celulares, apenas a CLso do &cido galico ficou dentro da faixa de concentragGes testadas
no ensaio, todas as demais foram obtidas por estipulacdo estatistica (Tabela 3.2). A
linhagem de células Caco 2 se mostrou mais sensivel as amostras nos dois tempos de

exposi¢do quando comparada & linhagem MCF 7, também nos dois tempos de exposi¢éo.

Tabela 3.2: Concentracdo letal das amostras, em pg/mL, que é capaz de matar 50% das
células carcinogénicas (CLso)

MCF 7 Caco 2

Amostra

24 h 6h 24 h 6h

EETg 482,2 + 2,43 3.513,0 + 3,09 309,2+2,14 3.762,0 + 2,96

FMTg 664,8 + 2,57 1.792,0 + 3,04 562,9 + 2,39 ND
AG 47,15+1.24 64,5+ 1,33 38,32+ 0,89 41,1 + 0,95
QU 2.516,0 + 3,92 ND 3722+ 2,44 545,1 + 3,03
AC 3.277,0+ 3,91 7.500,0 + 4,81 ND ND

ND — Néo Detectado; EETg — Extrato etandlico de T. gardneriana; FMTg — Fragéo
metanolica de T. gardneriana; AG — acido galico; QU — quercetina; AC — acido cafeico.
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3.5.5 Citotoxicidade em linhagens de células carcinogénicas de colén retal Caco 2
diferenciadas.

O EETg também apresentou pouca citotoxicidade, nas concentragdes testadas,
frente as linhagem de células Caco 2 com células diferenciadas, mesmo apresentando
tendéncia dose-dependente, ndo houve uma grande diferenga entre a menor e a maior
concentracdo, sendo que esta ndo conseguiu reduzir a viabilidade celular em mais do que
20%. Diferentemente dos ensaios de viabilidade anteriores, EETg apresentou indicios de
citotoxicidade ja em 6 h de exposicdo com resultado persistente depois de 24 h de
avaliagdo. A quercetina apresentou um perfil comportamental semelhante ao apresentado
pelo EETg (Grafico 3.5).

Assim como para células MCF 7 e Caco 2 indiferenciadas, o &cido galico foi o
composto que apresentou maior citotoxicidade, reduzindo a viabilidade celular para 60 e
70%. O é&cido cafeico apresentou claro padrdo dose-dependente, mas ndo conseguiu
inviabilizar mais do que 20% das células, mesmo na concentracdo mais alta de 150

pg/mL, indicando baixa toxicidade.

0 Acido cafeico frente a linhagem de células MCF 7 e 0 4cido galico frente a Caco
2 indiferenciadas apresentaram resultados para 6 h de exposicdo que foram persistentes e
ligeiramente mais fortes para 24 h de exposicdo. Contudo, frente a células Caco 2
diferenciadas, a citotoxidade foi menor quando se aumentou o tempo de exposicdo
(Gréfico 3.5).
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Gréafico 3.3: Viabilidade de células MCF 7 expostas as amostras; EETg — Extrato
etandlico de T. gardneriana; FMTg — Fracdo metandlica de T. gardneriana; AG — acido
galico; QU — quercetina; AC — acido cafeico; DMSO — Dimetil sulfoxido (Concentragédo
final < 0,05%); DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium.
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Gréafico 3.4: Viabilidade de células Caco 2 expostas as amostras; EETg — Extrato
etandlico de T. gardneriana; FMTg — Fracdo metandlica de T. gardneriana; AG — acido
galico; QU — quercetina; DMSO — Dimetil sulféxido (Concentracdo final < 0,05%);
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium.
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Gréfico 3.5: Viabilidade de células Caco 2 diferenciadas (Caco 2-D), expostas as
amostras; EETg — Extrato etandlico de T. gardneriana; FMTg — Fracdo metanoélica de T.
gardneriana; AG — acido gélico; AC — &cido cafeico; QU — quercetina; DMSO — Dimetil
sulfoxido (Concentracéo final < 0,05%); DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium.
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3.5.6 Purificacdo do RNA das células MCF 7

O processo de isolamento de RNA, proveniente de células MCF 7 expostas por 6
h as amostras, conseguiu obter solugées com rendimento médio entre 660 e 900 ng/uL
(Gréfico 3.6, tabela 3.3). O grau de pureza foi classificado como 6timo para a realizagdo
dos microarranjos de DNA, mostrando que o processo de isolamento e purificagdo foi
eficiente (Tabela 3.3).

Tabela 3.3: Concentracdo e grau de pureza do RNA isolado das células MCF 7 expostas
as amostras

Amostra  ng/ul  260/280 260/230 Meédia £ DP
Agua -001  -003 -0,32 -0,12
787,33 2,05 2,22
781,92 2,06 2,23
784,83 2,06 2,23
844,99 2,03 2,21
837,05 2,06 2,24
791,46 2,09 2,26
691,81 2,03 2,22
Quercetina 683,49 2,03 2,23 667,92 +34,42
628,46 2,05 2,22
752,84 2,12 2,27

DMSO 804,59 + 28,49

Acido
Cafeico (0838 204 222 77121+2716
802,41 2,05 224
8933 204 223
862,73 2,06 2,25
+
BETO  Jg3sa 205 g1 O0814%3420
7127 2,05 22
Acid 789,41 2 219
g0 860,14 2,01 2,18 811,98 +41,73
galico
786,4 2 219

EETg - Extrato etandlico de T. gardneriana; DP - Desvio padrdo; DMSO — dimetil
sulfoxido
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Gréafico 3.6: Rendimento do RNA isolado de células MCF 7 expostas durante 6 h as
amostras; EETG — Extrato etandlico de T. gardneriana; DMSO — Dimetil sulfoxido.
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3.5.7 Alteracdes na expressédo génica

Foram avaliados um total de 62.893 de genes, apds o processo de normalizacéo
aplicando-se um filtro para o g-value < 0.05, mostrando que o EETg alterou 14 genes do
total. O &cido galico alterou 3 genes. O acido cafeico alterou 54 genes. A quercetina foi
a substancia que induziu o maior nimero de alteracdes génicas, um montante de 4.425
genes. O DMSO ndéo alterou significativamente nenhum gene.

Figura 3.1: Representagdo gréafica da quantidade de genes alterados por cada amostra.

DMSO: dimetil sulfoxido; QU: quercetina; AC: &cido cafeico; AG: acido gélico; EETg:
extrato etanolico de T. gardneriana
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3.5.8 Mapas de expressado génica

Os mapas de expressdo mostram o0s genes que foram alterados quando
comparados ao controle com DMSO, sendo que 0s subexpressos aparecem na cor verde
e 0s superexpressos em vermelho. Quanto maior a intensidade da cor, maior € a alteracéo
na expressao do gene em questdo. Caso ndo haja alteracdo na expresséo, a cor apresentada
sera mais proxima do preto. Devido ao grande nimero de genes alterados pela quercetina,
em relacdo as outras amostras, 0s mapas de expressdo génica com todos 0s compostos
apresentavam poucas informacGes devido a perda de definicdo, ou seja, fez com que
EETq e os outros controles fendlicos como os &cidos galico e cafeico apresentassem um
perfil semelhante ao controle negativo com DMSO (Figura 3.3). Foram construidos
mapas de expressdo génica com e sem a quercetina para melhor visualizar o perfil do
EETg, &cidos gélico e cafeico (Figura 3.2). Além disso, foram criados mapas de expressao
génica com 0s genes subexpressos e superexpressos pela quercetina separadamente
(Figura 3.4 e 3.5).

Os genes que foram superexpressos encontrados no mapa de expressao génica sem
a quercetina (Figura 3.2) estdo relacionados com o metabolismo de drogas, protecédo
contra o estresse oxidativo, codificacdo de proteinas do choque térmico e de subunidades
da GTPase. O acido cafeico proporcionou um aumento mais evidente desses genes.
Quanto a subexpressdo, os genes alterados tém relacfes com processos de resposta ao
virus, como resposta celular antiviral, degradacdo do RNA viral, inibicdo da replicacdo

viral.

Em relacdo ao mapa de expressdo génica, incluindo a quercetina, as vias alteradas
pelos genes presentes foram relatadas, segundo o encontrado pelo Consensus (Figura 3.4),
estando os genes relacionados com dois mecanismos principais. O primeiro abrange
genes relacionados ao metabolismo de nucleotideos como replicagdo do DNA e RNA,
reparacdo do DNA e sinalizacdo de danos ao DNA. O segundo mecanismo esta
relacionado a regulacéo do ciclo celular, como mitose, regulagéo da divisao, crescimento,
diferenciacdo e senescéncia celular. Além disso, genes relacionados ao metabolismo do

glicogénio, do colesterol e do estrogénio também foram alterados.

Quanto ao mapa de expressdo génica mostrando 0s genes superexpressos das
amostras, incluindo a quercetina (Figura 3.5), 0s genes estdo relacionados com duas vias

principais, a primeira via com relacGes diretas com o cancer, como vias integradas ao
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cancer, apoptoses relacionados ao céncer de ovario, senescéncia induzida por
oncogénese. O segundo grupo de genes tem relagdo com o estresse, como resposta celular
ao estresse, estresse oxidativo e apoptose. Além disso, outros genes tém relagdo com o

metabolismo de farmacos, adipogéneses e receptores da vitamina D.

Figura 3.2: Mapa de expressdo génica mostrando a expressdo diferenciada de células MCF 7 ap6s 6 H de
exposicao as amostras, menos a quercetina; DMSO — dimetil sulfoxido; caffeic acid — acido cafeico; gallic acid
— acido galico; Trip Gardner — Extrato etanolico de Triplaris gardneriana; em verde genes subexpressos; em
vermelho genes superexpressos; preto sem alteracdes na expressdo génica.
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Figura 3.3: Mapa de expressdo génica mostrando a expressdo diferenciada de células
MCF 7 ap6s 6 H de exposigdo a todas as amostras; DMSO — dimetil sulfoxido; caffeic
acid — acido cafeico; gallic acid — acido géalico; Trip Gardner — Extrato etandlico de
Triplaris gardneriana; em verde genes subexpressos; em vermelho genes superexpressos;
preto, sem alteracGesna expressdo génica.
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Figura 3.4: Mapa de expressdo génica mostrando genes de células MCF 7 subexpressos

quando expostas por 6 H as amostras; DMSO — dimetil sulfoxido; caffeic acid — acido
cafeico; gallic acid — acido géalico; Trip Gardner — Extrato etanolico de Triplaris
gardneriana; em verde genes subexpressos; em vermelho genes superexpressos; preto
quando ndo ha alteracdo na expressdo génica.
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Figura 3.5: Mapa de expressao génica mostrando genes de células MCF 7 superxpressos
quando expostas as amostras; DMSO — dimetil sulféxido; caffeic acid — &cido cafeico;
gallic acid — acido gélico; Trip Gardner — Extrato etanolico de Triplaris gardneriana; em
verde genes subexpressos; em vermelho genes superexpressos; pret, sem alteracdo na
expressao génica.
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3.5.10 Vias metabdlicas diferencialmente expressas

Utilizando filtro para selecionar apenas 0s genes que tiveram sua expressdo
aumentada ou reduzida em pelo menos, uma vez e meia em relacdo ao controle, e um
segundo filtro para identificar apenas as vias mais alteradas pode-se observar que o EETg
ndo proporcionou superexpressao de nenhum gene, o acido cafeico e o acido galico néo
causaram subexpressao de nenhum gene, enquanto a quercetina proporcionou tanto sub-
quanto superexpressdo de genes. O numero de vias alteradas ndo apresentou relagédo

direta com o numero de genes alterados (Tabela 3.4).

A rede de interacOes gerada pelo Consensus, entre as vias bioquimicas reguladas
por genes que foram subexpressos pelo EETg e quercetina, e superexpressos pelo acido
galico, acido cafeico e quercetina, em células de adenocarcinoma de mama — MCF 7,

apos 6 h de exposicdo, esté disposta nas figuras 3,6 a 3,10.

O EETqg subexpressou 8 genes e alterou, significativamente, sete vias metabolicas
(p<0,05), todas relacionadas com virus, incluindo mecanismo antiviral, mecanismo
antiviral induzida por interferon, sarampo, Hepatite C e influenza. S6 foram analisados
dois genes para o acido galico, o CYP1A1 e CYP1B1. No entanto, esses sdo dois genes
chave que participam de vias diferentes, incluindo vias do metabolismo do triptofano,
lipidios, &cido araquiddnico e esteroides. O acido cafeico superexpressou 24 genes que
participam vias semelhantes as encontradas para o acido galico: vias do estrogénio,
metabolismo do triptofano, lipidios, acido araquidénico, leucotrienos e esteroides. A
quercetina superexpressou 734 genes envolvidos e subexpressou 2.307 genes envolvidos

em principalmentes em vias de divisdo e proliferacdo celular.

Os genes das vias que foram mais alteradas para cada amostra foram avaliados em
dois bancos de dados: o National Center for Biotechnology Information — NCBI e 0 Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes — KEEG. As informagdes constam no Apéndice I,
e mostra 0 nome completo para cada gene, 0s sinbnimos, em quais amostras ele foi

alterado, uma descricdo de sua funcdo e as vias com as quais cada gene interage.
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Figura 3.6: Rede de interacbes gerada pelo Consensus, entre as vias bioquimicas

reguladas por genes que foram subexpressos pelo extrato etandlico de Triplaris

gardneriana em células de adenocarcinoma de mama - MCF -7, ap6s 6 h de exposicéo.
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Figura 3.7: Rede de interacdes gerada pelo Consensus, das principais vias bioquimicas

reguladas por genes que foram superexpressos pelo &cido galico em células de
adenocarcinoma de mama — MCF- 7, ap0ds 6 h de exposicao.
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Figura 3.8: Rede de interacdes gerada pelo Consensus, das principais vias bioquimicas

reguladas por genes que foram superexpressos pelo &cido cafeico, em células de
adenocarcinoma de mama — MCF- 7, ap6s 6 h de exposicao.
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Figura 3.9: Rede de interacdes gerada pelo Consensus, das principais vias bioquimicas

reguladas por genes que foram subexpressos pela quercetina, em células de
adenocarcinoma de mama — MCF- 7, apds 6 h de exposicao.
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Figura 3.10: Rede de interacGes gerada pelo Consensus, das principais vias bioquimicas
reguladas por genes que foram superexpressos pela quercetina, em células de
adenocarcinoma de mama — MCF- 7, apds 6 h de exposicao.
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3.5.9 Funcdes bioldgicas alteradas e riscos apresentados pelos tratamentos

Foi aplicado um filtro, aos dados normalizados de cada amostra, para selecionar
apenas 0s genes que tiveram sua expressdo aumentada ou reduzida em pelo menos uma
vez e meia em relacdo ao controle DMSO. Assim, o EETg ndo proporcionou
superexpressdo de nenhum gene. Da mesma forma, os &cidos cafeico e galico ndo
proporcionaram subexpressao em nenhum gene, enquanto a quercetina levou a alteracfes

génicas por sub- e superexpressao.

Foram organizadas tabelas com base nas informacdes geradas pelo software
Ingenuity, a partir da anlise dos dados de NGS normalizados referentes as células de
adenocarcinoma de mama MCF 7, quando expostas por 6 h a cada amostra (tabelas 3.4 e
3.5). Essas tableas mostram as doencas relacionadas com os genes alterados por cada

amostra, bem como o potencial toxicolégico que cada uma pode acarretar.

Tabela 3.4: Informacdes sobre doencas que podem estar relacionadas aos genes alterados
pelas amostras. Dados gerados através do Ingenuity (Qiagen®), a partir da analise dos
dados de NGS referentes as células de adenocarcinoma de mama (MCF- 7) quando

expostas por 6 h as amostras.

Doencas / fungdes bioldgicas relacionadas aos genes alterados pelas amostras
EETg Acido galico Acido cafeico Quercetina Quercetina
subexpressos | SUpPEerexpressos | SUPerexpressos |superexpressos| subexpressos
Transtorno Transtorno
Doencas . . A A
. o generalizado do | generalizado do Cancer Cancer
imunoldgicas . .
desenvolvimento | desenvolvimento
Desordens do Desordens do LesOes e LesOes e
Doencas . . . .
: . sistema sistema anormalidades | anormalidades
inflamatdrias L s . i
endocrino endocrino do organismo | do organismo
Doencas Desordens Desordens Morfologia Doencas
neurolégicas hereditarias hereditarias tumoral gastrointestinais
Desordens Lesdes e Lesdes e Doencas do
. . Doencas .
musculares e | anormalidades do | anormalidades do L. sistema
o . . neuroldgicas -
esqueléticas organismo organismo hepatico
Doencas do Doencas do Desordens Doencas do
Resposta . . .
. . sistema sistema musculares e sistema
antimicrobiana . o .
reprodutor reprodutivo esqueléticas reprodutivo




142

Tabela 3.5: Informacdes sobre o potencial toxicologico que pode estar relacionado aos genes
alterados pelas amostras. Dados gerados através do Ingenuity (Qiagen®), a partir da analise dos
dados de NGS de ceélulas de adenocarcinoma de mama (MCF -7) quando expostas por 6 h as
amostras.

Potencial toxicologico

figado

do hematdcritos

hematécritos

EETg Acido gélico Acido cafeico Quercetina Quercetina
subexpressos SUPErexpressos | SUPErexpressos | superexpressos | subexpressos
. . Reducéo dos
Hepatotoxicidade Aumento no nivel Cardio e Aumento nos nivgis de
P do hematdcritos | hepatotoxicidade | niveis de AST .
albumina
: : . : Aumento nos
Hiperplasia/ Hiperplasia/ .
. . . . . N - Aumento nos niveis de
Hiperploriferagdo | Hiperploriferagdo | Nefrotoxicidade oo .
i i niveis de LDH células
do figado do figado
vermelhas
. i . Aumento nos Aumento nos
Hipertrofiado | Aumento no nivel . .
niveis de niveis de

hematdcrito

Hepatomegalia do
figado

Aumento nos
niveis de LDH 1

Aumento nos
niveis de células
vermelhas

Aumento nos
niveis de
bilirrubina

Aumento no nivel

Aumento nos

. de células .. Aumento nos
Faléncia renal niveis de .
vermelhas no . niveis de ALT
albumina
sangue

3.5.11 Analises comparativa entre a assinatura de expressao génica das amostras e
aquelas de drogas conhecidas.

Apobs aplicacdo do filtro de significancia, apenas o EETg e a quercetina apresentaram

perfil de expressdo génica com genes sub- e superexpressos o que é pré-requisito para a analise
do mapa conectivo. O perfil foi comparado com aqueles de 6.091 drogas, em trés linhagens de
ceélulas diferentes: MCF 7 HL60 e PC3. Os perfis foram ranqueados de acordo com uma
pontuacdo, sendo o atribuido pontuagao “1” para o mais parecido possivel e “-1” para o mais

distinto possivel.

Os dez perfis mais semelhantes (10 primeiros), e os dez perfis mais distintos (10
ultimos), além de informacdes sobre a fungédo das drogas, concentracdes testadas e as linhagens
celulares das quais foram obtidos os perfis génicos estao listados nas tabelas 3.6 para o EETG

e 3.7 para a Quercetina.
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Tabela 3.6: Mapa conectivo do perfil de expressdo génica do extrato etandlico de Triplaris
gardneriana

Ranque Nome Funcéo Dose Linhagem Pontuacao*
celular
10 Mais semelhantes
1 NU-1025 Inibidor da polimerase 100 uM  MCF7 1
2 Fensuximida Anticonvulsionate 21 uM HL60 0,971
3 Brometp _de Relaxante muscular 5uM MCF7 0,952
pancurdnio
4,8,18 Tiostreptona Antibiotico 2 UM PC3 0,933
5 Ciclosporina Imunossupressor 3uM MCF7 0,928
6 Sertaconazol Antiflngico 8 UM HL60 0,918
7 Securinina Estimulante dosistema g )\ pe3 0,908
nervoso central
8 Tiostreptona Antibiotico 2 UM MCF7 0,903
9 Nocodazol Antineoplasico 13 uM PC3 0,899
10 Fenoxibenzamina Bloqueador alfadrenérgico 12 uM PC3 0,892
10 Mais distintos
6100  Suloctidil Vasodilatador 12 uM HL60 -1
6099  LY-294002 Atividade antiviral 10uM  MCF7 -0,979
6098  Betazol Agonistadoreceptor H2 57 \\1 60 977
da histamina.
6097  Etoposideo Inibidor da topoisomerase 7 uM HL60 -0,931
6096 () - Isoprenalina “\uvadordosreceptores 1o iy 6o -0,929
adrenérgicos
6095  Mifepristona Anélogo de prostaglandina 9 uM MCF7 -0,918
6094  Oxedrina Anti-hipertensivo 24 uM HL60 -0,897
6093  Sirolimus Imunossupressor 100nM  MCF7 -0,88
6092  Vortmanina Atividade antiviral 10 nM PC3 -0,856
6091  Tioridazina Antipisicotico 10 uM HL60 -0,846

Pontuagao*: Quanto mais proximo de “1”, mais semelhente serd a assinatura génica da droga
com a assinatura génica do EETG, e quanto mais proximo de “-1”” mais distinta sera a assinatura
génica da droga em relagdo a assinatura génica do EETG.



Tabela 3.7: Mapa conectivo do perfil de expressdo génica da quercetina
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Ranque Nome Funcéo Dose Linhagem Pontuacéo*
celular
10 Mais semelhantes
1,15 Luteolina Anticarcinogénico 14 uM MCF7 1
2 0175029-0000 - 1uM MCF7 0,986
Antiinflamatoria,
3,42 Quercetina anticarcinogénica, 12 uM MCF7 0,965
antiviral e antioxidante
4,8  0179445-0000 - 10 uM MCF7 0,936
56  Tioguanina Anticarcinogénico (leu 15 \\1 McE7 0,936
cemia)
Fenoxibenzamin Bloqueador
7,9,10 a alfadrenérgico 12 uM MCF7 0,916
11 Colforsina Vaso dilatador 50 uM MCF7 0,869
12, 20, . Anticarcinogénico
21 Irinotecan 100 pM MCF7 0,861
13 Harmina Anticarcinogénico 16 uM MCF7 0,853
Inibi a convercéo de
14 Crisina testosterona em 16 uM MCF7 0,848
estrogénio
10 Mais distintos
6100 Vinburnina Vasodilatador 14 uM MCF7 -1
6099  Prestwick-1103 - 20 uM HL60 -0,988
6098, Tratamento hormanal
6084, Fulvestrant de mulheres pos-
6055 menopausicas 10 nM MCF7 -0,982
6097 Cinchonina - 14 uM HL60 -0,946
. Estimulante do sistema
Bemegride
6096 nervoso central 26 UM MCF7 -0,918
6095 o-ergocriptina - 7 UM PC3 -0,913
gogs Cloretode i cantico 9 uM HL60 -0,911
metilbenzetdonio
6093  Netilmicina Antibiotico 3uM HL60 -0,906
Inibidor da bomba de
Lansoprazol .
6092 protons 11 uM HL60 -0,904
6091 Acebutolol Anti hipertensivo 11 uM MCF7 -0,89

Pontuagao*: Quanto mais proximo de “1”, mais semelhente serd a assinatura génica da droga
com a assinatura génica da quercetina e quanto mais proximo de “-1” mais distinta sera a
assinatura génica da droga em relacéo a assinatura génica da quercetina.
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3.5.12 Toxicidade aguda

Para todos os grupos nao foi observada nenhuma alteracdo para os parametros
monitorados, como alteracdes na pele e pélos, olhos e mucosa, alteracdes na respiracdo, na
circulagdo, no sistema nervoso central e autdbnomo, na atividade somatomotora e no
comportamento. A curva de ganho de peso mostrou que todas as amostras apresentaram o

mesmo perfil (Gréfico 3.7).

Segundo a analise de variancia ndo houve diferenca significativa entre a porcentagem
de ganho de peso médio de cada grupo, 0 que considera os trés grupos estatisticamente
semelhantes (Tabela 3.8)

Gréfico 3.7: Ganho de peso médio, em gramas, para cada grupo durante o periodo de analise;
EETG - extrato etandlico de Triplaris gardneriana; veiculo contém a mesma concentracédo de
etanol utilizada para dissolver as amostras.
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Tabela 3.8: Média do peso dos camundongos para cada grupo e em cada dia de avaliacao.

Peso em gramas para cada tratamento

Dia EETg CcVv Agua CcVv Veiculo cVv
0 21,98+0,68 313 2312 +0,80 346 2252+0,73 3,25
1 2268+1,42 63 2334 +1,15 4,95 2228+144 6,46
4 2370+0,76 32 2428 +037 156 2399+061 2,54
7 24724075 3,02 2475 +090 3,66 2531+0,88 3,47
10 2502+0,62 248 2512 +1,26 503 26,07+110 4,22
14 26,60 £0,09 0,33 26,72 +1,53 575 27,68+0,96 3,48
Ganhode 51 15,349 161 1942+177a 913 2203+397a 17,34
peso (%)

CV - Coeficiente de variancia dado em porcentagem; EETg - Extrato etandlico de Triplaris
gardneriana; valores seguidos pela mesma letra séo estatisticamente semelhantes segundo a
andlise de variancia ANOVA.
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3.6 Discussao

A atividade hemolitica de extratos de origem vegetal apresenta, em geral, uma resposta
do tipo dose-dependente, onde o grau de hemdlise € dependente da concentracdo, e esse
comportamento esta geralmente associado a presenca de saponinas, que sdo surfactantes e, por
isso, conseguem desestabilizar a membrana das hemaécias formando poros (BAUMANN et al.,
2000; VOUTQUENNE et al., 2002). O EETG e o controle &cido galico apresentaram um perfil
bem especifico e, ndo usual, que se repetiu em todos os tipos sanguineos utilizados para anélise,
onde nas concentrac@es mais baixas, houve um progressivo aumento da capacidade hemolitica
até que em determinada concentracdo, geralmente 62 pg/mL, a capacidade hemolitica decaia

até chegar novamente a zero nas concentra¢fes mais altas definindo uma trajetoria em sino.

Este tipo de trajetdria pode ser classificado como curva ndo monotdnica e € comumente
encontrada para substancias quimicas que exercem seus efeitos tOxicos primérios via
modificacdo de respostas hormonais (desreguladores enddcrinos). Esse evento contradiz o
conceito tradicional da toxicologia “dose-resposta” que indica que o efeito de um composto
apenas se acentua com o aumento da concentracdo e ignora a ideia de que alguns compostos
podem apresentar func¢des bioldgicas diferentes dependendo da concentracéo, e por vezes, essas

atividades podem até mesmo ser antagdnicas

Mecanismos especificos celulares/moleculares podem explicar as curvas dose-resposta
ndo monotdnicas como, por exemplo, a superexpressdo de varios receptores em baixas

concentracdes, com subexpressdo dos mesmos receptores em altas concentragdes.

Uma segunda teoria, plausivel para o extrato, é a integracdo de duas ou mais curvas
dose-resposta monotonicas que ocorrem através de diferentes vias moleculares/celulares, onde
o0 ponto final maximo de uma atividade coincide, mais ou menos, com o ponto inicial de outra
atividade, mas de efeitos opostos. Em outras palavras, a partir de uma determinada
concentragdo, algum composto que é capaz de impedir a atividade hemolitica consegue exercer

sua funcdo e, gradativamente, reduz o quadro geral de hemolise.

Outra explicacdo para as curvas dose-respostas ndo monotonicas é que simplesmente
ndo entendemos toda a variedade de vias moleculares interconectadas que trabalham no intuito
de produzir uma resposta observavel, principalmente em uma mistura tdo complexa de
compostos (VANDENBERG et al., 2009).
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Os resultados para a analise de toxicidade, utilizando Artemia sp. e as linhagens MCF 7
e Caco 2 mostraram um padrdo monotonico tipico dose-dependente indicando ou que a faixa
de concentragdes utilizadas para estes ensaios foi pequena para possibilitar um comportamento
ndo monotdnico ou que esse comportamento ndo monotdnico apresenta algum grau de
especificidade frente as hemécias e consequentemente pdde ser identificado no ensaio de
atividade hemolitica.

O ensaio da toxicidade frente a nduplios de Artemia sp mostra que o extrato e as fracdes,
em uma ampla faixa de concentracdes, possuem baixa toxicidade. Sahreen e colaboradores
(2015) investigaram a citotoxicidade de Rumex hastatus D., também pertencente a familia
Polygonaceae, utilizando o modelo de Artemia e encontraram valores similares no extrato e
fracdes, variando entre 60 a 1.000 pg/mL. Além de ser utilizado para investigar a ecotoxicidade,
esse modelo também é usado para prever efeitos citotoxicos, e, de fato, nas duas linhagens

celulares testadas a citotoxicidade foi muitas vezes inferior aquela do controle positivo.

Sobre a citotoxicidade nas duas linhagens de céncer, algumas caracteristicas das
amostras impediram a andalise de uma faixa maior de concentracdes, e, consequentemente, o
efeito toxico de doses maiores. O EETg em concentracbes maiores do que 250 pg/mL
precipitava o meio de cultura, provavelmente devido a habilidade dos flavonoides constituintes
em formar complexos com as proteinas do meio de cultura. O mesmo efeito, de precipitacéo,
foi observado para a quercetina, em concentracdes maiores do que 80 pg/mL, este composto
foi utilizado como controle, e foi identificado no EETg, via HPLC, como o flavonoide de maior
concentracdo. Ja os acidos galico e cafeico, por suas caracteristicas intrinsecas, diminuiam o
pH do meio em concentra¢Ges maiores do que 60 e 150 pg/mL, respectivamente, de forma que
ndo seria possivel saber se a acdo citotoxica, se ocorresse, era induzida pelos compostos ou

causada pela alteragéo no pH.

Olaru e colaboradores (2015) realizaram um trabalho semelhante, analisando a
toxicidade de sete espécies de Fallopia sp., também pertencentes a familia Polygonaceae, |,
utilizando o método de Artemia e empregando células MCF 7 e Caco 2. Para 0 ensaio de
Artemia, essas espécies mostraram uma toxicidade menor do que a encontrada para o EETg e
fragdes, com CLsp variando entre 1.800 e 2.700 pg/mL, e para o ensaio com as duas linhagens
celulares a toxicidade foi maior, chegando a inviabilizar 80% das células nas concentracGes

mais altas de 500 pg/mL, mas o perfil comportamental dose- dependente foi 0 mesmo.
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Em relacdo as andlises dos dados gerados pela gendmica com o extrato etanélico e seus
constituintes majoritarios, a porcentagem de genes alterados em relacdo ao total foi bastante
reduzida. O EETg alterou 14 genes, o que representa 0,022% do total, o acido galico alterou
apenas 3 genes (0,004% do total), o acido cafeico alterou 54 genes (0,085% do total) e a
quercetina 4.425 genes, representando 7,035%.

A andlise do Consensus para definir as vias metabolicas que foram significativamente
alteradas nas células tratadas com as amostras mostrou que o EETg subexpressou genes que
estdo relacionados a vias de resposta antiviral e seria capaz, em teoria, de deixar as células mais
susceptiveis a uma infeccdo viral, reduzindo sua capacidade de resposta. Os genes que
apareceram nas vias mais alteradas pelo EETg foram o IFIT1, MX1 e o OAS1. Artigos
relacionados aos trés genes e as descricdes de suas fungdes nas plataformas NCBI e KEGG
confirmam a relacdo destes com a resposta aos virus (Apéndice 1). No entanto, a maioria dos
trabalhos descreve como um aumento da expressdo desses genes deixa as células mais
resistentes aos virus (SAIKIA; FENSTERL; SEN, 2010), mas ndo relatam a possibilidade do
efeito contréario. A rede de conexdo gerada pelo Consensus, a partir dos genes subexpresos
alterados pelo EETg (Figura 3.6), mostra, de forma mais clara, as vias de resposta viral e como
estas vias interagem entre si. Todos os genes que foram subexpressos pelo EETg, e que estdo
envolvidos nessas vias de resposta viral, também foram subexpressos pela quercetina que é o
flavonoide de maior concentracdo no EETg (Capitulo I, Tabela 2.3), devido a isso as mesmas
vias tiveram uma reducdo na expressdao dos genes que as regulam, podendo haver uma

correlacdo entre a presenca da quercetina no EETG e a sua capacidade de regular esses genes.

Os acidos gélico e cafeico ativaram vias que estdo relacionadas com o metabolismo de
drogas e outros xebobi6ticos, metabolismo do &cido araquid6nico, oxidacdo pelo citocromo
P450, além de ativar vias de resposta ao estresse oxidativo (Figura 3.7 e 3.8), que pode ser um
dos mecanismos de acdo dessas amostras que possuem atividade antioxidante comprovada,
como apresentado no capitulo 1l. O acido cafeico ja foi apontado como sendo capaz de induzir
a senescéncia e de inibir o ciclo celular de celulas de cancer cervical, alem de efeito inibitorio
sobre a Hepatite C, efeito também encontrado para o acido galico (DONG et al., 2011; HSU et
al., 2013; TANIDA et al., 2015; GOVEA-SALAS et al., 2016).

A quercetina parece alterar, seletivamente, genes e vias de resposta contra células
cancerigenas (Figuras 3.9 e 3.10), aumentando a expressdo de genes relacionados a vias de
proliferacdo celular, divisdo celular, diversas fases da diviséo, e apoptose. Ao mesmo tempo,
reduz a expressao de genes relacionados a vias do metabolismo de lipideos, de glicogénio, e de
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reparos ao DNA e RNA. Esses efeitos, trabalhando em conjunto, levam a longo prazo a morte
celular e reducéo de divisdes, efeito desejado para uma droga anticancer. Esse potencial ndo foi
evidenciado frente as duas linhagens testadas, MCF 7 e Caco- 2, provavelmente devido ao curto
tempo de exposicdo. Diferentes pesquisadores apontam para esse potencial da quercetina,
demonstrando, por exemplo, que este composto age induzindo apoptose dependente de caspases
em células de cancer de mama BT-474 (SEO, 2016), e apoptose em células de cancer de
pancreas (LEE, 2013; LEE, 2016).

A andlise comparativa entre a assinatura da expressao génica das amostras (conjunto de
alteracOes na expressdo de uma linhagem celular em resposta a compostos exdgenos) e aquelas
de drogas conhecidas revelou que o mapa conectivo do EETg possui uma assinatura de
expressao génica similar com o apresentado por drogas de varias classes. 1sso provavelmente
acontece em decorréncia do pequeno namero de genes que foi alterado e, portanto, pode ter
compatibilidade com mais de um mecanismo a0 mesmo tempo. Entre as assinaturas mais
semelhantes estdo as de drogas com atividade antimicrobiana, como a tiostreptona e
sertaconazol, as de estimulante do sistema nervoso central, como a securinina, imunossupressor

como a ciclosporina e as de drogas relaxantes musculares como o brometo de pancurénio.

Em relagdo as drogas que apresentaram assinaturas génicas mais distintas possiveis do
EETg também foram encontradas varias classes diferentes, com destaque para duas drogas
antivirais LY-294002 e vortamina. Esta informacdo entra em acordo com as demais analises,
principalmente om as do Consensus a qual aponta que o EET(g teria atividade proviral, uma vez
gue subexpressou genes envolvidos em mecanismos de resposta a infeccBes virais, sendo

virtualmente, o oposto de drogas dessa classe.

Para a quercetina, 0s mapas conectivos de algumas das drogas que possuem a assinatura
génica mais semelhante, pertencem ao mesmo grupo quimico dos flavonoides, como a luteolina
e a crisina, e a assinatura foi compativel com informagGes presentes no proprio banco de dados
sobre a quercetina frente a MCF 7. Ainda sobre as drogas mais parecidas, 5 dos dez primeiros
colocados apresentam indicacdo ou séo realmente utilizados no tratamento do cancer, o que
reforca a indicacdo da quercetina como uma droga com esse potencial. Entre as drogas com
assinatura menos semelhante a da quercetina, as classes foram mais variadas, incluindo
antibiotico, vasodilatador e estimulante do sistema nervoso central, que séo atividades que

realmente ndo sdo relatadas para quercetina.
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As informacdes geradas para as amostras, por meio da plataforma virtual Ingenuity,
sobre 0s possiveis riscos desencadeados pelas alteracbes génicas em células MCF 7 foram
coerentes com as demais plataformas de dados, mapa de expressao génica, Consensus e cmap,
mostrando que é possivel comparar os dados para obter-se um direcionamento sobre a acdo das
drogas nas células. O EETg, segundo esta plataforma, seria capaz de influenciar na sinalizaco
do interferon e no metabolismo de pequenas moléculas, como havia sido encontrado pelo mapa
de expressdo génica. Algumas das doencas com as quais 0 EETg teria alguma interacéo,
também sdo aquelas para as quais séo utilizadas as drogas com a assinatura génica semelhante,
segundo o cmap (Tabelas 3.5 e 3.9), por exemplo, doencas imunoldgicas (ciclosporina —
imunossupressor), resposta antimicrobiana (tiostreptona — antibi6tico) e desordem muscular

esquelética (brometo de pancurénio — relaxante muscular).

O EETg e os acidos gélico e cafeico apresentaram muitos pontos em comum, segundo
a plataforma Ingenuity, como o metabolismo de lipideos e a bioquimica de pequenas moléculas.
Para a quercetina, os resultados também apontaram a relacdo deste composto com o cancer,
tanto por parte dos genes superexpressos, quanto por aqueles subexpressos, mostrando que em
ambos 0s casos as alteracBes génicas direcionam-se ao controle do ciclo celular e proliferacdo
de células cancerigenas como um todo. Todas as amostras apresentaram, segundo o Ingenuity,
hepatotoxicidade e/ou alteracdes no sangue como potencial toxicoldgico, no entanto, o teste de
toxicidade aguda em animais ndo demonstrou nenhuma alteracdo visual no figado, rins ou

coracéo.

Efetivamente, os resultados encontrados para toxicidade aguda com camundongos ndo
identificaram quaisquer sinais de toxicidade. Camones et al. (2010) avaliaram a toxicidade oral
aguda de Triplaris americana L., utilizando ratos Sprague Dawley na concentracdo limite de
2.000 mg/kg e, da mesma forma, ndo observaram nenhuma morte, assim como nenhum sintoma
comportamental de toxicidade, nem qualquer alterag&o na curva de crescimento dos animais,

considerando, assim, a amostra cComo segura para 0 Uso.

3.7. Conclusoes

O EETG, nos ensaios realizados, apresentou baixa toxicidade. A atividade hemolitica
usando sangue humano tipo A, B e O e sangue de coelho mostrou que é possivel trabalhar com

0 0 extrato em faixas de concentracdo com baixa capacidade hemolitica. A toxicidade frente
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aos naupilos de Artemia sp, juntamente ao ensaio de citotoxicidade utilizando células MCF 7,
Caco 2 indicam claramente que 0 EETG apresenta baixa toxicidade em células e organismos
de pequeno porte. Os resultados das analises toxicogendmicas mostraram que o EETG alterou
uma quantidade minima de genes durante uma exposicdo de 6 h e que este tipo de analise € uma
ferramenta confiavel, reprodutivel e eficaz para a analise multidirecional dos efeitos dos
compostos sobre as células. Nenhuma toxicidade foi observada in vivo no teste de toxicidade
aguda. Observando o panorama dos resultados de todos os ensaios de toxicidade realizados é

possivel inferir que a amostra é considerada de baixo risco de toxicidade.
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Considerac0es finais

Com a finalidade de sumarizar e, a0 mesmo tempo, ponderar sobre os principais
resultados encontrados ao longo dos capitulos anteriores, em que foram avaliadas a atividade
antioxidante e a toxicidade do extrato etandlico das sementes de Triplaris gardneriana Wedd.

serdo apresentadas algumas consideragdes finais a seguir.

No capitulo 11 foi realizada uma prospeccao para identificar compostos que haviam sido
concentrados no extrato etanolico e suas fracGes. Foi possivel a identificacdo de doze compostos
fendlicos, sendo que dois destes, a quercetina e a rutina, ja haviam sido identificados
anteriormente para a espécie e outros dez que ndo haviam sido apontados antes e que agora
podem ser usadas para identificacdo quimiotaxondmica de T. gardneriana Wedd. A
identificacdo de qual tipo de solvente possui maior afinidade com esses compostos e qual fracéo
consegue obter melhor concentragédo possibilita futuros trabalhos que tenham o intuito de isolar

esse tipo de composto desta espécie vegetal.

Os compostos fenolicos identificados, certamente sdo 0s responsaveis pela acéo
antioxidante abordada ainda no capitulo Il. Em relacdo a esta atividade bioldgica, ndo foi
possivel identificar um mecanismo especifico de acdo, uma vez que foram apresentados 6timos
resultados para todos os ensaios realizados. Provavelmente, por se tratar de uma mistura
complexa de compostos, 0 EETg apresentou esse comportamento antioxidante multidirecional,

onde ndo é possivel, por hora, apontar qual composto esta tendo acao predominante.

Trabalhar com uma mistura ndo € essencialmente um ponto negativo, como pdde ser
demonstrado no ensaio antioxidante utilizando células MCF 7, onde os compostos isolados
(&cidos cafeico e galico, presentes no EETg segundo a CLAE) conseguiram impedir 0 estresse
oxidativo induzido por TBHP, mas ndo apresentaram a mesma capacidade quando o estresse
oxidativo foi induzido por menadiona, ao passo que o0 EETG conseguiu impedir o estresse em

ambas as situacdes.

Mesmo apresentando uma alta capacidade antioxidante, com potencial farmacoldgico,
0 EETG poderia apresentar alguma toxicidade, no entanto, os ensaios realizados no capitulo 111
mostraram que este ndo parece ser o caso. A atividade hemolitica usando sangue humano tipo
A, B e O e sangue de coelho mostrou que em baixas e altas concentracdes o extrato possui baixa
ou nenhuma capacidade hemolitica. Em relacao a toxicidade frente aos nauplios de Artemia sp,

0 EETqg e fracOes apresentaram uma toxicidade muito inferior ao demonstrado pelo controle
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positivo, 0 que sugere que esses compostos possuem um baixo risco ecotoxico e citotoxico, fato
que foi confirmado através do ensaio de citotoxicidade utilizando células MCF 7 e Caco-2, que

também evidenciaram baixa toxicidade nas concentracdes testadas.

Os resultados das analises toxicogendémicas mostraram que o EETg conseguiu alterar
em células MCF 7 alguns genes depois de uma exposic¢ao de 6 h, no entanto a quantidade de
genes foi muito pequena em relagéo ao total e em relagdo aos controles que foram utilizados,
em especial quando comparamos a quercetina que além de alterar os mesmos genes alterados
pelo EETg, alterou uma gama muito maior de outros genes. As analises de bioinformatica
revelaram muitas informacfes a partir dos dados gerados, em especial para o EETg, as
informacdes apontaram que este extrato alterou genes responsaveis pela resposta das células
aos virus e que um dos possiveis potenciais toxicos que o0 extrato poderia apresentar seria a
hepatotoxicidade, no entanto, nenhuma alteracao desse ou de qualquer outro tipo foi observada

no teste de toxicidade aguda.

Ainda em relagdo aos resultados gerados pela toxicogenémica, a assinatura génica
apresentada pelo EETg mostrou similaridades com drogas antimicrobianas, potencial este que
ja foi demonstrado anteriormente pelo nosso grupo e por outros autores para T. gardneriana.
Estudar o mecanismo de acdo dessas drogas pode ajudar também a elucidar o0 mecanismo de

acao desse extrato.

Outros ensaios complementares podem ser utilizados para melhor identificar 0s
mecanismos de acdo antioxidante e aprofundar o conhecimento sobre a quimica e possivel
toxicidade de T. gardneriana Wedd., porém os resultados ja encontrados evidenciam que esse
extrato € uma fonte de diversos compostos fenélicos com étima atividade antioxidante, e ndo é

esperado qualquer risco relevante associado ao seu consumo.
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ACIDO GALICO — SUPEREXPRESSOS

CYP1A1

Presente também: Acido gélico-UP e quercetina-UP
Nome oficial: cytochrome P450 family 1 subfamily A memberl
Sinénimos: AHH; AHRR; CP11; CYP1; CYPIAL; P1-450; P450-C; P450DX

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene, CYP1Al, codifica um
membro da superfamilia de enzimas do citocromo P450. As proteinas do citocromo P450
monooxigenases catalisam muitas reac6es envolvidas no metabolismo de drogas e sintese
de colesterol, esterdides e outros lipidos. Esta proteina se localiza no reticulo
endoplasmatico e a sua expressao € induzida por alguns hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (HAP), alguns dos quais sdo encontradas na fumaca do cigarro. O substrato
enddgeno da enzima é desconhecido; No entanto, é capaz de metabolizar alguns HPA a
intermediarios carcinogéneos. O gene tem sido associado com o risco de cancer de
pulmdo. Um membro da familia relacionada, CYP1A2, esta localizada a
aproximadamente 25 kb de distancia do CYP1A1 no cromossomo 15. splicing alternativo
resulta em maltiplos transcricdo variantes que codificam isoformas distintas.

Artigos mostram relacdo com cancer, inclusive mostrando que o aumento da sua
expressao esta relacionado com o aumento da incidéncia de cancer de mama (Association
of CYP1A1 A4889G and T6235C polymorphisms with the risk of sporadic breast cancer
in Brazilian women. Oliveira CB, et al. Clinics (Sao Paulo), 2015 Oct. PMID 26598080,
Free PMC Article).

Vias relacionadas a esse gene segundo o0 KEEG: sete entradas correspondem a pesquisa
com CYP1A1l

Entrada Nome Descricao
Quimicos Estimou-se que a exposicao a carcinogénios
hsa05204 | carcinogénicos - Homo quimicos ambientais podem contribuir
sapiens (humano) significativa ...

Metabolismo de
xenobidticos pelo

5200980 citocromo P450 - Homo -
sapiens (humano)
hsa00830 Metabolismo do retinol - _

Homo sapiens (humano)




hsa00140

Biossintese do horménio
esterdide - Homo
sapiens (humano)

Os hormdnios esterdides derivadas do
colesterol s&o uma classe de compostos
biologicamente ativos em vertebrado ...

hsa01100

Vias metabdlicas -
Homo sapiens (humano)

hsa04913

Esteroidogéneses
ovarianos - Homo
sapiens (humano)

Os esteroides ovarianos, 17-beta-estradiol (E2)
e progesterona (P4), sdo criticas para o
normal...

hsa00380

Metabolismo do
triptofano - Homo
sapiens (humano)




CYP1B1

PRESENTE TAMBEM: Acido cafeico - UP; quercetina - UP
NOME OFICIAL.: cytochrome P450 family 1 subfamily B member 1
Sindnimos: CP1B; GLC3A; CYPIB1; P4501B1

Descricdo do NCBI sobre a funcédo deste gene: Este gene codifica um membro da
superfamilia de enzimas do citocromo P450. As proteinas do citocromo P450
monooxigenases catalisam muitas reac6es envolvidas no metabolismo de drogas e sintese
de colesterol, esterdides e outros lipidos. A enzima codificada por este gene se localiza
no reticulo endoplasmatico e metaboliza pro-carcinogenos tais como os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e 17-beta-estradiol. MutagBes neste gene estdo associadas com
glaucoma congeénito primario; Por conseguinte, pensa-se que a enzima também
metaboliza uma molécula de sinalizacdo envolvidos no desenvolvimento do olho,
possivelmente, um esterdide.

Artigos relacionados: Mostram que 0 aumento da expressdo desse gene esta relacionado
com o aumento na proliferacdo de células cancerigenas (MCF7) e aumento as producgéo
de ROS intracelular. (Genistein Induces Cytochrome P450 1B1 Gene Expression and Cell
Proliferation in Humano Breast Cancer MCF-7 Cells.

Vias relacionadas a esse gene segundo o0 KEEG: seis entradas correspondem a pesquisa
com CYP1B1

Entrada Nome Descricao
Metabolismo de
xenobio6ticos pelo
hsa00980 | it0cromo P450 - Homo )

sapiens (humano)

i L Estimou-se que a exposicao a carcinogénios
Quimicos carcinogénicos

hsa05204 . quimicos ambientais podem contribuir
- Homo sapiens (humano) RPN
significativa ...
Esteroidogéneses Os esterdides ovarianos, 17-beta-estradiol (E2)
hsa04913 | ovarianos - Homo sapiens e progesterona (P4), sdo criticas para o
(humano) normal...
. A | MicroRNA (miARN) € um grupo de pequenas
hsa05206 MlcrORNAS MO CANCer - | 1y sléculas de RNA ndo codificantes de 21 - 23
Homo sapiens (humano) . .
nucleidos de comprimento, ...
Biossintese do hormonio Os hormonios esteroides derivadas do
hsa00140 | esterdide - Homo sapiens colesterol sdo uma classe de compostos
(humano) biologicamente ativos em vertebrado ...

Metabolismo do
hsa00380 | triptofano - Homo sapiens -
(humano)




Triplaris gardneriana Wedd — SUBEXPRESSOS

IFIT1

Presente também: Licania rigida — down; Quercetina - down
Nome oficial: Interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1

Sindnimos: C56; P56; G10P1; IFI56; ISG56; IFI-56; IFIT-1; IFNAIL; RNM561; IFI-
56K

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica uma proteina
contendo repeticbes de tetratricopeptide que foi originalmente identificada sendo
induzida por tratamento com o interferon. A proteina codificada pode inibir a replicacdo
viral e o processo de iniciacdo da traducdo. Este gene esta localizado em um cluster no
cromossomo 10 com cinco outros genes estreitamente relacionados. H& um pseudogene
para este gene no cromossoma 13. Foram observados variantes de transcritos de splicing
alternativo que codificam isoformas multiplas.

Artigos relacionados mostram que um aumento na expressao desse gene é capaz de
produzir proteinas com atividade antiviral (The inhibitory action of P56 on select
functions of E1 mediates interferon's effect on humano papillomavirus DNA replication.
Saikia P, et al. J Virol, 2010 Dec. PMID 20926571.).

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: duas entradas correspondem a
pesquisa com IFIT1

Entrada Nome Descricao
O virus da hepatite C (VHC) é uma causa importante
de doencas do figado crénica. O VHC emprega
varias estratégias ...

Hepatite C - Homo

hsa05160 .
sapiens (humano)

Herpes infeccao
hsa05168 | simples - Homo
sapiens (humano)

Virus da herpes simplex (VSH) sdo muito comuns
em todo o mundo, com a prevaléncia de HSV-1...




MX1

Presente também: Quercetina - down
Nome oficial: MX dynamin like GTPase 1
Sindnimos: MX; MxA; IFI178; IFI-78K

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica uma proteina que
metabolizam o trifosfato de guanosina (GTP) que participa na resposta celular antiviral.
A proteina codificada é induzida pelo interferon tipo | e tipo Il e antagoniza o processo
de replicagdo de vérios virus diferentes de ARN e ADN. Ha um gene relacionado
localizado no cromossoma 21, e existem varios pseudogenes localizados em um cluster
no cromossoma 4. Splicings alternativos resultam em mdltiplos transcritos vaiantes.

Artigos relacionados: Mostram que a proteina produzida a partir desse gene € uma
resposta a presenca de virus no organismo (Blood MxA protein as a marker for respiratory
virus infections in young children.Toivonen L, et al. J Clin Virol, 2015 Jan. PMID
25542463)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: duas entradas correspondem a
pesquisa com MX1

Entrada Nome Descricao
Sarampo - , , .
P i O virus do sarampo (VS) é altamente contagioso e leva a
hsa05162 | Homo sapiens . i « .
morte infantil em todo o0 mundo. Humanos sdo a unic...
(humano)
Influenza A -

A gripe é uma doenca respiratdria contagiosa causada

hsa05164 | Homo sapiens . « .
P! pela infecgéo pelo virus da Influenza A...

(humano)




OAS1

Presente também: Quercetina - down

Nome oficial: 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1

Sindnimos: OIAS; IFI-4; OIASI; E18/E16

Descri¢do do NCBI sobre a funcéo deste gene: Este gene é induzido por interferons e
codifica uma proteina que sintetiza o 2', 5'-oligoadenilatos (2-5As). Esta proteina ativa
RNase L latente, o que resulta na degradacdo do RNA viral e a inibi¢do da replicacédo
viral. Splicings alternativos resultam em maultiplas transcricdes variantes com diferentes
atividades enzimaticas. Polimorfismos neste gene tém sido associados com a
susceptibilidade a infeccdo viral e diabetes mellitus tipo 1. Este gene esta localizado em
um grupo de genes relacionados no cromossoma 12.

Artigos relacionados: Avaliam a relacdo entre polimorfismos do gene OASL e
susceptibilidade a hepatite C cronica, com analise de fusdo alta resolucéo.

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro entradas correspondem a
pesquisa com oasl

Entrada Nome Descricao
Influenza A - Homo A gripe é umz_i doen?a resplra}torla contagiosa
hsa05164 . causada pela infecgéo pelo virus da Influenza
sapiens (humano) A
. ir hepati VHC) é um
Hepatite C - Homo _ O virus da hepatite C ( / _C) éu filcausa
hsa05160 . importante de doengas cronicas do figado. O
sapiens (humano) L -
VHC empregam varias estratégias...
Saramoo - Homo saniens O virus do sarampo (VS) é altamente
hsa05162 P P contagioso e leva a morte infantil em todo o
(humano) N .
mundo. Humanos sdo a unic...
. i . Virus da herpes simplex (VSH) sdo muito
Herpes simplex infeccéo - .
hsa05168 . comuns em todo 0 mundo, com a prevaléncia
Homo sapiens (humano) de HSV-1
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ACIDO CAFEICO — SUPEREXPRESSOS

Os genes das vias que apresentaram maiores alteragdes na presenca do acido
cafeico (15 — 66,7% de alteracdo na via) ja foram apresentados anteriormente, sdo eles o
CYP1A1l e o CYP1BL1. Outros genes que foram alterados e aparecem em diferentes vias
foram: HSPAS5; HYOU1, HMOXL1. Segue abaixo suas descrigdes.

HSPAS5

Presente também: Sem outra ocorréncia
Nome oficial: heat shock protein family A (Hsp70) member 5
Sinénimos: BIP; MIF2; GRP78; HEL-S-89n

Descricdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: A proteina codificada por este gene é
um membro da familia de proteinas de choque térmico (HSP70). Ele esta localizado no
lumen do reticulo endoplasmatico (RE), e esta envolvido na dobragem e montagem de
proteinas no RE. Uma vez que esta proteina interage com muitas proteinas do RE, pode
desempenhar um papel fundamental no controle do transporte de proteinas através da
celula.

Artigos relacionados: sugerem entre outras coisas que 0 aumento na expressao desse
gene esta relacionado com tumores pancreaticos e que este gene pode ser usado como
marcador para resposta do cancer de colon retal a quimioterapia (Expression of glucose
regulated protein 78 (GRP78) determines colorectal cancer response to chemotherapy;
Endoplasmic Reticulum Stress in Pancreatic Neuroendocrine Tumors is Linked to
Clinicopathological Parameters and Possible Epigenetic Regulations).

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: cinco entradas correspondem a
pesquisa com HSPAS

Entrada Nome Descricao

. ; A exportacdo de proteinas € o transporte
Exportacdo de proteinas - portag P P

hsa03060 i ativo de proteinas a partir do citoplasma
Homo sapiens (humano) . .
para o exterior da célula ...
Processamento de proteinas no | O reticulo endoplasmatico (RE) é uma
hsa04141 reticulo endoplasmatico - organela subcelular onde as proteinas séo

Homo sapiens (humano) dobradas com a ajuda de ...

Processamento e apresentagdo
hsa04612 | de antigénios - Homo sapiens -
(humano)



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03060
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04141
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04612
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Sintese de hormonios da
hsa04918 tiredide - Homo sapiens

(humano)

Os hormonios tireoidianos triiodotironina
(T3) e tiroxina (T4) séo essenciais para o
desenvolvimento normal, cresc...

hsa0s5020 | POeneas causadas por prions -
Homo sapiens (humano)

Doencas provocadas por prions, também
denominadas encefalopatias
espongiformes transmissiveis (EET), sdo
um grupo de...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04918
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05020
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HYOU1

Presente também: Sem outra ocorréncia

Nome oficial: hypoxia up-regulated 1

Sindnimos: Cab140; Grp170; Orp150; CBP-140; Al415631
Descri¢cédo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Sem descricéo

Artigos relacionados: alguns artigos relacionam alteragdes nesse gene com problemas
no processamento de proteinas (Molecular chaperoning by glucose-regulated protein 170
in the extracellular milieu promotes macrophage-mediated pathogen sensing and innate
immunity).

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: uma entrada corresponde a pesquisa
com HYOU1

Entrada Nome Descricéo

Processamento de proteinas no | O reticulo endoplasmatico (RE) € uma
hsa04141 | reticulo endoplasmaético - Homo | organela subcelular onde as proteinas
sapiens (humano) séo dobradas com a ajuda de ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04141
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HMOX1

Presente também: Quercetina - up
Nome oficial: heme oxygenase 1
Sindnimos: HO-1; HSP32; HMOX1D; bK286B10

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: A heme oxigenase, uma enzima
essencial no catabolismo do heme, cliva o heme para formar a biliverdina, que é
subsequentemente convertido para a bilirrubina pela biliverdina-redutase, e monéxido de
carbono. A atividade da heme-oxigenase é induzida pelo seu substrato heme e por varias
substancias ndo-heme. Heme oxigenase ocorre como 2 isoenzimas, um heme oxigenase-
induzivel 1 e heme oxigenase-2 constitutiva. HMOX1 e HMOX2 pertencem a familia
heme oxigenase.

Artigos relacionados: Alteracdes nesse gene causam alteracdes na heme oxigenasse e
por consequéncia problemas com polimorfismo albuminuria além de estar relacionado
com diabets e risco de cancer (Association Between Heme Oxygenase-1 Promoter
Polymorphisms and the Development of Albuminuria in Type 2 Diabetes: A Case-
Control Study. Lee EY, et al. Medicine (Baltimore), 2015 Oct. PMID 26512585;
Association of heme oxygenase-1 polymorphisms with cancer risk: A systematic review
and meta-analysis. Luo H, et al. J BUON, 2015 Jul-Aug. PMID 26416069).

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro entradas correspondes a
pesquisa com HMOX1

Entrada Nome Descricéo

MicroRNA (miARN) é um grupo de
pequenas moléculas de RNA ndo codificantes
de 21 - 23 nucleidos de comprimento, ...

MicroRNAS no cancer -

hsa05206 Homo sapiens (humano)

Via de sinalizacao do HIF-
hsa04066 1 - Homo sapiens
(humano)

A HIF-1 é um factor de transcri¢do que
funciona como um regulador mestre de ...

Metabolismo da porfirina e
hsa00860| clorofila - Homo sapiens -
(humano)

Os minerais s&o um dos cinco grupos
fundamentais de nutrientes necessarios para
sustentar a vida. Dos minerais ...

Absorgdo de minerais -

hsa04978 Homo gapiens (humanO)



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05206
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04066
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00860
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04978
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QUERCETINA — SUPEREXPRESSOS

Foram selecionados genes de vias que apresentavam mais de 40% de alteracéo
na presenca da quercetina, com excecdo dos genes que ja foram anteriormente descritos
seguem abaixo as instrugbes sobre os demais.

CCNT1

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: cyclin T1
Sinénimos: CCNT; CYCT1; HIVE1

Descricdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Este gene codifica um membro da
subfamilia ciclina C altamente conservado. A proteina codificada é firmemente associada
com ciclina quinase dependente 9, e é uma subunidade principal do fator de transcricéo
alongamento positivo b (p-TEFb). Em Humanos, existem varias formas de transcricdo
positiva do fator de alongamento b, que pode incluir um de varios ciclinas diferentes
juntamente com quinase dependente de ciclina 9. O complexo contendo ciclina atua como
um cofator do virus da imunodeficiéncia humano tipo 1 (HIV-1) proteina Tat, e €
necessario para a ativacao completa da transcricdo viral. Também estdo envolvidos no
desencadear de transcricdo alongamento através de fosforilagdo do dominio carboxi-
terminal da subunidade maior de RNA polimerase Il. A sub-expressdo desse gene esta
implicado no crescimento do tumor. Splicings alternativos resultam em madaltiplas
transcritos variantes.

Artigos relacionados: a grande maioria dos artigos aborda a relacdo desse gene com o
HIV (HIV-1 replication and latency are regulated by translational control of cyclin T1.
Hoque M, et al. J Mol Biol, 2011 Jul 29. PMID 21763496); (Regulation of cyclin T1 and
HIV-1 Replication by microRNASs in resting CD4+ T lymphocytes. Chiang K, et al. J
Virol, 2012 Mar. PMID 22205749)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: uma entrada correspondes a pesquisa
com CCNT1

Entrada Nome Descricao

Misregulation transcricional no
hsa05202 cancer - Homo sapiens -
(humano)



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05202
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CDK9

Presente também: Sem outra ocorréncia
Nome oficial: cyclin-dependent kinase 9
Sinénimos: TAK; C-2k; CTK1; CDC2L4; PITALRE

Descricdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: A proteina codificada por este gene é
um membro da familia da ciclina dependente da proteina cinase (CDK). membros da
familia de CDK sdo muito semelhantes aos produtos de genes de S. cerevisiae CDC28,
cdc2 e S. pombe. Séo conhecidas como importantes reguladores do ciclo celular. Esta
cinase foi encontrado para ser um componente do complexo multiproteico TAK / P-
TEFb. Esta proteina forma um complexo com, e é regulada pela proteina reguladora de
ciclina K. HIV-1 Tat subunidade ciclina T ou foi capaz de interagir com esta proteina e
ciclina T, o que sugere um possivel envolvimento desta proteina na SIDA.

Artigos relacionados: Modulacdo de mRNAs; regulacdo da proliferagéo celular,
apoptose. (Characterization of molecular and cellular functions of the cyclin-dependent
kinase CDKJ9 using a novel specific inhibitor.Albert TK, et al. Br J Pharmacol, 2014 Jan.
PMID 24102143)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: uma entrada corresponde a pesquisa
com CDK9

Entrada Nome Descricéo

Misregulation transcricional no
hsa05202 cancer - Homo sapiens -
(humano)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24102143/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24102143/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05202
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CDKN2A

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: cyclin-dependent kinase inhibitor 22

Sindnimos: ARF; MLM; P14; P16; P19; CMM2; INK4; MTS1; TP16; CDK4l; CDKNZ2;
INK4A; MTS-1; P14ARF; P19ARF; P16INK4; P16INK4A; P16-INK4A

Descricdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Este gene gera diversos transcritos
variantes que diferem em seus primeiros exons. Pelo menos trés splicings alternativos
codificam proteinas distintas tém sido relatados, dois dos quais codificam isoformas
estruturalmente relacionados conhecidos por funcionar como inibidores de quinase
CDK4. A transcricdo restante especifica uma proteina que é estruturalmente relacionada
com os produtos das outras variantes. Funciona como um estabilizador da proteina
supressora de tumor p53, uma vez que podem interagir com, e retém, a E3 ligase de
ubiquitina-proteina MDM2, uma proteina responsavel pela degradacdo da p53. Apesar
das diferencas estruturais e funcionais, as isoformas inibidoras de CDK partilham uma
funcionalidade comum no controle do ciclo celular G1. Este gene € frequentemente
mutado ou eliminado em uma ampla variedade de tumores, e é conhecido por ser um
importante gene supressor de tumor.

Artigos relacionados: AlteracGes nesse gene estdo relacionadas com o HPV e 0 aumento
do rico de alguns tipos de cancer. (Expression of p16/Ki-67 in ASC-US/LSIL or Normal
Cytology with Presence of Oncogenic HPV DNA.Solares C, et al. Anticancer Res, 2015
Nov. PMID 26504065).

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: doze entradas correspondem a
pesquisa com CDKN2A

Entrada Nome Descricdo

O urotélio cobre a superficie luminal de quase

Cancer de bexiga - Homo o .
todo o trato urinério, que se estende a partir da s

hsa05219 :
sapiens (humano)

. Progresséo do ciclo celular mitotico é realizado
Ciclo celular - Homo . A .
hsa04110 i através de uma sequéncia reprodutivel de

sapiens (humano) Ly
eventos, réplica do ADN ...

hsa05200 Vias d_o cancer - Homo i
- sapiens (humano)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26504065/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26504065/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05219
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05200
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Glioma - Homo sapiens

Os gliomas s@o os mais comuns dos tumores

hsa05214 (humano) cerebrais primarios e sdo responsaveis por mais
de 40% de toda a central, ...
Melanoma é uma forma de cancer de pele que
Melanoma - Homo L . . ,
hsa05218 . tem um prognaostico ruim e que esta em
sapiens (humano) x
ascensdo na popu...
leucemia mieldide Leucemia mieldide cronica (LMC) tem origem
hsa05220 | cronica - Homo sapiens em uma célula-tronco hematopoiéticas
(humano) pluripotentes do 0sso ...
. A MicroRNA (miARN) é um grupo de pequenas
MicroRNAs no cancer - , N e
hsa05206 . moléculas de RNA n&o codificantes de 21 - 23
Homo sapiens (humano) . .
nucleidos de comprimento, ...
. e Ativacao do p53 €é induzida por um nimero de
Vi inaliz . . .
hsa04115 ades a_ agao do pS3 sinais de estresse, incluindo danos no DNA, o
- Homo sapiens (humano) N
stress oxidativo e ...
« Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1
Infeccdo pelo HTLV-I- | y' P P - yP . ( . )
hsa05166 i € um retrovirus patogénico que esta associado
Homo sapiens (humano)
com adultos...
Carcinogénisis viral - H& uma forte associacdo entre o virus e o
hsa05203 g desenvolvimento de malignidades humanas.
Homo sapiens (humano)
Sabemos agora ...
A (e Adenocarcinoma infiltrado ductal é o tumor
Cancer pancreético - . . .
hsa05212 . maligno mais comum do pancreas. Quando a
Homo sapiens (humano) . .
maior parte Investig ...
A « O cancer de pulmao é a principal causa de
Céancer de pulméo - A
hsa05223 morte por cancer entre homens e mulheres nos

Homo sapiens (humano)

paises industrializados. Nao-...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05214
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05218
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05220
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05206
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04115
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05212
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05223

18

ETS2

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: ETS proto-oncogene 2, transcription factor
Sinbnimos: ETS2IT1

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica um fator de
transcricdo que regula genes envolvidos no desenvolvimento e apoptose. A proteina
codificada é também um proto-oncogene e ja foi evidenciado o seu envolvimento na
regulacdo da telomerase. Um pseudogene deste gene esta localizado no cromossoma X.
Splicings alternativos resultam em multiplas transcrigcdes variantes.

Artigos relacionados: Mostram a atividade transcricional relacionada a esse gene
(Structural insights into the autoregulation and cooperativity of the humano transcription
factor Ets-2.Newman JA, et al. J Biol Chem, 2015 Mar 27. PMID 25670864, Free PMC

Avrticle)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro entradas correspondem a
pesquisa com CDKN2A

Entrada Nome Descricéo

As proteinas Ras sdo GTPases que funcionam
como interruptores moleculares para vias de
sinalizacdo que regulam a c...

Via de sinalizacdo da Ras

hsa04014 .
hsa04014 ) _ Homo sapiens (humano)

Formacao do eixo
hsa04320( dorsoventral - Homo -
sapiens (humano)

Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1)
é um retrovirus patogénico que esta associado
com adultos...

Infeccdo pelo HTLV-I -

hsa05166 Homo sapiens (humano)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25670864/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25670864/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4375503/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4375503/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04014
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04320
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
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SLC2A1

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: solute carrier family 2 member 1

Sindnimos: CSE; PED; DYT9; GLUT; DYT17; DYT18; EIG12; GLUT1; HTLVR;
GLUT-1; SDCHCN; GLUT1DS

Descricdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Este gene codifica um grande
transportador de glicose na barreira sangue-cérebro de mamiferos. A proteina codificada
é encontrada principalmente na membrana celular e na superficie da célula, onde podem
também funcionar como um receptor para o virus da leucemia de células T humano
(HTLV) I e Il. MutacGes neste gene tém sido encontradas numa familia com discinesia
induzida por esforgo paroxistica.

Artigos relacionados: Mostram a relacdo do aumento da expressédo desse gene com 0
aumento na concentracdo da proteina transportadora de glicose (Glucose transporter
isoform-1 receptor-positive infantile capillary hemangiomas: case report and literature
review.Brissette A, et al. Can J Ophthalmol, 2014 Dec. PMID 25433755)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: Onze entradas correspondem a
pesquisa com SLC2A1

Entrada Nome Descricéo

Metabolismo central do A transformacao maligna de células requer
hsa05230 | carbono no cancer - Homo | adaptacdes especificas do metabolismo celular
sapiens (humano) para apoiar gr ...

Via de sinalizacdo do A hipoxia induzida pelo fator 1 (HIF-1) é um
hsa04066 | HIF-1 - Homo sapiens fator de transcricdo que funciona como um
(humano) regulador mestre de ...

Células de cancer renais (RCC) séo

hsa05211 Célula de carcinoma renal | responsaveis por ~ 3% das neoplasias malignas

- Homo sapiens (humano) humanas e sua incidéncia parece estar
aumentando ...
Secrecdo de insulina - Células beta pancreaticas sdo células
hsa04911 ¢ P

Homo sapiens (humano) enddcrinas especializadas...



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25433755/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25433755/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25433755/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05230
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04066
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05211
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04911
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Via de sinalizacao de

Os horménios da tireoide (THSs) séo

hsa04919| hormonio da tireoide - importantes reguladores de crescimento,
Homo sapiens (humano) desenvolvimento e metabolismo. A acéo...
Via de sinalizacdo da O aumento no volume e o0 nimero de
hsa04920| adipocitocina - Homo adipdcitos esta positivamente correlacionado
sapiens (humano) com a producéo de leptina e negativamente...
Via de sinalizagéo do O glucagon é convencionalmente considerado
hsa04922 | glucagon - Homo sapiens como um hormaonio contra-reguladora de

(humano)

insulina e desempenha um critico ...

Resisténcia a insulina -

A resisténcia a insulina € uma condicdo onde

hsa04931 . células adiquirem resisténcia aos efeitos da

Homo sapiens (humano) . , )

insulina. Isso ¢ frequenti...
X s Bile é uma secrecdo vital, essencial para a

Secrecdo biliar- Homo . . .

hsa04976 ; digestdo e absorcdo de gorduras e vitaminas
sapiens (humano) . L
lipossolaveis i ...
Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1

Infeccdo pelo HTLV-I- | , y, P p, . P . ( . )
hsa05166 i é um retrovirus patogénico que esta associado

Homo sapiens (humano)

com adultos...

hsa05200 Vias do cancer - Homo i

sapiens (humano)



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04919
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04920
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04922
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04931
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04976
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05200
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SLC2A3

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: solute carrier family 2 member 3

Sinénimos: GLUT3

Descri¢cdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: sem descri¢do
Artigos relacionados: Trabalhos relacionados ao transporte da glucose

Placental glucose transporter 3 (GLUTS3) is up-requlated in humano pregnancies
complicated by late-onset intrauterine growth restriction.Janzen C, et al. Placenta, 2013
Nov. PMID 24011442,

Molecular basis of ligand recognition and transport by glucose transporters.Deng D, et
al. Nature, 2015 Oct 15. PMID 26176916

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: nenhum resultado encontrado


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24011442/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24011442/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26176916/
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AKR1C2

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: aldo-keto reductase family 1, member C2

Sinénimos: DD; DD2; TDD; BABP; DD-2; DDH2; HBAB; HAKRD; MCDR2; SRXYS;
DD/BABP; AKR1C-pseudo

Descricdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Este gene codifica um membro da
superfamilia das aldo/ceto-redutase, que consiste em mais do que 40 enzimas e proteinas
conhecidas. Estas enzimas catalisam a conversdo de aldeidos e cetonas para 0s seus
alcoois correspondentes usando o NADH e/ou NADPH como cofactor. As enzimas
exibem especificidades sobrepostas, mas distintas para o substrato. Esta enzima se liga
ao acido biliar com elevada afinidade, e mostra minima atividade desidrogenase 3-alfa-
hidroxiesterdide. Este gene partilha alta similaridade de sua sequéncia com trés outros
membros de genes e esta agrupado com esses trés genes no cromossomo 10p15-p14. Trés
transcritos variantes deste gene codificam duas isoformas diferentes.

Artigos relacionados: mostram atividades que se conectam com a descri¢do dada pelo
NCBI

(Am J Physiol Endocrinol Metab. 2012 Apr 15;302(8):E941-9. doi:
10.1152/ajpend0.00069.2011. Epub 2012 Jan 24. Glucocorticoid-induced androgen
inactivation by aldo-keto reductase 1C2 promotes adipogenesis in humano
preadipocytes.)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: dois resultados foram relacionados a
esse gene

Entrada Nome Descricéo

., L. Os hormonios esterdides, derivados do
Biosintese de estedides -

hsa00140 . colesterol, sdo uma classe de compostos
Homo sapiens (humano) . . .
biologicamente ativos em vertebrado ...
L Estimou-se que a exposicao a carcinogenios
Carcinogeénisis quimica - o . o
hsa05204 guimicos ambientais podem contribuir

Homo sapiens (humano) significativa



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00140
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05204
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AKR1C3

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: aldo-keto reductase family 1, member C3
Sinénimos: DD3; DDX; PGFS; HAKRB; HAKRe; HA1753; HSD17B5; hluPGFS

Descricdo do NCBI sobre a funcédo deste gene: Este gene codifica um membro da
superfamilia das aldo/ceto-redutase, que consiste em mais do que 40 enzimas e proteinas
conhecidas. Estas enzimas catalisam a conversdo de aldeidos e cetonas para 0s seus
alcoois correspondentes usando o NADH e/ou NADPH como cofactor. As enzimas
exibem especificidades sobrepostas, mas distintas para o substrato. Esta enzima catalisa
a reducdo da prostaglandina (PG) D2, PGH2 e fenantrenoquinona (PQ), e a oxidacdo de
9alpha, 11beta-PGF2 para a PGD2. Desempenha um papel importante na patogénese de
doencas alérgicas, como asma, e também pode ter um papel no controle do crescimento
e/ou diferenciacdo celular. Este gene partilha alta similaridade de sua sequéncia com trés
outros membros de genes e esta agrupado com esses trés genes no cromossomo 10p15-
pl4. Trés transcritos variantes deste gene codificam duas isoformas diferentes.

Artigos relacionados: O aumento da expressao desse gene induz a resisténcia de células
cancerigenas frente radiacdo ionizante através da modulacdo do estresse oxidativo
impedindo maiores danos que sdo gerados pelos radicais livres decorrentes da radiacéo.
(Elevated expression of AKR1C3 increases resistance of cancer cells to ionizing radiation
via modulation of oxidative stress.Xiong W, et al. PLoS One, 2014.)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: Quatro resultados foram relacionados
a esse gene

Entrada Nome Descricéo

- . Os horménios esterdides, derivados do
Biosintese de estedides - «
hsa00140 . colesterol, sdo uma classe de compostos
Homo sapiens (humano) . . .
biologicamente ativos em vertebrado ...

Esteroidogénese ovariana - | Os esteroides ovarianos, 17-beta-estradiol

hsa04913 Homo sapiens (humano) (E2) e progesterona (P4), sdo criticos...

Metabolismo do acido
hsa00590 | aracddmico - Homo sapiens -
(humano)

hsa01100 Vias m.etabollcas - Homo -
sapiens (humano)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25419901/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25419901/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00140
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04913
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00590
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa01100
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CDKN1A

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
Sinénimos: P21; CIP1; SDI1; WAF1; CAP20; CDKN1; MDA-6; p21CIP1

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica um potente inibidor
de ciclina dependente de quinase. A proteina codificada se liga a e inibe a atividade de
ciclina-ciclina dependente de quinase 2 ou ciclina dependente de quinase 4, e portanto,
funciona como um regulador da progresséo do ciclo celular em G1. A expresséo deste
gene € controlada rigidamente pela proteina supressora de tumores p53, por meio do qual
esta proteina medeia a detencdo do ciclo celular fase G1 dependente de p53 em resposta
a uma variedade de estimulos de estresse. Esta proteina pode interagir com antigeno
nuclear de proliferacdo celular, um fator acessério da DNA polimerase, e desempenha
um papel regulador na replicacdo do DNA, fase S e reparacdo de danos do DNA. Esta
proteina foi relatado por ser especificamente clivadas por caspases-CASP3, e conduz uma
forte ativagdo de quinase 2 dependente de ciclina, e pode ser um instrumento para a
execucao da apoptose via a activacao de caspases. Os ratos que ndo tém este gene tem a
capacidade de regenerar tecidos danificados ou faltando. Varios splicings alternativos
foram encontrados para este gene.

Artigos relacionados: um artigo relaciona o aumento da expressdo desse gene com a
ativacdo de vias relacionadas a apoptose e atividade antioxidante

The Role of p21 in Apoptosis, Proliferation, Cell Cycle Arrest, and Antioxidant Activity
in UVB-Irradiated Humano HaCaT Keratinocytes.Chen A, et al. Med Sci Monit Basic
Res, 2015 Apr 30. PMID 25925725

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: vinte resultados foram relacionados a
esse gene

Entrada Nome Descricéo

Virus da hepatite B (HBV) é um virus
hsa05161 | Hepatite B - Homo sapiens (humano) | envelopado e contém uma cadeia
dupla parcialmente de relaxada...

hsa05200 Vias no cancer - Homo sapiens ]
(humano)

Misregulacdo transcricional no
hsa05202| ' o cguiacao fran i
cancer - Homo sapiens (humano)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25925725/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25925725/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05161
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05200
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05202
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Viral carcinogenesis - Homo sapiens

Ha uma forte associacgéo entre 0s

hsa05203 virus e o desenvolvimento de
(humano) .
malignidades humanas....
Muitos proteoglicanos (PGs) no
Proteoglicanos em cancer - Homo microambiente do tumor tem se
hsa05205 . .
sapiens (humano) mostrado macromoléculas chave que
MicroRNA (miARN) é um grupo de
hsa05206|  MicroRNAs no cancer - Homo pequenas moléculas de RNA nao
sapiens (humano) codificantes de 21 - 23 nucleidos de
comprimento, ...
hsa04012 Via de sinalizacdo do ErbB - Homo | A ErbB familia de recepitorestirosina-
- sapiens (humano) quinase....

A hipdxia induzida pelo fator 1 (HIF-
hsa04066 Via de sinalizagdo do HIF-1 - Homo 1) é um fator de transcri¢do que
- sapiens (humano) funciona como um regulador mestre

de ...
Via de sinalizacdo FoxO - Homo A familia forkhead bo_x~O (FOXO) de
hsa04068 . factores de transcricdo regula a
sapiens (humano) «
expressao de genes em celu...
Progressédo do ciclo celular mitotico é
Ciclo celular - Homo sapiens realizado através de uma sequéncia
hsa04110 . 1
(humano) reprodutivel de eventos, réplica do
ADN ...
Ativacdo do p53 € induzida por um
Via de sinalizagéo do p53 - Homo numero de sinais de estresse,
hsa04115 . . .
sapiens (humano) incluindo danos no DNA, o stress
oxidativo e ...
A via de sinalizacao do
hsa04151 Via de sinalizacdo do PI3K-Akt - | phosphatidylinositol 3' -kinase(PI13K)-

Homo sapiens (humano)

Akt é ativada por muitos tipos de
células...

hsa04630

Via de sinaliza¢do Jak-STAT - Homo
sapiens (humano)

A via de transducdo e ativacdo de
transcricdo Janus quinase
(JAK/STAT) é uma...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05205
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05206
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04012
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04066
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04068
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04115
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04151
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04630
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Via de sinalizacao da oxitocina -

A oxitocina (OT) € um nonapéptideo

hsa04921 . sintetizado pelos neurénios magno-
Homo sapiens (humano) . -
celulares localizados na supra-op...
O virus da hepatite C (VHC) é uma
hsa05160 causa importante de doencas do

Hepatite C - Homo sapiens (humano)

figado cronica. O VHC emprega
varias estratégias ...

Infeccdo pelo HTLV-I - Homo

Human T-lymphotropic virus type 1

hsa05166 : (HTLV-1) é um retrovirus patogénico
sapiens (humano) f .
que esta associado com adultos...
« . . virus de Epstein-Barr (EBV) é um
Infeccdo por virus de Epstein-Barr - . P ( ) .
hsa05169 . herpesvirus humano ubiquo que esta
Homo sapiens (humano) i ]
associada com a oncogénese. EBV ...
Os gliomas séo 0s mais comuns dos
. . tumores cerebrais primarios e sdo
hsa05214| Glioma - Homo sapiens (humano) Lo p
responsaveis por mais de 40% de toda
a central, ...
O cancer de proéstata constitui um
Cancer de prostata - Homo sapiens importante problema de salde nos
hsa05215 . . . ) .
(humano) paises ocidentais. Ele é o mais
frequentemente de...
Melanoma is a form of skin cancer
hsa05218 | Melanoma - Homo sapiens (humano) | that has a poor prognosis and which is

on the rise in Western popu...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04921
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05160
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05169
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05214
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05215
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05218
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CDKN1B

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
Sindnimos: KIP1; MEN4; CDKN4; MEN1B; P27KIP1

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica um inibidor de
quinase dependente de ciclina, que partilha uma semelhanca limitada com um inibidor de
CDK CDKNZ1A / p21. A proteina codificada se liga e impede a ativagdo dos complexos
CDK4-ciclina D ou ciclina E-CDKZ2, e assim controla a progressao do ciclo celular em
G1. A degradacdo desta proteina, que é desencadeada pela sua fosforilagdo dependente
de CDK e subsequentemente ubiquitinagdo por complexos SCF. E necessério para a
transicdo da quiescéncia celular para o estado proliferativo. Mutagdes nesse gene estdo

Artigos relacionados mostram relacGes desse gene com varios tipos de cancer (Genetic
Association Between CDKN1B rs2066827 Polymorphism and Susceptibility to Cancer.
Lu Y, et al. Medicine (Baltimore), 2015 Nov. PMID 26579796, Free PMC Article).

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: dezesseis resultados foram
relacionados a esse gene

Entrada Nome Descricéo

MicroRNA (miARN) é um grupo de
hsa05206 | MicroRNAs no cancer - Homo pequenas moléculas de RNA néo
sapiens (humano) codificantes de 21 - 23 nucleidos de
comprimento, ...

Misregulation transcricional
hsa05202| no cancer - Homo sapiens -
(humano)

O cancer de prostata constitui um
Cancer de prostata - Homo importante problema de saude nos paises

hsa05215 sapiens (humano) ocidentais. Ele é o mais frequentemente
de...
. S A via de sinalizagéo do
hsa04151 Via de sinalizacgo do PI3K- phosphatidylinositol 3' -kinase(P13K)-Akt

Akt - Homo sapiens (humano) A o .
¢ ativada por muitos tipos de celulas...

hsa05200 Vias d.o cancer - Homo -
sapiens (humano)



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05206
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05202
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05215
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04151
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05200
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Via de sinalizacao do ErbB -

A ErbB familia de recepitorestirosina-

hsa04012 . :
Homo sapiens (humano) quinase....
. A hipoxia induzi lo fator 1 (HIF-1) é
Via de sinalizagdo do HIF-1 - poxia dUZIdé E)e o fato .( )¢
hsa04066 . um fator de transcri¢do que funciona como
Homo sapiens (humano)
um regulador mestre de ...
. . A familia forkhead box O (FOXO) de
Via de sinalizagdo FoxO - - «
hsa04068 . factores de transcricdo regula a expressao
Homo sapiens (humano)
de genes em celu...
. . Progresséo do ciclo celular mitotico é
Ciclo celular - Homo sapiens . , A
hsa04110 (humano) realizado através de uma sequéncia
reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...
Via de sinalizagcdo AGE- I —
¢ L Produtos finais de glicagcdo avancada
RAGE em complicacdes «
hsa04933| ,. ... . (AGEs) sdo um grupo complexo de
diabéticas - Homo sapiens . .
compostos produzidos através da...
(humano)
i . Virus da hepatite B (HBV) é um virus
Hepatite B - Homo sapiens P . ( ) .
hsa05161 envelopado e contém uma cadeia dupla
(humano) .
parcialmente de relaxada...
Saramoo - Homo saiens O virus do sarampo (VS) é altamente
hsa05162 P P contagioso e leva a morte infantil em todo
(humano) N .
0 mundo. Humanos sdo a unic...
Infeccdo por virus de Epstein- virus de Epstein-Barr (EBV) é um
hsa05169 Barr - Homo sapiens herpesvirus humano ubiquo que esta
(humano) associada com a oncogénese. EBV ...
. Ha uma forte associagéo entre o virus e o
Carcinogénisis viral - Homo . .
hsa05203 g desenvolvimento de malignidades
sapiens (humano)
humanas. Sabemos agora ...
. L. Leucemia mieloide crénica (LMC) tem
leucemia mieldide cronica - . .
hsa05220 i origem em uma célula-tronco
Homo sapiens (humano) s .
hematopoieticas pluripotentes do 0sso ...
A « O céncer de pulmao ¢ a principal causa de
Céancer de pulméo - Homo Ap P P
hsa05222 morte por cancer entre homens e mulheres

sapiens (humano)

nos paises industrializados. Néao-...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04012
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04066
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04068
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04933
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05161
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05162
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05169
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05220
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05222
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CDKN2B
Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: cyclin-dependent kinase inhibitor 2B
Sindnimos: P15; MTS2; TP15; CDK4l; INK4B; p15INK4b

Descri¢céo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Este gene encontra-se adjacente ao gene
supressor de tumor CDKNZ2A, numa regido que é frequentemente mutado e suprimido
em uma ampla variedade de tumores. Este gene codifica um inibidor de quinase
dependente de ciclina, que forma um complexo com CDK4 ou CDKG®, e evita a ativacédo
das quinases CDK. A proteina codificada tem como funcdo regulacdo do crescimento de
células e controla a progressao do ciclo celular G1. A expressao deste gene foi fortemente
induzida por TGF beta, o que sugere o seu papel na inibi¢do do crescimento induzida por
TGF beta. Dois splicings alternativos deste gene codificam proteinas.

Artigos relacionados: marcador de vérios tipos de cancer.

Vias relacionadas a esse gene segundo o0 KEEG: sete resultados foram relacionados a
esse gene

Entrada Nome Descricdo

Via de sinalizagdo FoxO - A familia forkhead box O (FOXO) de factores de

hsa04068 . - x
Homo sapiens (humano) transcricdo regula a expressao de genes em celu...

Progresséo do ciclo celular mitético é realizado
através de uma sequéncia reprodutivel de eventos,
réplica do ADN ...

Ciclo celular - Homo sapiens

hsa04110 (humano)

Vias de sinalizagdo do TGF-

hsa04350 beta - Homo sapiens Os membros da faml_lle_x TGF-beta, que incluem,
activinase...
(humano)
Human T-lymphotropic vi 1 (HTLV-1) é
Infeccéo pelo HTLV-I - uma . ymphot qp!c virus typ,e ( . )¢
hsa05166 i um retrovirus patogénico que esta associado com
Homo sapiens (humano)
adultos...
hsa05200 Vias do cancer - Homo i

sapiens (humano)

H& uma forte associag&o entre o virus e o
desenvolvimento de malignidades humanas.
Sabemos agora ...

Carcinogénisis viral - Homo

hsa05203 .
sapiens (humano)

O cancer de pulmao é a principal causa de morte
por cancer entre homens e mulheres nos paises
industrializados. N&o-...

Céncer de pulmé&o - Homo

hsa05222 .
sapiens (humano)



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04068
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04350
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05200
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05222
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BBC3

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: BCL2 binding component 3
Sinénimos: JFY1; PUMA; JFY-1

Descricdo do NCBI sobre a funcéo desse gene: Este gene codifica um membro de
proteinas da familia Bcl-2. Este membro da familia pertence BH3-only, subclasse de pro-
apoptdticos. A proteina coopera com proteinas ativadores diretos para induzir a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial exterior e apoptose. Pode ligar-se a membros
da familia Bcl-2, anti-apoptdticos para induzir disfungdo mitocondrial e ativacdo de
caspases. Devido ao seu papel pro-apoptético, este gene é um potencial alvo da droga
para a terapia do cancer e para a lesdes do tecido.

Artigos relacionados: regulador de apoptose (Exogenous p53 upregulated modulator of
apoptosis (PUMA) decreases growth of lung cancer A549 cells.Liu CJ, et al. Asian Pac J
Cancer Prev, 2015. PMID 25684518)

Vias relacionadas a esse gene segundo 0 KEEG: cinco resultados foram relacionados
a esse gene

Entrada Nome Descricéo

A apoptose é um processo geneticamente
Apoptose - Homo Pop P g

hsa04210 . programados para a eliminacao das células
sapiens (humano) .
danificadas ou redundantes por um ...
Via de sinalizacdo do Ativacao do p53 € induzida por um nimero de
hsa04115| p53 - Homo sapiens sinais de estresse, incluindo danos no DNA, o
(humano) stress oxidativo e ...
Hippo via de sinalizacao Sinalizacdo Hippo é uma via de sinalizacédo
hsa04390 - Homo sapiens evolutivamente conservada que controla tamanho
(humano) do 6rgédo de moscas ...
Doenca de Huntington's | A doenga de Huntington (DH) é uma doenca
hsa05016 | - Homo sapiens autossdmica dominante neurodegenerativa que

(humano) afeta principalmente m ...

O virus do sarampo (VS) é altamente contagioso
e leva a morte infantil em todo o mundo.
Humanos sdo a unic...

hsa05162|  Sarampo - Homo
sapiens (humano)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25684518/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25684518/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04210
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04115
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04390
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05016
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05162
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BACH1

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1
Sinénimos: BACH-1; BTBD24

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica um fator de
transcrigdo que pertence ao tipo de cap'n'collar. A proteina codificada contém amplos
dominios. Estes dominios BTB / POZ facilitam intera¢fes proteina-proteina e formacéao
de homo- e/ou hetero-oligbmeros. Quando esta proteina codificada forma um
heterodimero com MafK, ela funciona como um repressor de elemento de
reconhecimento Maf (MARE) e a transcricdo é reprimida. Vrias splicings alternativos
foram identificados para este gene.

Artigos relacionados: senescéncia celular e alzaimer

Bachl overexpression in Down syndrome correlates with the alteration of the HO-
1/BVR-a system: insights for transition to Alzheimer's disease.Di Domenico F, et al. J
Alzheimers Dis, 2015. PMID 25391381,

[Requlation of cellular senescence by Bachl].lgarashi K, et al. Nihon Rinsho, 2009 Jul.
PMID 19591297

Vias relacionadas a esse gene segundo o0 KEEG: nenhum resultado relacionado com
esse gene


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25391381/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25391381/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19591297/
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QUERCETINA - SUBEXPRESSOS

Foram selecionados genes de vias que apresentavam mais 100% de alteragéo na
presenca da quercetina, com excecdo dos genes que ja foram anteriormente descritos
seguem abaixo as instrugbes sobre os demais.

CCNB1

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: cyclin B1
Sinénimos: CCNB

Descricdo do NCBI sobre a funcé@o desse gene A proteina codificada por este gene é
uma proteina reguladora envolvida em mitose. Os produtos do gene complexam com a
p34 (cdc2), para formar o fator de promoc¢do da maturacdo (MPF). Dois transcritos
alternativos foram encontrados, um transcrito constitutivamente expresso e um
transcricao regulado pelo ciclo celular, que é expresso predominantemente durante a fase
G2/M. Os diferentes transcritos resultam da utilizacdo de locais de iniciacdo de
transcricao alternativo.

Artigos relacionados: mostram trabalhos relacionados ao ciclo celular e como sua
subexpressdo pode causar morte celular.

(Nuclear translocation of Cyclin B1 marks the restriction point for terminal cell cycle exit
in G2 phase.Miillers E, et al. Cell Cycle, 2014. PMID 25486360.

Cyclin B1 overexpression induces cell death independent of mitotic arrest.Eichhorn JM,
et al. PLoS One, 2014. PMID 25415322)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: cinco resultados relacionados com
esse gene:

Entrada Nome Descricéo

Via de sinalizacio FoxO - A familia forkhead box O (FOXO) de

hsa04068 . factores de transcricdo regula a expresséo de
Homo sapiens (humano)
genes em celu...
. . Progresséo do ciclo celular mitdtico é
Ciclo celular - Homo sapiens . ) A
hsa04110 realizado através de uma sequéncia

humano . .
( ) reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04068
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
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hsa04114

Meiose do odcito - Homo
sapiens (humano)

Durante a meiose, uma Unica rodada de
replicacdo do DNA é seguido por duas
rodadas de segregacdo cromossémica...

hsa04115

Via de sinalizacdo do p53 -
Homo sapiens (humano)

Ativacdo do p53 é induzida por um nimero
de sinais de estresse, incluindo danos no
DNA, o stress oxidativo e ...

hsa04914

Maturagdo de o6citos
mediada por progesterona -
Homo sapiens (humano)

Odcitos de Xenopus sdo naturalmente
detido em G2 da meiose I. A exposicdo a
qualquer insulina/IGF-1ouo0s ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04115
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04914

34

CCNB2

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: cyclin B2
Sinénimos: HsT17299

Descricdo do NCBI sobre a fungdo deste gene: A ciclina B2 é um membro da familia
da ciclina, especificamente as ciclinas do tipo B. As ciclinas do tipo B, B1 e B2, associado
com p34cdc2 e sdo componentes essenciais do mecanismo de regulagao do ciclo celular.
B1 e B2 diferem na sua localizacéo subcelular. Ciclina B1 co-localiza nos microttbulos,
enquanto que a ciclina B2 esté principalmente associada com a regido de Golgi. A ciclina
B2 também se liga ao fator de crescimento transformante beta RII e, assim, a ciclina
B2/cdc2 pode desempenhar um papel-chave na transformacéo do fator de crescimento e
controle do ciclo celular beta-mediada.

Artigos relacionados: Mostram relagdes com alguns tipos de genes e com a regulacéo
do ciclo celular.

(The kinetics of G2 and M transitions regulated by B cyclins. Huang Y, et al. PLoS One,
2013. PMID 24324638, Free PMC Atrticle)

(Elevated cyclin B2 expression in invasive breast carcinoma is associated with
unfavorable clinical outcome.Shubbar E, et al. BMC Cancer, 2013 Jan 2. PMID
23282137, Eree PMC Article)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: seis resultados relacionados com esse
gene

Entrada Nome Descricdo

Via de sinalizagéo FoxO - A familia forkhead box O (FOXO) de

hsa04068 ) factores de transcri¢do regula a expresséo de
Homo sapiens (humano)
genes em celu...
. . Progressdo do ciclo celular mitético é
Ciclo celular - Homo sapiens . ) A
hsa04110 realizado através de uma sequéncia

humano . 1
( ) reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...

. L. Durante a meiose, uma unica rodada de
Meiose do oocito - Homo L . .
hsa04114 . replicacdo do DNA é seguido por duas
sapiens (humano) n A
rodadas de segregagdo cromossdmica...



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23282137/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23282137/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3545739/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04068
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114
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. N Ativacao do p53 é induzida por um nimero
Via de sinalizacéo do p53 - Jo N
hsa04115 Homo sapiens (humano) de sinais de estresse, incluindo danos no
P DNA, o stress oxidativo e ...
Maturacao de o0citos Odcitos de Xenopus sdo naturalmente
hsa04914 | mediada por progesterona - | detido em G2 da meiose I. A exposicao a
Homo sapiens (humano) qualquer insulina/IGF-1ouos ...
< Human T-lymphotropic virus type 1
Inf lo HTLV-I - . . .
hsa05166 ectao p.e 0 (HTLV-1) é um retrovirus patogenico que
Homo sapiens (humano) ’ .
esta associado com adultos...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04115
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04914
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
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PLK1

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: polo like kinase 1
Sinénimos: PLK; STPK13

Descricdo do NCBI sobre a funcdo desse gene A proteina serina/tirosina quinase
codificada por este gene pertence a subfamilia CDC5/Polo. Ele é altamente expressa
durante a mitose e niveis elevados encontram-se em muitos tipos diferentes de cancer. O
esgotamento dessa proteina em células de cancer reduz significativamente a proliferacéo
celular e induz a apoptose. Por isso, é um alvo para terapia de cancer.

Artigos relacionados: Mostram relages com a proliferacéo celular
(Mitotic arrest and slippage induced by pharmacological inhibition of Polo-like kinase 1.)

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro resultados relacionados com
esse gene

Entrada Nome Descricéo

. L. Durante a meiose, uma unica rodada de
Meiose do oocito - Homo . . .
hsa04114 . replicacdo do DNA é seguido por duas
sapiens (humano) x -
rodadas de segregacdo cromossémica...

. . Progressédo do ciclo celular mitotico é
Ciclo celular - Homo sapiens

hsa04110 (humano) realizado através de uma sequéncia
reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...
. N A familia forkhead box O (FOXO) de

Via de sinalizagcdo FoxO - - «

hsa04068 . factores de transcricdo regula a expresséo de
Homo sapiens (humano)
genes em celu...
Maturagdo de o6citos Odcitos de Xenopus sdo naturalmente

hsa04914 | mediada por progesterona - | detido em G2 da meiose I. A exposigdo a
Homo sapiens (humano) qualquer insulina/IGF-1 ou0s ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04068
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04914
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FZR1

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: fizzy/cell division cycle 20 related 1

Sinénimos: FZR; CDH1; FZR2; HCDH; HCDH1; CDC20C

Descri¢cdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: sem descri¢do

Artigos relacionados: Trabalhos que mostram a influéncia desse gene na divisdo celular.

(Anaphase-promoting  complex/cyclosome-Cdhl  coordinates  glycolysis  and
glutaminolysis with transition to S phase in human T lymphocytes. Colombo SL, et al.
Proc Natl Acad Sci U S A, 2010 Nov 2. PMID 20921411, Free PMC Article

Nonperiodic activity of the human anaphase-promoting complex-Cdh1l ubiquitin ligase
results in continuous DNA synthesis uncoupled from mitosis. Sorensen CS, et al. Mol
Cell Biol, 2000 Oct. PMID 11003657, Free PMC Article)

Vias relacionadas a esse gene segundo 0 KEEG: trés resultados relacionados com esse
gene

Entrada Nome Descricéo

. . Progressédo do ciclo celular mitotico é
Ciclo celular - Homo sapiens

hsa04110 (humano) realizado através de uma sequéncia
reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...
Ubiquitina protedlise Proteina de ubiquitinacdo desempenha um
hsa04120|  mediada - Homo sapiens papel importante em processos celulares de
(humano) eucariotos. Principalmente funcoes ...
Maturacdo de o6citos Odcitos de Xenopus sdo naturalmente

hsa04914 | mediada por progesterona - | detido em G2 da meiose I. A exposicao a
Homo sapiens (humano) qualquer insulina/IGF-1 ou0s ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04120
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04914

CDC20
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Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: cell division cycle 20

Sindnimos: CDC20A; p55CDC; bA276H19.3

Descricdo do NCBI sobre a fun¢ao deste gene: CDC20 parece atuar como uma proteina
reguladora, interagindo com varias outras proteinas em varios pontos do ciclo celular.
Isso € necessario para dois processos dependentes de microtubulos, movimento nuclear
antes da anafase e separacao de cromossomas.

Artigos relacionados: Trabalhos que mostram a influéncia desse gene em alguns tipos
de cancer. (Increased CDC20 expression is associated with development and progression
of hepatocellular carcinoma. Li J, et al. Int J Oncol, 2014 Oct. PMID 25069850)

Vias relacionadas a esse gene segundo 0 KEEG: trés resultados relacionados com esse

gene
Entrada Nome Descricéo
Meiose do 06cito - Homo Durante a meiose, uma Unica rodada de
hsa04114 . replicacdo do DNA ¢é seguido por duas rodadas
sapiens (humano) N N
de segregagdo cromossémica...
Ubiquitina protedlise Proteina de ubiquitinacdo desempenha um
hsa04120| mediada - Homo sapiens papel importante em processos celulares de
(humano) eucariotos. Principalmente funcoes ...
: Progressdo do ciclo celular mitético é realizado
Ciclo celular - Homo ) . .
hsa04110 . atraves de uma sequéncia reprodutivel de
sapiens (humano) o
eventos, réplica do ADN ...
< Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1
Infeccdo pelo HTLV-1- | y, P P . 7P . ( . )
hsa05166 i é um retrovirus patogénico que esté associado
Homo sapiens (humano)
com adultos...
Carcinoaénisis viral - H& uma forte associacgéo entre 0 virus e 0
hsa05203 g desenvolvimento de malignidades humanas.

Homo sapiens (humano)

Sabemos agora ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04120
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203

CDC25

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: cell division cycle 25

Sinénimos: sal2
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Descri¢cédo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Indutor da fase M.

Artigos relacionados: Trabalhos que mostram a influéncia desse gene na diviséo celular
(A yeast mitotic activator sensitises the shoot apical meristem to become floral in day-
neutral tobacco. Vojvodova P, et al. Planta, 2013 Oct. PMID 23897296).

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: cinco resultados relacionados com

esse gene
Entrada Nome Descricéo
: . Progressédo do ciclo celular mitotico é
Ciclo celular - Homo sapiens . . A -
hsa04110 realizado através de uma sequéncia

(humano)

reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...

hsa04914

Maturacao de o0citos
mediada por progesterona -
Homo sapiens (humano)

... Uma p42 (MAPK) activador] e a via da
cinase / CDC25 polo-like como responsavel
pela activacdo de H ...

hsa04114

Maturacao de o0citos
mediada por progesterona -
Homo sapiens (humano)

Odcitos de Xenopus sdo naturalmente
detido em G2 da meiose I. A exposicao a
qualquer insulina/IGF-1ouo0s ...

hsa05206

MicroRNAs no cancer -
Homo sapiens (humano)

MicroRNA (miARN) é um grupo de
pequenas moléculas de RNA ndo
codificantes de 21 - 23 nucleidos de
comprimento, ...

hsa04010

MAPK signaling pathway -
Homo sapiens (humano)

The mitogen-activated protein kinase
(MAPK) cascade is a highly conserved
module that is involved in...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04914
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05206
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04010

CDK1

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: cyclin-dependent kinase 1

Sinénimos: CDC2; CDC28A; P34CDC2

40

Descri¢do do NCBI sobre a funcéo deste gene: A proteina codificada por este gene é
um membro da familia da serina/tirosina quinase. Esta proteina é uma subunidade
catalitica do complexo de proteina-quinase altamente conservado conhecido como fator
de promocéo da fase M (MPF), o que é essencial para transicOes de fase G1/S e G2/M do
ciclo celular eucariético. Ciclinas mitéticas associar de forma estavel com esta proteina
funcionam como subunidades reguladoras. A atividade de quinase desta proteina é
controlada pela acumulacdo de ciclina e destrui¢do durante o ciclo celular. A fosforilagéo
e a desfosforilagdo desta proteina também desempenham papéis reguladores importantes
no controle do ciclo celular. Splicings alternativos codificam diferentes isoformas.

Artigos relacionados: Trabalhos que mostram a influéncia desse gene na diviséo celular

Vias relacionadas a esse gene segundo o0 KEEG: nove resultados relacionados com esse

gene

Entrada

Nome

Descricéo

hsa04114

Meiose do odcito - Homo
sapiens (humano)

Durante a meiose, uma Unica rodada de
replicacdo do DNA ¢ seguido por duas
rodadas de segregacdo cromossémica...

hsa04110

Ciclo celular - Homo sapiens
(humano)

Progressdo do ciclo celular mitético é
realizado através de uma sequéncia

reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...

hsa04914

Maturacgdo de o6citos
mediada por progesterona -
Homo sapiens (humano)

Odcitos de Xenopus sdo naturalmente
detido em G2 da meiose I. A exposicao a
qualquer insulina/IGF-1ouo0s ...

hsa05203

Carcinogénisis viral - Homo
sapiens (humano)

Ha uma forte associagéo entre o virus e 0

desenvolvimento de malignidades
humanas. Sabemos agora ...

hsa04115

Via de sinalizacdo do p53 -
Homo sapiens (humano)

Ativacdo do p53 é induzida por um
numero de sinais de estresse, incluindo
danos no DNA, o stress oxidativo e ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04914
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04115
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Juncdo Gap - Homo sapiens

Juncdes Gap contem canais intercelulares

hsa04540 gue permitem a comunicacao direta entre o
(humano) .
citos...
Hernes infeccio simples - Virus da herpes simplex (VSH) sdo muito
hsa05168 Hofno s ie(ris (humzno) comuns em todo 0 mundo, com a
P prevaléncia de HSV-1...
Infeccéo por virus de Epstein- virus de Epstein-Barr (EBV) € um
hsa05169 Barr - Homo sapiens herpesvirus humano ubiquo que esta
(humano) associada com a oncogénese. EBV ...
Misregulation transcricional
hsa05202| no cancer - Homo sapiens -

(humano)



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04540
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05168
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05169
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05202
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FBXO5

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: F-box protein 5
Sinénimos: EMI1; FBX5; Fbxo31

Descricdo do NCBI sobre a funcédo deste gene: Este gene codifica um membro da
familia de proteinas F-box, que é caracterizada por um motivo de cerca de 40
aminodcidos, F-box. As proteinas F-box constituem uma das quatro subunidades do
complexo SCFS ubiquitina-ligase proteina chamada (SKP1-Cullin-F-box), cuja fungéo é
de ubiquitinacdo dependente da fosforilacdo. As proteinas F-box séo divididas em 3
classes: Fbws contendo WD-40 dominios, FBLS que contém repeticdes ricas em leucina,
e 0s Fbxs contendo diferentes mddulos de interac¢do proteina-proteina ou ndo ha motivos
reconheciveis. Esta proteina é semelhante a xenopus early mitotic inhibitor-1 (Emil), que
¢ um regulador mitético que interage com CDC20 e inibe a promoc¢do da anafase.
Splicings alternativos codificam diferentes isoformas.

Artigos relacionados: Trabalhos que mostram a influéncia desse gene na diviséo celular

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: um resultado relacionado com esse
gene

Entrada Nome Descricdo
Meiose do odcito - Durante a meiose, uma Unica rodada de replicacao
hsa04114 | Homo sapiens do DNA é seguido por duas rodadas de segregacdo
(humano) cromossomica...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114

POLE

Presente também: sem outra ocorréncia
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Nome oficial: polymerase (DNA) epsilon, catalytic subunit

Sinénimos: FILS; POLE1; CRCS12

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica a subunidade
catalitica epsilon da DNA polimerase. A enzima esta envolvida na reparacdo do DNA e
a replicacdo do DNA cromossomico. As mutagdes neste gene tém sido associadas com
cancer colorretal e dismorfismo facial, imunodeficiéncia, e baixa estatura.

Artigos relacionados: Trabalhos que mostram a influéncia desse gene na divisdo celular
e com alguns tipos de cancer (Polymerase &€ (POLE) ultra-mutated tumors induce robust
tumor-specific CD4+ T cell responses in endometrial cancer patients. Bellone S, et al.
Gynecol Oncol, 2015 Jul. PMID 25931171)

Vias relacionadas a esse gene segundo o0 KEEG: nove resultados relacionados com esse

gene
Entrada Nome Descricéo
. L. Durante a meiose, uma Unica rodada de
Meiose do odcito - Homo . . .
hsa04114 . replicacdo do DNA é seguido por duas
sapiens (humano) N o
rodadas de segregacdo cromossémica...
. . ...ctors. VirG induces actin polymerization at
Shigellosis - Homo . . .
hsa05131 g one pole of the bacteria, allowing the bacteria
sapiens (humano)
to sprea...
hsa01100 Vias m(_etabollcas - Homo )
- sapiens (humano)
hsa00230 Metabohsr_no da purina - )
— | Homo sapiens (humano)
Metabolismo da
hsa00240 | pirimidina - Homo sapiens -
(humano)
Reparacgéo por excisdo de reparagdo por excisdo de base é a via de
hsa03410 base - Homo sapiens reparacdo do dano ao DNA predominante para
(humano) 0 processamento de pequeno...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04114
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05131
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa01100
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00230
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00240
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03410
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Replicagdo do DNA -

Uma rede complexa de proteinas que

hsa03030 Homo sapiens (humano) interagem e enzimas é necessaria para a
P replicacdo do ADN. Geralmente, DN...
Reparacdo de excisdo por | Reparacdo de excisao de nucleotideos (NER) é
hsa03420 nucleotideos - Homo um mecanismo para reconhecer e reparar
sapiens (humano) danos no DNA volumosos causada por c ...
« Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1)
hsa05166 Infeccéo pelo HTLV-| € um retrovirus patogenico que esta associado

Homo sapiens (humano)

com adultos...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03030
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03420
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
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POLE?2

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: polymerase (DNA) epsilon 2, accessory subunit
Sinénimos: DPE2

Descricédo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Sem descricéo

Artigos relacionados: Associam esse gene com alguns tipos de céancer, em especial
cancer de colo retal (Mutations/polymorphisms in the 55 kDa subunit of DNA polymerase
epsilon in human colorectal cancer. Zhou Q, et al. Cancer Genomics Proteomics, 2009
Nov-Dec. PMID 20065316)

Vias relacionadas a esse gene segundo 0 KEEG: sete resultados relacionados com esse
gene

Entrada Nome Descricéo
hsa01100 Vias mgtabollcas - Homo ]
- sapiens (humano)
hsa00230 Metabollsr_no da purina - )
— | Homo sapiens (humano)
hsa00240 Metabollsmg da pirimidina )
— | - Homo sapiens (humano)
Reparacdo por excisdo de reparacao por excisdo de base € a via de
hsa03410 base - Homo sapiens reparacdo do dano ao DNA predominante
(humano) para 0 processamento de pequeno...
L Uma rede complexa de proteinas que
Replicagdo do DNA - . p . P - d
hsa03030 Homo sapiens (humano) interagem e enzimas € necessaria para a
P replicacdo do ADN. Geralmente, DN...
Reparacéo de excisdo por | Reparacdo de excisdo de nucleotideos (NER)
hsa03420 nucleotideos - Homo € um mecanismo para reconhecer e reparar
sapiens (humano) danos no DNA volumosos causada por c ...
Human T-lymphotropic vir 1 (HTLV-
Infecco pelo HTLV-1- | 1uman T-lymphotropic virus type 1 (HTL
hsa05166 . 1) € um retrovirus patogénico que esta
Homo sapiens (humano) .
associado com adultos...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa01100
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00230
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00240
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03410
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03030
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03420
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166

POLAl

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: polymerase (DNA) epsilon, catalytic subunit

Sinénimos: FILS; POLE1; CRCS12

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica a subunidade
catalitica epsilon da DNA polimerase. A enzima esta envolvido na reparacdo do DNA e
a replicacdo do DNA cromossomico. As mutagdes neste gene tém sido associadas com

cancer coloretal e dismorfismo facial, imunodeficiéncia, e baixa estatura.

Artigos relacionados: Mostram sua funcdo primaria como codificadora da DNA
polimerase.

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro resultados relacionados com

€SSe gene

46

Entrada

Nome

Descricéo

hsa01100

Vias metabdlicas - Homo
sapiens (humano)

hsa00230

Metabolismo da purina -
Homo sapiens (humano)

hsa00240

Metabolismo da
pirimidina - Homo
sapiens (humano)

hsa03030

Replicacdo do DNA -
Homo sapiens (humano)

Uma rede complexa de proteinas que
interagem e enzimas € necessaria para a
replicacédo do ADN. Geralmente, DN...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa01100
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00230
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00240
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03030

POLAZ2

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: polymerase (DNA) alpha 2, accessory subunit

Sinbnimos: sem sinonimia

Descri¢cdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: sem descri¢do

Artigos relacionados: Mostram sua fungdo primaria como codificadora da DNA
polimerase.

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro resultados relacionados com

€sse gene

Entrada

Nome

Descricao

hsa01100

Vias metabélicas - Homo
sapiens (humano)

hsa00230

Metabolismo da purina -
Homo sapiens (humano)

hsa00240

Metabolismo da
pirimidina - Homo
sapiens (humano)

hsa03030

Replicacdo do DNA -
Homo sapiens (humano)

Uma rede complexa de proteinas que
interagem e enzimas é necessaria para a
replicacdo do ADN. Geralmente, DN...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa01100
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00230
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00240
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03030

PRIM1

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: primase (DNA) subunit 1

Sindénimos: p49

Descricdo do NCBI sobre a funcédo deste gene: A replicacdo de DNA em células

48

eucaridticas é efetuada por um mecanismo de replicacdo cromossémico complexo, em
que dois componentes sdo chave a alfa DNA-polimerase e primases. Primase, que é um
heterodimero com uma subunidade pequena e uma subunidade grande e sintetiza

pequenos iniciadores de RNA para os fragmentos de Okazaki durante a replicacdo

descontinua do DNA. A proteina codificada por este gene é pequena, 49 kDa.

Artigos relacionados: Mostram a relagdo desse gene com a DNA polimerase.

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro resultados relacionados com

€Sse gene

Entrada

Nome

Descricéo

hsa01100

Vias metabdlicas - Homo
sapiens (humano)

hsa00230

Metabolismo da purina -
Homo sapiens (humano)

hsa00240

Metabolismo da
pirimidina - Homo
sapiens (humano)

hsa03030

Replicacdo do DNA -
Homo sapiens (humano)

Uma rede complexa de proteinas que
interagem e enzimas é necessaria para a
replicacédo do ADN. Geralmente, DN...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa01100
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00230
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00240
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03030

PRIM2

Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: primase (DNA) subunit 2

Sindnimos: p58; PRIM2A

49

Descricdo do NCBI sobre a funcédo deste gene: Este gene codifica a subunidade de 58

kDa da DNA primase, uma enzima que desempenha um papel fundamental na replicacao

do DNA. A proteina codificada forma um heterodimero com uma subunidade de 49 kDa.

Este heterodimero funciona como uma RNA-polimerase guiada por DNA para sintetizar
pequenos iniciadores de RNA que séo utilizados para criar fragmentos de Okazaki na
replicacdo descontinua do DNA. O splicing alternativo deste gene resulta em multiplas
transcritos variantes. Este gene possui um pseudogene relacionado, que também esta

presente no cromossoma 6.

Artigos relacionados: Mostram a relacéo desse gene com a replicacdo do DNA.

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: quatro resultados relacionados com

€sse gene

Entrada

Nome

Descricao

hsa01100

Vias metabdlicas - Homo
sapiens (humano)

hsa00230

Metabolismo da purina -
Homo sapiens (humano)

hsa00240

Metabolismo da
pirimidina - Homo
sapiens (humano)

hsa03030

Replicacdo do DNA -
Homo sapiens (humano)

Uma rede complexa de proteinas que
interagem e enzimas é necessaria para a
replicacdo do ADN. Geralmente, DN...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa01100
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00230
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa00240
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa03030
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CENPF

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: centromere protein F
Sindnimos: CENF; hcp-1; CILD31; STROMS; PRO1779

Descricdo do NCBI sobre a funcéo deste gene: Este gene codifica uma proteina que se
associa com o complexo centrébmero-centromero. A proteina é um componente da matriz
nuclear durante a fase G2 da interfase. No final de G2 a proteina se associa com a
cinetocore e mantém essa associacdo através do inicio da anafase. A localizacdo desta
proteina sugere que ela pode desempenhar um papel na segregacdo cromossomal durante
a mitose. Pensa-seque pode forma homodimeros ou heterodimeros. Os auto-anticorpos
contra esta proteina foram encontrados em pacientes com cancer ou na rejeicdo de
enxertos.

Artigos relacionados: Mostram a relacdo desse gene com a mitose e sua relagdo com o
centrémero.

(Mitosin and pHH3 predict poorer survival in astrocytomas WHO grades Il and IlI.
Varughese RK, et al. J Clin Pathol, 2016 Jan. PMID 26188054

Centromere protein F includes two sites that couple efficiently to depolymerizing
microtubules. VVolkov VA, et al. J Cell Biol, 2015 Jun 22. PMID 26101217, Free PMC
Article)

Vias relacionadas a esse gene segundo o0 KEEG: sem resultados relacionados com esse
gene
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CTNNB1
Presente também: sem outra ocorréncia

Nome oficial: catenin beta 1
Sinénimos: CTNNB; MRD19; armadillo

Descri¢do do NCBI sobre a funcéo deste gene: A proteina codificada por este gene faz
parte de um complexo de proteinas que constituem jungdes aderentes (AJs). AJs sdo
necessarias para a criagdo e manutencdo de camadas de células epiteliais através do
controle do crescimento celular e adesdo entre as células. A proteina codificada também
ancora o citoesqueleto de actina e pode ser responsavel pela transmissdo do sinal de
inibicdo de contato que faz com que as células parem de se dividir uma vez que a folha
epitelial é completada. Finalmente, esta proteina liga-se ao produto do gene de APC, que
é mutado na polipose adenomatosa do c6lon. MutacGes nesse gene sdo uma causa de
cancer colorretal (CRC), pilomatrixoma (PTR), meduloblastoma (MDB) e cancro do
ovario. Trés variantes de transcritos que codificam a mesma proteina foram encontrados
para este gene.

Artigos relacionados: Mostram a relacdo desse gene com a desenvolvimento de tecidos
e com alguns tipos de cancer.

Vias relacionadas a esse gene segundo 0 KEEG: vinte resultados relacionados com esse
gene

Entrada Nome Descricéo

Juncdes aderentes tipo célula-célula (AJ),
s80 0 tipo mais comum de adesdes
intercelulares, sdo importantes f ...

Juncdes aderentes - Homo

hsa04520 .
sapiens (humano)

hsa05200 Vias do cancer - Homo sapiens _
(humano)

: A Muitos proteoglicanos (PGs) no
Proteoglicanos em cancer - proteog (PGs)

hsa05205 . microambiente do tumor tem se mostrado
Homo sapiens (humano) )
macromoléculas chave que ...
hsa05213 Cancer endometrial - Homo Cancro do endométrio (CE) € a neoplasia
—|sapiens (humano) maligna ginecolégica mais comum ...

Via de sinalizacio do Rapl - Rapl é uma pequena GTPase que
hsa04015 i controla diversos processos, tais como a
Homo sapiens (humano) p ,

adesdo celular, juncéo célula-célula...

hsa04550 Vias de sinalizacéo que As células estaminais pluripotentes
regulam a pluripoténcia das (PSCs) sdo células basicas, com uma



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04520
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05200
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05205
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05213
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04015
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04550
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células estaminais- Homo
sapiens (humano)

capacidade de auto-renovacdo indefinida
e o poten ...

hsa04670

Migragéo transendotelial de
leucocitos - Homo sapiens
(humano)

A migracéo de leucdcitos do sangue para
os tecidos é vital para a vigilancia
imunitéria e inflamacéo. ...

hsa04919

Via de sinalizagdo de hormonio
da tireoide - Homo sapiens
(humano)

Os hormdnios da tireoide (THSs) séo
importantes reguladores de crescimento,
desenvolvimento e metabolismo. A
acao...

hsa05210

Cancer célon retal - Homo
sapiens (humano)

O cancer colorretal (CCR) é a segunda
maior causa de mortes relacionadas ao
cancer nos paises ocidentais. C...

hsa04310

Via de seinalizagdo do Wnt -
Homo sapiens (humano)

Proteinas Wnt sdo necessarios para 0s
processos de desenvolvimento de base,
tais como ce ...

hsa04390

Hippo via de sinalizagdo -
Homo sapiens (humano)

Sinalizacdo Hippo é uma via de
sinalizagédo evolutivamente conservada
que controla tamanho do érgdo de moscas

hsa04510

Adesao focal - Homo sapiens
(humano)

Ades0es de células-matriz desempenham
um papel essencial em processos
biolégicos importantes, incluindo a
motilidade celular ...

hsa04530

Jungdes firmes - Homo sapiens
(humano)

Tight junctions epitelial (TJS) séo
compostas por pelo menos trés tipos de -
occl proteina transmembranar ...

hsa04916

Melanogenesis - Homo sapiens
(humano)

A melanina é um pigmento cutaneo que
desempenha um papel critico na
camuflagem, o mimetismo, comunicagéo
social e pr ...

hsa05100

Invasdo bacteriana de células
epiteliais - Homo sapiens
(humano)

Muitas bactérias patogénicas podem
invadir células fagociticas e ndo
fagociticas e colonizar-los intracelu ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04670
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04919
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05210
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04310
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04390
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04510
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04530
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04916
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05100
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Infeccdo patogénica de

E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli

hsa05130 | Escherichia coli - Homo enterohemorragica (EHEC) estédo
sapiens (humano) intimamente relacionados patogénico ...
« Human T-lymphotropic virus type 1
Infeccéo pelo HTLV-I - Homo . . g
hsa05166 ¢ p (HTLV-1) é um retrovirus patogenico
sapiens (humano) p )
que esta associado com adultos...
O céncer de prdstata constitui um
Cancer de prostata - Homo importante problema de saude nos paises
hsa05215 . . . . .
sapiens (humano) ocidentais. Ele é o mais frequentemente
de...
Cancer de tireoide - Homo @) cancer de 'Elre_mde ea neoplasia
hsa05216 . maligna endocrina mais comum e
sapiens (humano) . .
representa a maioria dos endocrino ca ...
. O cancer de pele € o cancer mais comum
Carcinoma basocelular - Homo . .
hsa05217 em caucasianos e carcinomas

sapiens (humano)

basocelulares (CBC) conta f ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05130
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05166
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05215
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05216
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05217

IRF3

Presente também: sem outra ocorréncia
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Nome oficial: interferon regulatory factor 3

Sinénimos: IHAE7

Descricdo do NCBI sobre a funcédo deste gene: Este gene codifica um membro da
familia do fator de transcricdo reguladora interferon (IRF). A proteina codificada é
encontrada numa forma citoplasmatica inativa que apés a serina/treonina fosforilagdo
forma um complexo com CREBBP. Este complexo transloca-se para o ndcleo e ativa a
transcrigdo dos interferons alfa e beta, bem como outros genes induzidos por interferon.
Splicing alternativos codificam varias isoformas para este gene.

Artigos relacionados: regulacdo do metabolismo do interferon.

Vias relacionadas a esse gene segundo o KEEG: onze resultados relacionados com esse

gene
Entrada Nome Descricéo
. A gripe é uma doenca respiratoria contagiosa
hsa05164 | Influenza A - Homo sapiens grip . ¢ Np . d
odVoL0% causada pela infeccéo pelo virus da
(humano)
Influenza A...
: . Virus da hepatite B (HBV) é um virus
Hepatite B - Homo sapiens P ) ( ) .
hsa05161 envelopado e contém uma cadeia dupla
(humano) .
parcialmente de relaxada...
. H& uma forte associa¢do entre o virus e o
Carcinogénisis viral - Homo . -
hsa05203 . desenvolvimento de malignidades humanas.
sapiens (humano)
Sabemos agora ...
Via de sinalizacgdo do Familias especificas de receptores de
hsa04620 | receptor Toll-like - Homo reconhecimento de padrfes sdo responsaveis
sapiens (humano) pela deteccdo de patdgenos microbianos ...
via de deteccdo de DNA familias especificas de receptores de
hsa04623 | citosolica - Homo sapiens reconhecimento de padrfes sdo responsaveis
(humano) pela deteccdo do DNA estrangeiro de no ...
. coqueluche, também conhecida como tosse
Coqueluche - Homo sapiens ) ) :
hsa05133 convulsa, é uma doenga infecciosa aguda
(humano) ;.
causada por uma bactéria ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05164
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05161
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04620
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04623
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05133
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O virus da hepatite C (VHC) é uma causa

Hepatite C - Homo sapiens | . . -
hsa05160 P P importante de doencas do figado cronica. O
(humano) L L
VHC emprega Vérias estratégias ...
Saramoo - Homo sapiens O virus do sarampo (VS) é altamente
hsa05162 P P contagioso e leva a morte infantil em todo o
(humano) N .
mundo. Humanos sdo a unic...
Herpes infeccio simples Virus da herpes simplex (VSH) sdo muito
hsa05168 Ho&o sa ie(ris (humr;no) comuns em todo o mundo, com a
P prevaléncia de HSV-1...
Infeccdo por virus de virus de Epstein-Barr (EBV) é um
hsa05169 Epstein-Barr - Homo herpesvirus humano ubiquo que esta

sapiens (humano)

associada com a oncogenese. EBV ...

hsa04622

Via de sinalizacdo do
receptor RIG-I-like - Homo
sapiens (humano)

familias especificas de receptores de
reconhecimento de padrfes sdo responsaveis
pela deteccéo de patdgenos virais e ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05160
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05162
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05168
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05169
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04622
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EP300

Presente também: sem outra ocorréncia
Nome oficial: E1A binding protein p300
Sindnimos: p300; KAT3B; RSTS2

Descricdo do NCBI sobre a funcdo deste gene: Este gene codifica a proteina co-
ativadora da transcricdo p300 celular adenovirus E1A-associado. Ele funciona como
acetiltransferase de histona que regula a transcrigdo através de remodelacéo da cromatina
e é importante nos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular. Ele medeia a
regulacdo de genes por CAMP-se e liga-se especificamente a proteina CREB fosforilada.
Este gene também tem sido identificado como um co-activador de HIF1A (hipoxia-
inducible factor 1 alfa), e assim desempenha um papel na estimulacao de genes induzidos
por hipoxia tais como VEGF. Os defeitos neste gene sdo uma causa da sindrome de
Rubinstein-Taybi, e podem também desempenhar um papel no cancer epitelial.

Artigos relacionados: mostram a relacdo desse gene com a sindrome de Rubinstein-
Taybi.

Vias relacionadas a esse gene segundo 0 KEEG: vinte resultados relacionados com esse
gene

Entrada Nome Descricéo

H& uma forte associacdo entre o virus e o
desenvolvimento de malignidades humanas.
Sabemos agora ...

Carcinogénisis viral -

hsa05203| ., "~ sapiens (humano)

MicroRNA (miARN) é um grupo de
pequenas moléculas de RNA nao codificantes
de 21 - 23 nucleidos de comprimento, ...

hsa05206| MicroRNAs no cancer -
| Homo sapiens (humano)

Hepatite B - Homo sapiens Virus da hepatite B (HBV) € um virus

hsa05161 envelopado e contém uma cadeia dupla
(humano) .
parcialmente de relaxada...
Células de cancer renais (RCC) séo
hsa05211 Célula de carcinoma renal responsaveis por ~ 3% das neoplasias
— | - Homo sapiens (humano) malignas humanas e sua incidéncia parece
estar aumentando ...

Via de sinalizacdo do CAMP é um dos segundos mensageiros mais

hsa04024 | cCAMP - Homo sapiens comuns e universais, e a sua formagéo é

(humano) promovida por Ade ...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05203
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05206
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05161
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05211
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04024
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Via de sinalizac¢do do HIF-

A hipodxia induzida pelo fator 1 (HIF-1) é um

hsa04066 1 - Homo sapiens fator de transcri¢cdo que funciona como um
(humano) regulador mestre de ...
. N A familia forkhead box O (FOXO) de
Via de sinalizacdo FoxO - - «
hsa04068 . factores de transcri¢do regula a expresséo de
Homo sapiens (humano)
genes em celu...
. Progresséo do ciclo celular mitotico é
Ciclo celular - Homo . . A
hsa04110 sapiens (humano) realizado através de uma sequéncia
P reprodutivel de eventos, réplica do ADN ...
Via de seinalizago do Wnt Proteinas Wnt sdo necessarios paraos
hsa04310 : processos de desenvolvimento de base, tais
- Homo sapiens (humano)
como ce ...
. S A via de sinalizacdo Notch é um mecanismo
Via de sinalizacdo Notch - NN
hsa04330 . de sinalizag&o intracelular altamente
Homo sapiens (humano)
conservado po ...
Vias de sinalizacdo do -
hsa04350 | TGE-beta - Homo sapiens Os membros da familia TGF-beta, que
incluem, activinas e...
(humano)
N Juncdes aderentes tipo célula-célula (AJ), séo
Juncdes aderentes - Homo . . .
hsa04520 . 0 tipo mais comum de adesdes intercelulares,
sapiens (humano) .
sdo importantes f ...
Via de sinalizacéo Jak- . « N -
¢ . A via de transducéo e ativagdo de transcricéo
hsa04630| STAT - Homo sapiens . .
Janus quinase (JAK/STAT) é uma...
(humano)
Potenciacdo de longa Potenciacdo do hipocampo a longo prazo
hsa04720 | duracdo - Homo sapiens (LTP), é um aumento de longa duracéo da
(humano) eficécia sinaptica, é o Molec ...
. A melanina é um pigmento cutaneo que
Melanogenesis - Homo .
hsa04916 . desempenha um papel critico na camuflagem,
sapiens (humano) o L .
0 mimetismo, comunicagdo social e pr ...
Via de sinalizacao de Os horménios da tireoide (THs) séo
hsa04919| hormonio da tireoide - importantes reguladores de crescimento,

Homo sapiens (humano)

desenvolvimento e metabolismo. A acéo...



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04066
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04068
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04110
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04310
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04330
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04350
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04520
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04630
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04720
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04916
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04919
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Via de sinalizacgdo do

O glucagon é convencionalmente considerado

hsa04922| glucagon - Homo sapiens como um horménio contra-reguladora de
(humano) insulina e desempenha um critico ...
. A doenga de Huntington (DH) é uma doenga
Doenga de Huntington's - AQ . . gton (DH) . ¢
hsa05016 . autossémica dominante neurodegenerativa
Homo sapiens (humano) .
que afeta principalmente m ...
Tuberculose, ou TB, é uma doenca infecciosa
Tuberculose - Homo . .
hsa05152 . causada pelo Mycobacterium tuberculosis.
sapiens (humano)
Um terco da ...
A gripe é uma doenca respiratdria contagiosa
hsa05164 Influenza A - Homo grip ¢ P g

sapiens (humano)

causada pela infecgdo pelo virus da Influenza
A..



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa04922
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05016
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05152
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway:hsa05164

