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Resumo

Dietas maternas, entre elas aquelas ricas em carboidratos simples e gorduras, ingeridas durante
0 periodo pré, pos-concepcdo e inicio de vida de seus descendentes, podem gerar estresse
oxidativo e inflamacdo em diversos 6rgdos, incluindo o célon. A carnosina (CAR) € um
dipeptideo que apresenta potencial antioxidante e anti-inflamatdrio. Dessa forma, este estudo
visa avaliar o papel protetor da CAR sobre as alteragdes colnicas induzidas pela administracao
da 1,2-dimetilhidrazina (DMH) sob influéncia do consumo de dieta hipercaldrica ou dieta
normocaldrica na geracdo F1 de ratas Sprague-Dawley (SD). Fémeas (FO) com 3 semanas de
idade foram alocadas em 2 grupos, um grupo recebeu a dieta hipercalorica (DHC) ou dieta
normocalérica (DNC) por 90 dias. Apos esse periodo, as fémeas foram submetidas ao
cruzamento e acompanhadas quanto ao consumo de racao e peso durante a pré, pos-concepgado
e lactacdo. A prole foi mantida com a mesma dieta das mées depois do desmame e até o dia
pos-natal 31 (DPN31). A geracdo F1 de fémeas foi subdividida em 4 grupos distribuidos em:
G1 e G2, sendo que ambos ingerirem DNC e receberam duas doses de DMH (20 mg/kg)
(DPN28 e DPN31); o G2 recebeu ainda uma dose diaria de CAR (250 mg/kg) por 10 dias
(DPN21 ao DPN31). Os grupos G3 e G4 receberam a DHC e duas doses de DMH (20 mg/kg)
(DPN28 e DPN31) e 0 G4 recebeu também a CAR (250 mg/kg), por 10 dias (DPN21 ao
DPN31). Em seguida, os animais foram eutanasiados (DPN32) e a mucosa col6nica foi coletada
para analise de alturas de criptas, himunohistoguimica, atividades antioxidantes e de expressao
génica, além de amostras de sangue para avaliagdo de glicose, triglicerideos e colesterol.
Observou-se diminuicdo de consumo de DHC em animais durante o periodo de pré, pos e
lactacdo. Animais que receberam CAR, que foram os grupos G2 e G4 tiveram 0s niveis de
colesterol e triglicerideos normalizados. Do ponto de vista morfoldgico foi observado uma
reducdo nas alturas médias das criptas colénicas do grupo G2 e G3, comparadas ao G1 e
recuperacdo das alturas das criptas do grupo tratado com CAR associado a DHC (G4). O G2
teve uma diminuicédo dos niveis de proliferacdo celular (Ki-67). Quando avaliada a dosagem de
glutationa oxidada (GSSG) na mucosa coldnica observou-se uma diminui¢cdo no grupo que
recebeu DHC+CAR (G4) em comparagdo ao grupo DHC (G3). Com base nos resultados de
analises génicas identificamos o cluster de proteinas com vias fortemente enriquecidas nas
comparac0es realizadas e a participacdo de genes na via de cancer colorretal. Conclui-se que a
ingestdio de DHC materna e no periodo juvenil causou alteragdes na altura das criptas
intestinais, estresse oxidativo e perfil bioquimico e de expressdo génica da mucosa coldnica
apos insulto agudo da DMH. O tratamento da prole de fémeas com a carnosina contribuiu para
reducdo de respostas da predisposicdo a obesidade e doencas metabdlicas, através da resposta
antioxidante e diminuicdo de vias inflamatorias, reduzindo os efeitos citotoxicos de DMH e
efeitos de alteracdes causadas pela ingestdo materna de DHC.

Palavras-chave: Ma-nutricdo materna, carnosina, antioxidante, expressao génica colonica.
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Abstract

Maternal diets, including those rich in simple carbohydrates and lipids, ingested during
the pre-, post-conception and early life offspring, can generate oxidative stress and
inflammation in various organs, including the colon. Carnosine (CAR) is a dipeptide, it
has antioxidant’s and anti-inflammatories’ potential. Thus, this study aims to evaluate the
protective role of CAR on colonic changes induced by the administration of 1,2-
dimethylhydrazine (DMH) under the influence of the consumption of a hypercaloric diet,
rich in simple carbohydrates and lipids and a normocaloric diet in the F1 generation of
Sprague-Dawley rats (SD). Three weeks old females (FO) were allocated into 2 groups,
one group received either a hypercaloric (DHC) or a normocaloric diet (DNC) for 90
days. After this period, the females mated and were analised in terms of feed intake and
weight during pre, post-conception and lactation. Offspring was maintained with same
mother’s diet after weaning and until postnatal day 31 (DPN31). Female F1 was
subdivided into four groups distributed in: G1 and G2, both of which ingested a
normocaloric diet and two DMH insults (20 mg/kg) (DPN28 and DPN31); G2 also
received the daily dose of CAR (250mg/kg) for 10 days (DPN21 to DPN31). Groups G3
and G4 received DHC, two DMH (20mg/kg)) insults (DPN28 and DPN31) and G4
received a CAR (250 mg/kg) for 10 days (DPN21 to DPN31). Then, the animals were
euthanized (DPN32) and the colonic mucosa was collected for analysis of crypt height,
immunohistochemistry assay, antioxidant activities and gene expression, in addition to a
blood sample for biochemical analysis to evaluate glucose, triglycerides and cholesterol.
Observed decrease in DHC consumption during the pre, post and lactation period.
Females that received CAR, G2 and G4 had standardised cholesterol and triglyceride
levels. From the morphological point of view, a reduction of average heights in colonic
crypts in G2 and G3 groups was observed, recovery heights crypts in group treated with
CAR associated with DHC (G4). G2 had a decrease in cellular proliferation levels (Ki-
67). When evaluating the dosage of oxidized glutathione (GSSG) in the colonic mucosa,
a decrease was observed in treated group (G4) compared to the DHC group (G3). Based
on the results of genetic analysis, we identified the cluster of proteins highly enriched
pathways in the comparisons made and the participation of genes in the colorectal cancer
pathway. Our findings showed maternal and juvenile DHC causes alterations in the height
of the intestinal crypts, oxidative stress and biochemical levels and gene expression
profile of the colonic mucosa after an acute DMH insult. Offspring’s females treated with
carnosine contributed to reduced responses of predisposition to obesity and metabolic
diseases, through the antioxidant response and decrease of inflammatory pathways,
cytotoxic effects of DMH and consequences by the ingestion of DHC.

Keywords: Maternal malnutrition, carnosine, antioxidant, colonic gene expression
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1. Revisdo de Literatura

1.1 Influéncias da alimentacéo nos periodos de pré-concepcao e inicio da vida sobre o
desenvolvimento e doencas na vida adulta

Estudos tem indicado que padrdes de dietas maternas e paternas influenciam
diretamente na geracdo de seus descendentes (Lecomte et al., 2017; Sanchez-Garrido et al.,
2018; Voerman et al.,, 2019; Hoffman et al., 2021). O momento de desenvolvimento
intrauterino é de alta vulnerabilidade para o desenvolvimento do embrido/feto pois trata-se de
fases onde ocorrem altas taxas de proliferacdo e diferenciacdo celulares, importantissimas para
o desenvolvimento dos tecidos e 6rgaos (Burton et al., 2016). Dessa forma, alguma perturbacao
que venha acontecer nessa fase critica de desenvolvimento pode acarretar em
alteragOes/anormalidades e doencas na vida adulta dos descendentes (Hoffman et al., 2021).
Em 1986, Barker e colaboradores realizaram as primeiras pesquisas relacionadas a essa teoria
sobre o papel da programacao fetal.

Nesse contexto, destaca-se 0 conceito das origens desenvolvimentistas da salde e
doenca (DOHaD), o qual defende a ideia de que eventos adversos ocorridos em fases precoces
do desenvolvimento humano sobre o padrdo de saude e doenca ao longo da vida, como
influencias maternas e paterna que podem comecar na fase de pré-concepc¢ao (Li et al., 2017).
Sendo assim, a exposicdo materna a diferentes ambientes/estimulos como estresse, baixa
ingestdo nutricional, consumo de drogas, exposicao a agentes quimicos e/ou hormdnios, podem
induzir modificacdes que geram alteracGes no desenvolvimento de 6rgaos e sistemas da prole
(Desai et al., 2015; Goldstein et al., 2016; Ramirez-Lopez et al., 2016). Alguns dos possiveis
mecanismos envolvidos nesses processos sdo: efeitos do ambiente sobre a expressao génica,
através de mecanismos epigenéticos; efeitos de sinais hormonais transmitidos ao feto através
da placenta ou ao recém-nascido através da lactacdo (Desai et al., 2015; Goldstein et al., 2016;
Ramirez-Lépez et al., 2016).

O desenvolvimento fetal esta intimamente relacionado também a nutricdo materna (Bo
Sun et al., 2012). No caso de mées que ingerem uma dieta hipercaldrica (DHC), as alteracfes
morfoldgicas e funcionais em diversos 0rgaos sdo observadas e manifestadas, na vida adulta
dos descendentes (Pullar et al., 2019; Dalrymple et al, 2022; Peral-Sanchez et al, 2022). Para

avaliagdo do papel da nutricdo materna no fendémeno DOHaD, os modelos animais sao

14
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ferramentas essenciais, ja que é possivel realizar o controle da composicao e da ingestdo de
diferentes tipos de dietas ao longo do desenvolvimento da prole nas fases pré e pds-natal
(Litzenburger et al., 2020). E possivel observar que uma DHC materna ocasiona obesidade,
hipertensao, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, esteatose hepatica, aumento de massa
visceral e aumento da susceptibilidade ao cancer na descendéncia (Masuyama, et al., 2012;
Blackmore e Ozanne, 2013; Bianco-Miotto et al., 2017; Yamada e Chong, 2017; Ramirez-
Alarcon et al., 2019; Zapaterini et al, 2022). Em roedores, estudos mostram que as proles de
mées alimentadas com DHC apresentam menor peso (massa) corpOreo, crescimento e
desenvolvimento muscular retardados e alteracGes em reflexos bioldgicos (Christians et al.,
2019).

Dentre as possiveis alteracdes na descendéncia sobre influencias da dieta materna e
paterna, a obesidade se destaca no contexto mundial nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Hossain et al., 2007). Tal ocorréncia se da pelo estilo de vida sedentario do
individuo, excesso de consumo de carboidratos simples e gordura além de uma baixa ingestéo
de frutas (Ng et al, 2014; Kominiarek e Peaceman, 2017; Sanli e Kabaran, 2019). A obesidade
materna afeta diretamente o embrido/feto durante toda a gestacdo e lactagdo promovendo o
desenvolvimento de diversas doencas metabdlicas e relacionadas ao estresse oxidativo (Sarker
etal., 2019; Moraes-Souza et al., 2021; Tain e Hsu, 2022). Dentre elas, podemos citar a possivel

correlagédo da ingestdo da DHC materna com a carcinogénese colorretal (Lopes et al., 2016).

1.2 Cancer Colorretal: epidemiologia e fatores de risco

O cancer colorretal (CCR) é caracterizado pela transformacdo maligna de criptas intestinais
normais em adenocarcinomas, resultante do acumulo progressivo de alteragdes genéticas e
epigenéticas (Nguyen e Duong, 2018). As formas mais comuns do CCR séo as hereditarias e
esporadicas, sendo a maioria dos casos (70 a 85%) representadas pela forma esporadica da
doenca, em que ndo ha fatores de risco genéticos identificados (Yamagishi et al., 2016; INCA
2018).

O CCR é aterceira neoplasia mais incidente e a segunda principal causa de morte por cancer
no mundo, com uma estimativa de 1,9 milhGes de novos casos e 935.000 mortes para o ano de
2020 (GLOBOCAN, 2020). Em 2020, no Brasil o CCR ocupou o segundo lugar entre as
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neoplasias malignas em homens (9,1%) e mulheres (9,2%), com estimativa de 20.540 e 20.470
novos casos, respectivamente (Figura 1). A mortalidade observada para 0 CCR € de 8,4% em
homens e 9,6% em mulheres (Bray et al., 2018; INCA, 2021; Hong et al., 2021). Estima-se que
até 0 ano de 2035, o numero total de mortes por cancer retal e de colon aumentara em 60% e
71,5%, respectivamente (Araghi et al., 2019).

Além do mais, o CCR tornou-se um grande problema de salde publica. Apesar do
aprimoramento dos tratamentos na ultima década, a sobrevida de pacientes com a doenca ja

avancada permanece baixa e os custos do tratamento aumentaram (Wang et al., 2017).

Prostata 65.840 29 2% Mama feminina 66.280 297%
Colon e Reto 20540 91% Homens Mulheres Colone Reto 20470 92%
Traqueia, Bronquio e Pulméo 17760 79% Colo do Gtero 16710 75%
Estémago 13.360 59% Traqueia, Brénguio e Pulm3o 12440 56%
Cavidade Oral 11200 50% Glandula Tireoide 11950 54%
Esdfago 8690 39% Estdmago 7870  35%
Bexiga 7580 34% Ovario 6650  3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6580 29% Corpo do Gtero 6540 29%
Laringe 6470  29% Linfoma ndc Hodgkin 5450  24%
Leucemias 5920 26% Sistema Nervoso Central 5230 23%

*Numeros arredondados para miltiplos de 10

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil
estimados para 2020 por sexo, exceto o cancer de pele ndo melanoma* (INCA, 2021).

As principais causas do aumento de casos de CCR se devem a fatores diversificados,
como o processo de envelhecimento, crescimento populacional e outros fatores relativos ao
desenvolvimento socioecondmico, bem como os hébitos de vida modernos, tais como
sedentarismo, uso abusivo de alcool, tabagismo prolongado, alto consumo de carne vermelha
processada, carboidratos simples e de gorduras saturadas e baixa ingestdo de célcio, de frutas,
verduras e fibras alimentares (Bray et al., 2018; Steck e Murphy, 2020; (INCA, 2021). Além
dessas causas, tem-se 0 agravante da idade, que é um fator de risco significativo tanto para o
cancer como para outras doengas cronicas (Farrely, 2021). Os casos esporadicos de CCR néo
apresentam historico familiar ou mutagdes genéticas herdadas, tendo os habitos e estilos de
vida como os fatores principais de risco modificaveis (Keum e Giovannucci, 2019;

GLOBOCAN, 2020) Quanto aos fatores hereditarios, a presenca de Polipos Adenomatosos
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(PA), condicgbes genéticas como Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), a Sindrome de Lynch
(SL) ou Céncer Colorretal Hereditario Nao-Poliposo (CCHNP), histéria de doenca de Crohn,
diabetes tipo 2 e exposicdes a radia¢do ionizante também séo considerados fatores de risco para
0 esta neoplasia maligna (American Cancer Society, 2019; INCA 2019; GLOBOCAN 2020).

Os casos de CCR com predisposicdo genética abrangem as poliposes, as ndao poliposes
e doencas colbnicas inflamatdrias hereditarias. A PAF e a Polipose Hamartomatosa (PH) séo
caracterizadas pela formagéo de multiplos polipos que podem evoluir para lesdes malignas, 0s
adenocarcinomas (Valle, 2014; Keum e Giovannucci, 2019). Esse tipo de cancer pode ser
prevenido pela deteccdo precoce em exames de colonoscopia, remoc¢do de poélipos pré-
cancerosos ou pela detecgdo de lesdes malignas em estégios iniciais (Del Vecchio Blanco et
al., 2015).

1.3 Carcinogénese Colorretal

O acumulo progressivo de alteracfes genéticas é a principal caracteristica da progressao
clinica e experimental das neoplasias colorretais (Fearon e Vogelstein, 1990). O
desenvolvimento dessa neoplasia inclui etapas caracterizadas por modificagdes genéticas
(mutacdes pontuais, amplificacdes e delecbes génicas) e epigenéticas (metilacdo do DNA e
metilacdo e acetilacdo de histonas) que sdo progressivamente acumuladas no genoma celular
(Irigaray e Belpomme 2010; Singh et al., 2015). As ceélulas neoplésicas apresentam
instabilidade genémica resultando em inGmeras alteracbes em genes (oncogenes e genes
supressores de tumores) que regulam o crescimento, proliferacdo, morte e diferenciacao celular,
angiogénese, invasdo tumoral e metastase (Nguyen et al., 2020).

As células iniciadas sdo aquelas que sobreviveram ao estimulo mutagénico agressor em
seu DNA, sem um reparo adequado ou eliminacdo pela inducdo de morte celular (Nguyen et
al., 2020). Estas mutacdes sdo fixadas no DNA da célula alvo apds um ciclo de diviséo celular,
caracterizando as células iniciadas (Vincent e Gatenby, 2008).

Apés a etapa de iniciacdo, as celulas apresentam expansdo clonal seletiva, sendo 0s
agentes promotores essenciais para acelerar o desenvolvimento de lesdes proliferativas,
anaplasicas e/ou displasicas subsequentes (Du et al., 2022). Os agentes promotores apresentam

mecanismos de a¢do ndo genotoxicos (ou epigenéticos) ativando proteinas-quinases envolvidas
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na fosforilacdo de substratos das vias de transducdo de sinais de resposta a fatores de
crescimento (Du et al., 2022). As respostas aos agentes promotores provocam o
desenvolvimento de células anaplasicas e/ou malignas (Pitot, 2000, Vincent e Gatenby, 2008),
direcionando a proxima etapa do processo de carcinogénese.

Na fase de progressao as lesdes apresentam células neoplasicas com elevado grau de
anaplasia e acentuado grau de desequilibrio entre proliferacdo celular e apoptose (Du et al.,
2022). A partir dessa etapa, as células tumorais sdo autossuficientes e apresentam crescimento
autdbnomo e resisténcia a inducao apoptdtica e as drogas quimioterapicas (Chen et al., 2022).
Além de apresentam altas taxas proliferativas, aneuploidia e pleomorfismo celular e nuclear,
gerando o fendtipo maligno. O acimulo de novas mutac6es em genes especificos que controlam
a transicdo epitélio-mesenquimal, producdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) e a
invasdo de tecidos adjacentes, levam as células transformadas a adquirem o fen6tipo maligno.
O préximo evento celular é a infiltracdo linfatica e vascular, promovendo a formacdo de
metastases, que culminam muitas vezes em caquexia e fase terminal do paciente (Kroemer e
Pouyssegur, 2008; Chen et al., 2022).

A carcinogénese colorretal tem como principais vias envolvidas as genéticas e
epigenéticas como: instabilidade cromossdémica, metilacdo de ilha de nucleotideos CpG
(CIMP) e instabilidade de microssatélites (MSI) (Fearon et al., 2011; Armaghany et al., 2012;
Wright et al., 2017). Essa instabilidade ocorre devido a erros durante a mitose, resultando em
anormalidades na estrutura do cromossomo ou no seu nimero de copias (Bakhoum et al., 2014).
A CIMP sdo varias alteraches epigenéticas que tem como caracteristica principal
hipermetilacdes de regides de repeticdo de dinucleotideos CG (ilhas CpG) em regibes
promotoras de genes supressores tumorais (Jia et al., 2016). A MSI normalmente inativa o
sistema de reparo de bases mal pareadas (mismatchs) de DNA por hipermetilagdo ou mutagédo
dos genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 levando ao acimulo de erros de reparo no DNA,
além de ser caracterizada pelo encurtamento ou alongamento de sequencias repetitivas de
nucleotideos de DNA (Vilar e Gruber, 2010).

Na literatura, a sequéncia adenoma-carcinoma é a via classica para o desenvolvimento
do CCR, desencadeada pela mutagéo do gene APC (Polipose Adenomatosa Coli), um gene que

codifica uma proteina supressora de tumor e mutac6es em sua sequéncia de nucleotideos. Essas
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alteracdes estao associadas com o desenvolvimento de adenomas colorretais que podem evoluir
para adenocarcinomas. O gene APC esta envolvido com a degradacdo da B-catenina, uma
proteina de adesdo que atua na adesdo célula-célula e comunicagdo celular, principalmente
aquela relacionada com as proteinas Wnt (Parker e Neufeld, 2020). Quando mutada, a -
catenina é translocada para o citoplasma e, em alguns casos, para 0 nucleo promovendo o
descontrole da proliferacdo celular epitelial. De 85-90 % dos pacientes com CCR apresentam
a evolucdo do adenoma-carcinoma, os quais a proliferacdo celular e a apoptose sdo eventos
essenciais (Figura 2) (Jamieson et al., 2012; Kim e Kim, 2013; Jasperson e Burt, 2015).

Iniciagao Promogéao Progressao

Cancerigenos

Danos no DNA Apoptose? Apoptose?
Célula Célula com C_e'U'a
normal danosno DNA  [niciada

Lesdo pré-neoplasica

AProliferagdo

Cancerigenos

Figura 2. Representacdo ilustrativa do processo da carcinogénese colorretal (Barbisan, 2010).

Outra mutacéo relevante para os casos de CCR ¢é a alteracdo do proto-oncogene K-RAS,
a qual impede a acdo de enzimas GTPases, sendo assim quando, constitutivamente, ativa a via
de sinalizacdo de RAS, diminui a apoptose e gera um aumento da proliferacdo celular (Rahman
et al., 2021). No momento que um adenoma evolui para um adenocarcinoma, ocorre, com
frequéncia, a perda do supressor tumoral TP53 que participa no controle do ciclo celular,
inducdo de reparo de DNA e apoptose, contribuindo para a progresséo do CCR (Grady e
Carethers, 2008; Armaghanu et al., 2012). Outra forma de aparecimento dessa neoplasia ocorre
pela lesdo no DNA devido a producdo de radicais livres pela via 0xido nitrico sintase (iNOS),
com posterior supressdo de TP53, causando inflamacdo continua da mucosa intestinal e

desenvolvimento da displasia epitelial (Tanaka, 2012).
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Considerada ainda outra mutacéo presente no CCR, cita-se a alteracdo oncogene BRAF
que gera a formacdo de polipos hiperplésicos, através da ativacdo da via MAPK que aumenta
a proliferacdo celular (Kedrin e Gala, 2015). Todas as alteragdes genéticas citadas acima
induzem um ambiente de instabilidade cromossémica, caracterizado por acimulos de dele¢bes
e aneuploidias cromossémicas que aceleram o surgimento e progressdo do CCR (Tanaka, 2009;
Carethers e Jung 2015; Liu et al., 2015; Muller, 2016).

Por sua vez, a literatura notifica que a obesidade e sedentarismo podem promover o
desenvolvimento neoplasico ao contribuir com o processo inflamatério intestinal (Rawla et al.,
2019). Adicionalmente, encontram-se dados que alteracdes da microbiota intestinal causam

inflamacdo e a carcinogénese por meio do metabolismo oxidativo (Kang et al., 2021).

1.4 Carcinogénese experimental de colon

Para o estudo do CCR os modelos em roedores sdo os mais indicados na busca de potenciais
agentes quimiopreventivos, pois permitem identificar os mecanismos, biomarcadores e vias
envolvidas nas etapas de iniciacdo, promocao e progressdo do adeno-carcinoma colorretal
(Corpet e Pierre, 2005; Johnson e Fleet, 2012; Afrin et al., 2020). Os modelos experimentais
sdo quimicamente induzidos em roedores para gerarem lesdes neoplasicas, que apresentem
semelhancas morfoldgicas, bioquimicas e genéticas, tais como em humanos. Além disso,
observa-se que o CCR € precedido pelo desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas como 0s
focos e/ou criptas aberrantes (FCA). Alguns FCA, em especial aqueles com carateristicas
displasicas, podem evoluir para adenomas ou adenocarcinomas (Perse e Cera, 2011; Suzui et
al., 2013; Clapper et al., 2020).

Pesquisas sugerem que a exposicao recorrente a um agente quimico especifico inicia e/ou
promove o desenvolvimento de lesdes proliferativas, através de mutacdes e falha de reparo do
DNA, levando a proliferacéo celular e formacéo de cripta aberrante (CA). Preferencialmente,
utiliza-se um agente carcinogénico que pode levar a lesdes no DNA, de forma direta ou indireta,
e através da via de resposta ao estresse oxidativo e/ou toxicidade, sendo um gatilho para
desenvolvimento de FCA e sua evolugédo para o CCR (Greenfield et al., 1984; Tomasetti et al.,
2017).
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A 1,2-dimetihidrazina (DMH) e seu metabdlito a azoximetano (AOM) séo os agentes
quimicos mais utilizados para o estudo desta neoplasia experimental. A DMH é um membro
da classe das hidrazinas, constituida de dois isdmeros que podem ser administrados por via sub-
cutanea, intraperitoneal ou intrarretal, levando ao aparecimento de tumores malignos (Laqueur,
1965). O DMH ¢ metabolizado no figado, formando o AOM, e depois 0 metilazoximetanol
(MAM). Como este Ultimo € instavel a temperatura corporal, se decompde em formaldeido,
agua e nitrogénio e um ion alquilante (metildiaz6nico). Este Gltimo, por sua vez, gera um ion
carbénico reativo que promove a alquilagdo das macromoléculas de DNA, RNA e proteinas
dos colondcitos, processo bastante critico na mutagénese e carcinogénese (Bekusova et al.,
2021).

A efetividade do DMH como carcin6geno é observada por meio da identificacdo de
displasia epitelial e lesdes pré-cancerosas em 100% dos animais, quando administrada por via
subcutanea em roedores (Karaca et al., 2012). Observa-se o desenvolvimento de adenoma e
adenocarcinoma ap0s administracdo de dose subcutanea Unica ou multipla de DMH em
modelos experimentais (Pozharisski, 1975; Venkatachala et al.,2020). Em roedores, assim
como nos tumores de c6lons humanos, as enzimas 6xido nitrico sintase (iINOS), ciclooxigenase-
2 (COX-2) e prostaglandinas ficam aumentadas no c6lon apds a inducéo da carcinogénese em
ratos pela AOM (Takahashi e Wakabayashi, 2004; Venkatachala et al.,2020).

Dentre os fatores promotores do adeno-carcinoma colorretal, estudos evidenciam a dieta
hipercalérica (DHC) como um fator relevante, visto que favorecem a formacdo de altas
concentracdes de &cidos biliares no limen do intestino grosso, o que leva a citotoxicidade e
hiperproliferacdo de colondcitos, aumentado o risco de desenvolvimento tumoral (Ocvirk et al.,
2019). Destaca-se também que a DHC, associada ou ndo a administracdo de DMH/AOM,
promove o desenvolvimento neoplasico, com modulacdo nas vias de sinalizacdo celular
relacionadas a proliferacdo celular e apoptose em roedores (Yang et al., 2022). Além disso, a
DHC esta relacionada ao aumento da multiplicidade de FCA induzidos pela DMH (Chen e
Huang, 2015). Lopes e colaboradores (2016) mostraram que a ingestao de dieta hiperlipidica
durante as fases de gestacdo, lactacdo e fase juvenil aumenta a susceptibilidade da prole de

ratos machos a carcinogénese de célon induzida pela DMH.
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Por fim, devido a grande incidéncia de CCR na populacdo humana, cresce a importancia

de estudos pré-clinicos, utilizando diferentes modelos de carcinogénese de colon em roedores

(Corpet e Pierre, 2005). Tais modelos sdo ferramentas importantes para a analise da influéncia

de fatores ambientais e da dieta, com o objetivo de se buscar novas opc¢des terapéuticas e de

sua prevencdo (Roncucci e Mariani, 2015; De Souza e Costa-Casagrande, 2018). Observa-se

em diversos estudos experimentais, o aumento de FCA e proliferacdo celular no célon de

roedores que receberam uma DHC (Caderni et al, 1996; Poulsen et al, 2001; Dragsted et al.,
2002).

1.5 Quimioprevengao do cancer

A pesquisa de agentes quimiopreventivos aumentou devido ao crescente nimero de
informacdes sobre os mecanismos de desenvolvimento e deteccdo de alvos moleculares que
impedem ou retardam o processo de carcinogénese (George e Chandran, 2021). Os
quimiopreventivos sdo compostos naturais ou sintéticos usados para evitar/retardar o
aparecimento da neoplasia, seu desenvolvimento ou recidiva (Steward e Brown, 2013). Esses
agentes sdo relevantes para pacientes geneticamente predispostos, para aqueles que sdo
sensiveis as causas ambientais do CCR e para aqueles que apresentam uma lesdo precursora
(George e Chandran, 2021). Dessa forma, o quimiopreventivo pode ser bloqueador da acdo do
carcinégeno no DNA celular ou supressor das vias de proliferacdo e progressao do tumor
colorretal; deve demonstrar pouca ou nenhuma toxicidade, ter boa eficacia em maltiplos alvos;
administrado preferencialmente por via oral e apresente mecanismos de ac¢éo conhecidos. Esses
agentes deverdo permitir a administracdo por longos periodos em pacientes saudaveis e idosos,
bem como para outros com comorbidades (Manzano e Pérez-Segura 2012; Benetou et al., 2015;
George e Chandran, 2021). O quimiopreventivo pode atuar através de diferentes mecanismos
associados & modulagdo de cascatas de sinalizagdo e expressdo de genes envolvidos na
regulacdo da proliferacéo, diferenciacdo e apoptose celular e na supressdo da inflamacao,
metéstase ou angiogénese (Pan et al., 2011).

Atualmente a prevencéo do cancer tem sido o principal alvo para combaté-lo de forma
eficaz. Estudos evidenciam que mudancas na dieta e estilo de vida, levam a reducéo de até 70%

no risco de desenvolvimento do CCR. (Giovannucci, 2002; Curry et al., 2003; Gonzalez-
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Vallinas et al., 2013). Nos ultimos anos consideravel atencdo foi dada ao uso de substancias
naturais que tenham atividade quimiopreventiva. O antioxidante natural carnosina - CAR
pertence a esta classe de moléculas que comprovadamente apresentam uma atividade
anticancerigena significativa, tanto in vitro como in vivo. A L-carnosina (B-Ala-His) é um
dipeptideo sintetizado endogenamente e amplamente encontrado no cérebro, rins, estbmago e,
em grandes quantidades, na musculatura esquelética. A CAR é sintetizada pela enzima
carnosina sintase, cuja atividade é regulada pelos seus proprios aminoécidos precursores e a 3-
alanina é o seu aminoéacido limitante para a sua sintese no muasculo esquelético (Boldrev et al.,
2013; lovine et al., 2014; Blancquaert et al., 2017; Saunders et al. 2017). Sua principal
atribuicdo se da pelo alto potencial terapéutico, com principal caracteristica o efeito
antioxidante, além de possuir adicionalmente, propriedades quelantes de metais e anti-
inflamatdria (Grasso et al., 2021; Distefano et al., 2022). Estudos comprovam a eficacia de
reducdo do estresse oxidativo eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), capacidade
de quelar ions metalicos e tamponamento de prétons, propriedades anti-inflamatdrias e anti-
senescéncia (Ghodsi et al., 2018; Chmielewska et al., 2020; Aldini et al., 2021; Juki¢ et al.,
2021). Outro aspecto do efeito da L-carnosina diz respeito ao seu efeito antiproliferativo nas
linhagens celulares de tumores humanos. Estudos anteriores mostraram que a L-carnosina inibe
a proliferacédo de células de carcinoma colorretal humano, afetando a producdo de ATP e EROs
(Guiotto et al., 2005; lovine et al., 2012; lovine et al., 2014; Kubota et al., 2020; Juki¢ et al.,
2021).

Giancarlo Aldini, professor e pesquisador da Universidade de Mildo, demonstra larga
experiéncia com esta substancia. Em uma de suas primeiras experiéncias aplicadas demonstrou
a capacidade da CAR em sequestrar EROs que apresentam Carbonila Reativa (ECRs) atribuida
ao residuo de histidina. Recentemente o grupo referenciado, aplicou em humanos obesos, um
derivado sintético da carnosina, a CAR (FL-926-16) que tem como principal caracteristica a
resisténcia & acdo da enzima carnosinase, responsavel pela degradagdo da CAR em alanina e
histidina (Aldini et al. 2005; Aldini et al. 2007; Orioli et al. 2007; Song et al., 2014; Baye et al.
2016; Regazzoni et al., 2016; lacobini et al., 2018; Aldini et al., 2021).
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2. Justificativa, hipdtese e objetivos:

Devido a alta incidéncia de CCR no mundo decorrente do estilo de vida moderno
adotado pela populacdo, fazem-se necessarias medidas de prevencao e estudos envolvendo
compostos com potencial preventivo e conhecimento de seus mecanismos de modulacdo de
vias moleculares envolvidas nas diferentes etapas do seu desenvolvimento. O consumo de dieta
rica em gorduras e carboidratos simples tem sido associado ao risco de desenvolvimento do
CCR, dessa forma, a avaliacdo de uma dieta hipercal6rica em periodos de pré e pds concepcao
tem sido pouco explorados quanto ao risco de adeno-carcinoma CCR em seus descendentes.
Assim sendo, os objetivos do estudou foram: avaliar os efeitos da ingestdo materna de dieta
hipercalorica (rica em gorduras e agucares simples), durante as fases de pré e pos-concepcao,
sobre danos na mucosa colonica induzida pelo carcindgeno 1,2-dimetilhidrazina (DMH) na
prole F1 de ratas da linhagem Sprague-Dawley; e avaliar os efeitos quimiopreventivos da CAR

administrada antes e durante a administracdo da DMH na prole F1 de ratas Sprague-Dawley.

3. Metodologia

3.1 Animais e ambiente de experimentacao

Antes do inicio desta pesquisa, todos 0s procedimentos e respectivo protocolo
experimental foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB/UNESP) sob o protocolo CEUA N° 1142200721.

Ratos da linhagem Sprague-Dawley (SD), machos (n= 15) e fémeas (n= 40) foram
adquiridos do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biolégica (CEMIB), da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP, Campinas — SP). Os animais foram obtidos com trés
semanas de idade e, previamente ao inicio do protocolo, foram climatizados durante 2 semanas
as condicbes do biotério de roedores do setor de Morfologia do Departamento de Biologia
Estrutural e Funcional (DBEF) do IBB-Unesp — Botucatu, SP.

Durante o periodo experimental, foram mantidos cinco animais por gaiola de
polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, com tampa de ag¢o inox na forma de grade e forradas com
maravalha branca de pinho autoclavada. As gaiolas juntamente com a maravalha foram

trocadas duas vezes por semana seguindo protocolo pré-estabelecido. As condi¢fes ambientais
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da sala de experimentacdo, tais como de temperatura (22 £ 2°C), umidade relativa do ar (55 +
10%), fotoperiodo (ciclos 12 horas claro/12 horas escuro) e exaustdo continua do ar foram
rigorosamente controladas durante toda a fase de crescimento e experimentacéo.

As fémeas inicialmente divididas em 2 grupos, receberam racdo normocalérica (grupo
DNC, n=20) ou racdo hipercaldrica (grupo DHC, n=20) (Tabela 1), durante a fase de
crescimento e pré-concepcdo. Bem como submetidas a coletas de sangue da cauda, para
dosagem de glicose e triglicerideos. Apo6s atingir a idade reprodutiva (90 dias), duas fémeas
virgens foram colocadas com um macho/gaiola por 12 horas (periodo escuro). A presenca de
esperma no esfregaco vaginal e identificacdo da fase estro do ciclo foi considerado como dia
gestacional 0 (DGO). As fémeas consideradas prenhes foram colocadas em gaiolas individual
e continuaram com a mesma dieta inicial (grupo DNC ou DHC), no periodo pré-concepcao até
0 dia pds-natal DPN21 e final da lactacdo. Ap6s o desmame, as proles de fémeas (F1)
mantiveram a mesma dieta materna até o DPN32, dia destinado a eutanasia. As formulacbes

das racdes se encontram descritas na Tabela 1 e o delineamento experimental esta representado

na Figura 3.
Tabela 1. FormulacGes das ragdes experimentais. *
Dheta (g'Kg)
Componentes
Normocalonica (DNC)  Hipercalorica (DHC)

Proteina 220 235
Amido de milho 554 202
Sacarose - 202
Oleo de so a 40 -
Oleo de milho - 50
Banha de porco - 200
Fibra 70 50
Mix de minerais 90 90
Mix de vitaminas 10 10
Total (g) 1000 1000
Total (kcal/kg) 3456 4806
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* As racGes foram baseadas na racdo AIN 93G e fornecidas pela empresa
Pragsolucdes Biocéncias, Brasil.

DPN*21 DPN21 DPN28  DPN31 DPN32.
: ' v v E
G1 (n=05)
A 4 Y E
| G2 (n=05)

I | |
I v v E |

G3 (n=05)

iy G4 (n=05)

l Dieta Hipercalorica ! Dieta Hipercaldrica +CAR (250mg/kg, i.p. dirio)

|:| Dieta Normocaldrica D Dieta Normocaldrica + CAR (250mg/kg, i.p. didrio )
E= Eutanasia W DMH (20mg/kgi.p.) DPN=Dia P6s Natal da Prole  DPN*= Dia Pos Natal das maes

Figura 3. Delineamento experimental.

A prole gerada F1 (uma fémea/ninhada/por grupo), foi subdividida em 4 subgrupos
distribuidos em: G1 (n=5) e G2 (n=5), sendo que ambos ingeriram a dieta normocalérica e 2
insultos de DMH (20 mg/kg i.p.) e 0 G2 recebeu a CAR (250 mg/kg i.p.) durante 10 dias
subsequentes (Aydin et al., 2017). Os grupos G3 (n=5) e 4 (n=5) receberam a dieta
hipercaldrica, mais 2 insultos de DMH (20 mg/kg i.p.) e 0 G4 recebeu também a CAR (250
mg/kg i.p.) durante 10 dias (Decaens et al., 1989). As doses de DMH foram admistradas no
DPN 28 e DPN 31. A carnosina utilizada ¢ um derivado sintético (resistente a acdo da
carnosinase) fornecida pela empresa italiana Flamma S.p.A. Italia, em parceria com um

pesquisador da Universidade de Mildo. As eutanasias ocorreram no DPN32.

3.2 Eutanasia dos animais

Apds a anestesia com ketamina/xilazina (30mg/kg e 180mg/kg de peso corpdreo,
respectivamente), amostras de sangue dos animais foram obtidas por puncdo cardiaca, com
posterior eutanésia dos mesmos pela sec¢do da veia cava inferior. As amostras de sangue foram
coletadas em tubos contendo EDTA, centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C e as

amostras de plasma resultantes foram armazenadas em freezer a -20°C.
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3.3 Coleta do intestino grosso e figado dos animais

Ap0s a eutanasia dos animais foi feita uma incisdo na face ventral do animal ao longo
da linha média, da regido pélvica até o final da cavidade abdominal, para coleta do figado e
intestino grosso. Apo6s a ressec¢do do 0sso pubiano com exposicdo do reto, o intestino grosso
foi removido e aberto pela linha mesentérica, com uma tesoura. O intestino grosso de cada
animal foi lavado com solucéo de NaCl 0,9% (RNA free) para a retirada dos residuos fecais,
pesados e presos em prancha de isopor identificadas por 24 horas. Em seguida, foi dividido em
trés segmentos (proximal, medial e distal), e a mucosa de cerca de 2 cm do segmento distal foi
raspada, armazenada em criotubo (RNA free) e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido, e posteriormente armazenados em biofreezer -80°C para analise de expressdo génica.
Os segmentos do intestino grosso foram fixados, abertos e presos a prancha de isopor
identificada, por 24 horas. Apds esse periodo de fixacdo, foram lavados em &gua corrente por
12 horas e entdo armazenados em alcool 70% até a realizacdo das andlises histoldgicas,

histoquimica e imunohistoquimicas.

3.4- Analises bioquimicas e de estresse oxidativo

Os niveis plasmaticos de glicose, colesterol total e triglicérides foram analisados por
espectrofotometria usando kits comerciais e seguindo as recomendagdes dos fabricantes
(Bioclin, Quibasa — Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, Brasil). A peroxidacao lipidica foi
avaliada pelos niveis de malondialdeido (MDA) analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLTA). Amostras de colén medial (~ 100 mg) foram homogeneizadas em tampao
fosfato gelado pH 6,5 na razéo de 1:5 e, entéo, foram centrifugadas por 5 min a 3500 rpm. Em
5 mL de cada amostra foi adicionado 25 ml de acido fosférico (1,22 mol/L), 45 mL de agua
deionizada e 25 mL de &acido tiobarbitarico (TBA 0,67%). O material em reacdo foi incubado
por 1 hora em banho maria a 95°C e entéo resfriado em banho de gelo a 4°C (Young e Trimble
1991). Entdo, para 20 mL de cada amostra foi adicionado 36 mL de metanol e 40 mL de
hidroxido de sodio (1 mol/L), sendo o material passado em filtro Millipore. Entéo, as amostras
foram injetadas e passaram por coluna ODS RP18 (VC-250 mm % 4.6 mm) com 25 mmol/L de

tampdo fosfato 50:50 (v/v) e pH 6,5. O metanol foi a fase movel em taxa de fluxo de 0,8
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mL/min. A deteccdo fluorimétrica foi realizada em Aexc 532 nm e Aemm 553 nm, usando o
detector de modelo RF-10AXL (Shimadzu, Téquio, Japdo). Os resultados foram expressos
como umol/mL e o pico de detecgdo dos adutos MDA-TBA foi calibrado com uma solugdo
padrdo de 1,1,3,3 tetraetoxipropano em quantidades equimolares de MDA.

Em homogenados de amostras do célon distal (600 puL) foram acrescentados 5% de
acido tricloroacético gelado e centrifugadas a 300 rpm for 15 min a 4°C. Os sobrenadantes
foram utilizados para avaliar o conteddo de glutationa em espectrofotdmetro com leitura em
412 nm (Biochrom, Libra 522, Berlin, Alemanha). Os resultados foram expressos em pmol/mL
utilizando uma curva padrdo com cisteina (2 mmol/L) para glutationa reduzida (GSH) e
glutationa oxidada (GSSG) (Sedlak and Lindsay 1968).

3.5 Analise histologica, histoquimica e imunohistoquimica

Cortes histologicos de espessura entre 4-6 um foram obtidos em micrétomo (LEICA
RM 2145, Alemanha), colocados sobre laminas codificadas (normais ou silanizadas) e, entao,
levadas para estufa (FAMEN 002 CB, Brasil) a 60°C por 24 horas. Em seguida, as laminas
foram submetidas a vérias coloracdes e reaces de imunohistoquimica.

Os cortes dos fragmentos do co6lon foram corados com hematoxilina-eosina (HE)
(Bancroft e Gamble, 2008) para analise morfologica geral e analise da altura das criptas
intestinais (mm), analisadas em microscopio de luz acoplado ao sistema analisador de imagens
(CellSens Standard Imaging System, Olympus, Japdo). Outros cortes histolégicos foram
corados com azul de Alcian/acido periddico de Schiff, para distinguir entre células epiteliais
coldnicas secretoras de mucina neutra (magenta), acida (azul) e mista (roxa). Para distinguir
entre os dois tipos de mucinas acidas, as laminas foram coradas com azul de Alcian/Aldeido
fucsina; para distinguir células secretoras de mucinas contendo acido siélico (azul), sulfato
(roxo) ou ambas (roxa escura/azul) (Bancroft e Gamble, 2008). Células col6nicas secretoras de
mucinas contendo &cido sialico e sulfato foram referidas como sialomucinas e sulfatomucinas
ou mistas. Terminada as coloraces, as laminas foram levadas para a montagem de laminulas
(24x32mm) em meio Permount (Fisher, EUA).

A expressdo de Ki-67 (marcador de proliferacdo celular) foi detectada pela técnica

imunohistoquimica. Os cortes histologicos (4 um) da mucosa coldnicas em laminas cobertas
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com silano foram desparafinizadas e reidratados em uma série graduada de xileno-alcool. Em
seguida, as ldminas foram submetidas a recuperacao de antigeno em tampéo citrato 0,01 M (pH
6,0, 120°C) em uma Camara de Pressao Pascal (Dako Cytomation, Dinamarca). Apos bloqueio
da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio a 10% em solucgéo salina tamponada com
fosfato (PBS) (10min), as laminas foram imersas em leite desnatado a 1% em PBS (60 min) e
posteriormente incubado com anti-Ki-67anticorpo primario em camara umidificada (durante a
noite, 4 ° C). Em seguida, as ldminas foram incubadas com polimero de peroxidase de rdbano
(HRP) de uma etapa (Dako Cytomation, Dinamarca) (30 min). A coloragédo foi feita com o
cromogeno 3-diaminobenzidina (DAB) (5 min) (Sigma-Aldrich, EUA) e contra coloracdo em
hematoxilina de Harris (1 min).

As células epiteliais Ki-67 positivas foram contadas em pelo menos 20
criptas/segmento/animal nos diferentes grupos experimentais. Os valores dos indices de
marcacdo de Ki-67 foram determinados dividindo-se o numero de células Ki-67 positivas ou
células em apoptose pelo nimero de células analisadas (2000 células), multiplicando-se por
100.

Obs: Foram utilizados os seguintes reagentes: anticorpo policlonal 1gG de camundongo
anti-Ki-67 (ABCAM, EUA).

3.6 Avaliacdo da expressdo génica por Reacédo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
apo6s Transcricdo Reversa (RT-qPCR)

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados seguindo as orientacdes do MIQE:
“Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment” (Bustin
et al., 2009).

O RNA total foi extraido de fragmentos do colon medial utilizando o kit comercial,
RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as instru¢bes do fabricante. A
quantificacdo do RNA total foi realizada por espectrofotometria com base na densidade éptica
(OD) obtida na leitura em absorbancia a 260 nm (especifica para acidos nucléicos), com o
equipamento NanoVue (GE, EUA). Esse também permitiu avaliar a contaminacéo das amostras
de RNA total pela afericdo das razdes de absorbancia a 260/280nm e 260/230nm que indicam

a presenca residual de proteinas e compostos organicos, respectivamente.
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A qualidade do RNA total foi verificada apds a eletroforese capilar, atraves da avaliacéo
do numero de integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN). O RIN foi obtido a partir da
analise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos, atraves do sistema 2100 Bioanalyzer
(©Agilent Technologies, EUA) (Fleige e Pfaffl, 2006; Becker et al., 2010).

A transcricdo reversa do RNA total extraido de cada amostra de colon medial foi realizada
com o kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Master Mix” (Life Technologies,
EUA). Esse kit contém “primers” randémicos e poli-(T) que se anelam e retro-transcrevem
todos 0os RNAs transcritos do genoma, juntamente com a enzima transcriptase reversa. Além
disso, também contém todos os demais componentes necessarios para a conversao quantitativa
de RNA total em cDNA com alto rendimento, linearidade e precisao.

A reacdo de transcrigédo reversa e condicGes de ciclagem foram realizados seguindo as
instrucGes do fabricante. Para a reacdo utilizou-se 4 pL. de Master Mix ao qual foi adicionado
1 pg de RNA e o volume completado para 20 ulL com agua livre de nucleases. Essa mistura foi
incubada em termociclador (Biometra, EUA) nas seguintes condic¢des: 25 °C por 5 minutos, 42
°C por 30 minutos seguido pela inativacao da transcriptase reversa a 85 °C por 5 minutos.

Foram utilizados os kits “TagMan® Low Density Array” (TLDA) (Life Technologies,
EUA) que abrange a analise da expressao de 95 genes envolvidos em processos de proliferacéo
celular, apoptose e vias de ativagdo da -catenina (Anexo 1).

As placas contém 384 pogos com “primers” e sondas de hidrdlise especificos liofilizados
que permitem a identificacdo de 95 mRNAs pré-selecionados. Esse sistema dispensa a
realizacdo de réplicas da PCR pois apresenta variacfes do instrumento e manipulacdo dos
liquidos minimos, como demonstrado por Mestdagh et al. (2012). Para cada placa, foram
utilizados 450 pL. de TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (2X), 6 uL
do produto da reacdo de transcri¢do reversa (cDNA) e o volume final foi ajustado para 900 uLL
com agua livre de nucleases. Os genes de referéncia foram selecionados através da placa “Rat
Endogenous Control Array” (Life Technologies, EUA) que analisa 4 genes enddgenos ao
mesmo tempo (GAPDH, HPRT, GUSB, ACTB).

As reacoes de RT-qPCR foram realizadas no aparelho ViiATM7 Real-time PCR System
(Life Technologies, EUA), com as seguintes condic¢des de ciclagem: 95 °C por 10 minutos,

seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os valores de Cqg foram
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calculados utilizando o software SDS 2.1, utilizando a configuragdo automatica de “baseline”
e “threshold”. O ciclo de quantificagdo (Cq) refere-se ao ponto de encontro entre a curva de
amplificacdo corrigida pelo “baseline” e o “threshold” (de acordo com o RDML,
HTTP://rdml.org). A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada pelo método do
Cqg comparativo. Todos os dados de expressao génica obtidos pela metodologia TLDA foram
analisados com o software “Expression Suite v1.0.3” (Life Technologies, USA). Genes
diferencialmente expressos entre 0s grupos experimentais foram aplicados o fold change
estatistico de Log2 Fold Change > |1,3| < 10,66 ¢ o valor-p < 0,05. Os genes selecionados para

a analise de expressdo génicas estdo na Tabela 1 presente no Anexo 1.
3.7 Enriquecimento funcional da via génica

Para uma melhor compreensao dos efeitos da dieta hiperlipidica associada ou ndo com
a administracdo da carnosina no cancer de colon retal induzido pelo DMH as andlises de
enriquecimento foram feitas em 3 comparagfes: G1 x G3, G1 x G2 e G3 x G4. Primeiramente
0s genes diferencialmente expressos (up e down regulados) de cada comparacéao foi submetida
a uma analise de enriquecimento funcional de rede de interacdo de proteina- proteina na
ferramenta STRING (https://string-db.org/). Foram utilizadas as seguintes configuracdes para
as fontes de interacOes ativas: textmining, experimentos, bancos de dados e co-ocorréncia. O
score minimo de interacdo requirida foi de 0.400 (média confidéncia) e os todos os nodos
desconectados da rede foram ocultados para facilitacdo da visualizacdo do resultado. O p-valor
utilizado na anélise de rede de interacdo de proteina- proteina foi oferecido pelo STRING
(Szklarczyk et al., 2015).

Em seguida foi utilizado o banco de dados Bioplanet pela ferramenta Enrichr
(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr) para comparar os genes clusterizados pela ferramenta
STRING com bancos de dados de amostras humanas de cancer de célon retal (Chen et al.,
2013; Kuleshov et al., 2016). A analise de enriquecimento de cada comparacdo pode ser
visualizada no material suplementar 1. Posteriormente, os genes que foram enriquecidos pelo
banco de dados Bioplanet foram validados em in silico no banco de dados The Human Protein

Atlas (HPA) (https://www.proteinatlas.org/), mostrando a distribuicdo e a localizacdo destes
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genes em amostras de tecido normal e de tumor de colon retal por imunohistoquimica (Uhlén
et al.,2005).

3.8 Analises Estatisticas

Os resultados dos diferentes pardmetros foram comparados entre 0S Qrupos
experimentais utilizando o teste de ANOVA seguido por de Tukey. O nivel de significancia
adotado sera de p<0.05. A expressao de genes foi analisada pelo teste t de Student, usando o
Expression Suite Software v1.0.3 (Life Tecnologias, EUA). A significancia estatistica foi
estabelecida como P < 0,0. As analises estatisticas e os graficos de barras foram feitos com a
utilizacdo do GraphPad Prism® 350 software version 8.0.1, Graph Pad, Inc., San Diego, CA).

4. Resultados

4.1. Peso (massa) corpdreo e consumo de racao das progenitoras (F0)

A Tabela 2 apresenta os valores de média e desvio padrdo de peso corpdreo materno,
antes e apds concepcdo, bem como o ganho de peso corpéreo das fémeas (F0). As fémeas que
receberam a dieta hipercalérica (DHC) no periodo de pré, pds-concepcao e lactacdo néo
tiveram alteracdes na evolucéo de peso corpdreo e no ganho de peso, quando comparado com
0 grupo de fémeas que recebeu a dieta normocalérica (DNC). No entanto, observou-se uma
diminuicdo do consumo de DHC nas fases de pré, pds concepcdo e lactacdo (~38%),

comparado com o grupo que recebeu a DNC.

A Tabela 3 apresenta os dados da evolugédo do peso corpdreo, peso hepatico absoluto e
relativo, bem como os dados bioquimicos séricos das proles de fémeas dos diferentes grupos
experimentais. O DPN21, representa o dia do desmame e o DPN 32 a eutanésia das fémeas,

24 horas ap0s a segunda aplicacdo da DMH.

Ao desmame, as ninhadas de fémeas dos grupos de DNC e DHC (Gl a G4)
apresentaram valores medios de peso corporeo. No DPN32, as fémeas dos grupos DMH+DHC
(G3) e DMH+DHC+CAR (G4) apresentaram menor peso corporeo e ganho de peso (entre o
DPN 21 ao 32) em comparacdo aos mesmos grupos alimentados com DNC (G1 e G2). Neste

mesmo periodo, o peso corpdreo das fémeas dos grupos DMH+DNC+CAR (G2) e
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DMH+DHC+CAR (G4) foram maiores em relagdo aos grupos DMH+DNC (G1) e
DMH+DHC (G3), respectivamente, apds o segundo insulto de DMH. Em relacdo ao peso
hepético, o peso absoluto foi maior, enquanto, o peso relativo foi menor no grupo de fémeas
do grupo DMH+DNC+CAR (G2) em relagédo ao grupo de fémeas DMH+DNC (G1).

Os niveis séricos de triglicérides e colesterol foram maiores nas fémeas do grupo
DMH+DHC (G3) em relacdo ao grupo DMH+DNC (G1). O tratamento com carnosina (CAR)
reduziu os niveis séricos de triglicérides e colesterol nas fémeas do grupo DMH+DHC+CAR
(G4) em relagédo ao grupo DMH+DHC (G3).

Tabela 2. Dados de evolugdo de peso corporeo nas fases de pré
e pds-concepgdo dos grupos de fémeas SD (FO) que receberam

dieta normocalérica (DNC) ou dieta hipercalérica (DHC).

Grupos Experimentais

Parametros
DNC DHC
Preconcepcéo
Peso Corporeo (g) (n=15)
DPN 21 60,3+7,2 59547
DPN 90 253,4 £ 13,7 256,4 + 24,7
Ganho 193,1+ 15,5 197,0 £ 26,3
Consumo de ragdo (g/rato/dia) 18,6+ 2,6 2 122+21 b
Pds-Concepcdo (Gestagao)
Peso Corporeo (g) (n=10)
DG 1 286,2 £ 32,9 280,3+354
DG21 382,8+35,3 365,3+ 37,0
Consumo de ragdo (g/rato/dia) 264+23 2 15,6 + 1,60 b
Lactacdo
Peso Corporeo (g) (n=8)
DPN 1 306,8 + 21,7 297,8 £ 30,9
DPN 21 262,6 £ 29,4 258,2 +£32,8
Consumo de ragdo (g/rato/dia) 37,9+ 366 ? 26,4+ 2,78 b

Dados estdo expressos em Média = SD; N= nimero de animais
por grupo; Letras diferentes significam diferenca estatistica,
aplicando-se o Teste t de Student.
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4.2. Peso (massa) corporeo, consumo de ragdo, pesos (massas) hepéticos da prole de
fémeas SD (F1)

A Tabela 3 apresenta os dados da evolugdo do peso corporeo, peso hepético absoluto e
relativo, bem como os dados bioquimicos séricos das proles de fémeas dos diferentes grupos
experimentais. O DPN 21, representa o dia do desmame e o DPN 32 a eutanasia das fémeas

24 horas ap0s a segunda aplicacdo da DMH.

Tabela 3. Dados de evolugdo de peso corpéreo, pesos hepéticos e bioquimicos séricos dos diferentes
grupos de fémeas SD (F1) que receberam dieta normocal6rica ou dieta hipercaldrica, com insultos de
DMH e com ou o tratamento de carnosina.

Grupos Experimentais

Parimetros DNC+DMH DNC+DMH+CAR DHC+DMH DHC+DMH+CAR
(G1) (G2) (G3) (G4)

Peso Corporeo (n=8)

DPN 21 46.6 =47 408 =91 45.1+6.7 441+77

DPN 32 §5.3=105 028807 668901 805+11.1°

Ganho (g) 408 £9.1 48360 217<51%® 364=45°
Peso Hep. Absoluto (g) 30=05 41+05° 34204 3645
Peso Hep. Relativo (g) 46=09 44+:04° 52+08 46=07
Analises Séricas (n=6)

Glicose (mg/dL) 64,5+ 16.4 55.5+127 78794 66.5 =105

Triglicerideos (mg/dL) 60.5=8.70 553118 §25+1003 673=68°

Colesterol (mg/dL) 63.7+11.1 585=11.0 853+154% 60.5=11.0°"

Dados estdo expressos em Média + SD; > DMH= 1,2 dimetilhidrazina (2x 20mg/kg, i.p.), CAR=
Carnosina (250 mg/kg, i.p.); a — significa diferenca estatistica para comparagdes em relagdo ao grupo
G1, b - significa diferenca estatistica para comparagGes em relacdo ao grupo G4. A Teste estatistico
ANOVA seguida de Tukey p<0,05.

Ao desmame, as ninhadas de fémeas dos grupos de DNC e DHC (Gl a G4)
apresentaram valores médios de peso corpéreo similares. No DPN32, as fémeas dos grupos
DMH+DHC (G3) e DMH+DHC+CAR (G4) apresentaram menor peso corpéreo e ganho de
peso (entre 0 DPN 21 ao 32) em comparagdo aos mesmos grupos alimentados com DNC (G1
e G2). Neste mesmo periodo, o peso corpéreo das fémeas dos grupos DMH+DNC+CAR (G2)
e DMH+DHC+CAR (G4) foram maiores em relagdo aos grupos DMH+DNC (G1) e

DMH+DHC (G3), respectivamente, ap6s o segundo insulto de DMH. Em relacdo ao peso
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hepatico, o peso absoluto foi maior, enquanto, o peso relativo foi menor no grupo de fémeas
do grupo DMH+DNC+CAR (G2) em relagédo ao grupo de fémeas DMH+DNC (G1).

Os niveis séricos de triglicérides e colesterol foram maiores nas fémeas do grupo
DMH+DHC (G3) em relacdo ao grupo DMH+DNC (G1). O tratamento com carnosina reduziu
0s niveis séricos de triglicérides e colesterol das fémeas dos grupos que receberam a dieta
hipercal6rica, DMH+DHC+CAR (G4) em relacdo ao grupo DMH+DHC (G3).

4.3 Morfometria das criptas col6nicas

A medida da altura das criptas coldnicas foi realizada em cortes histoldgicos corados
pela hematoxilina e eosina (HE). Apds anélise morfométrica, foi observado uma redugdo
significativa (p< 0,05) nas alturas médias das criptas col6nicas do grupo que recebeu a dieta
normocaldrica, insultos de DMH e tratamento com carnosina (G2) e, adicionalmete o grupo
que recebeu a dieta hipercal6rica e insultos de DMH (G3) quando comparados ao grupo que
recebeu a DNC (G1). Na comparacdo do grupo que recebeu a DHC (G3) observou-se um
aumento da altura das criptas colénicas no grupo que recebeu carnosina associada a uma dieta

hipercaldrica (G4), ilustrada na Figura 4.
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Figura 4. Imagem representativa e morfometria realizada em cortes histoldgicos de célon. A)
Imagem representativa de corte histoldgico do colén corado pela hematoxilina-eosina (HE), mostrando
como foi feita a mediada da cripta intestinal (chave vermelha); B) Dados de média e desvio-padrao das
medidas da altura das criptas intestinais nos diferentes grupos experimentais. DNC= Dieta
normocaldrica, DHC= Dieta hipercalorica, DMH=1,2-dimetilhidrazina, CAR= Carnosina.A letra a
indica diferenca em relacdo ao grupo G1 e b diferenca em relacdo ao grupo G3, p< 0,0001, teste
estatistico ANOVA seguida de Tukey.

4.4. Proliferagéo celular nas criptas colbnicas

A andlise de proliferacdo celular foi avaliada pela marcagdo imunoistoquimica de Ki-
67 em criptas coldnicas nos diferentes grupos experimentais. As analises indicam que houve
uma reducdo significativa na proliferacdo celular em criptas col6nicas no grupo que recebeu
carnosina associada a DNC (G2) quando comparado ao grupo controle que recebeu apenas a
DNC (G1) (Figura 4). A DHC associada ao DMH (G3) n&o influenciou os niveis de
proliferacdo celular nas criptas colénicas quando comparado ao grupo que recebeu a DNC
(G1), enquanto o tratamento com a carnosina ndo alterou os niveis de proliferacdo celular no
grupo que recebeu DHC e DMH (G3).
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Figura 5. Analise de proliferacdo celular em cortes histoldgicos de colon. A) Imagem representativa
de corte histoldgico do col6n imunomarcado para o antigeno Ki-67 (nucleos marrons); B) Dados de
média e desvio-padrdo dos indices de marcacao pelo Ki-67 das criptas intestinais nos diferentes grupos
experimentais. DN= Dieta normocal6rica, DH= Dieta hipercal6rica, DMH=1,2-dimetilhidrazina, CAR=
Carnosina. A letra a indica diferenga em relagdo ao grupo G1 p=0,0048. Teste estatistico ANOVA
seguida de Tukey.

4.5 Marcadores de estresse oxidativo na mucosa colénica

Os estudos ndo mostratm alteracdes dos grupos analisados quando observados 0s niveis
de GSH (glutationa reduzida) na mucosa dos animais F1. Quando avaliada a dosagem de
GSSG (glutationa oxidada) na mucosa col6nica, observou-se uma diminui¢do dos niveis
observados no grupo que carnosina associada a DHC e insultos de DMH (G4) quando
comparado ao grupo que recebeu apenas a DHC e insultos de DMH (G3). Em relagdo aos
niveis de MDA (malondialdeido) na mucosa col6nica, ndo foram encontradas alteracdes

significativas nos grupos considerados, observa-se os dados na Figura 6.
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Figura 6. Analise de marcadores de estresse oxidativo em musoca col6nica. A- Dosagem de GSH
(glutationa reduzida). B- GSSG (glutationa oxidada) p=0,0186. C- MDA (malondialdeido) em
nmol/mg/proteina na mucosa colénica dos diferentes grupos experimentais. DN= Dieta Normocaldrica,
DH= Dieta Hipercalérica, DMH=1,2 dimetilhidrazina (2x 20mg/kg, i.p.), CAR= Carnosina (250 mg/kg,
i.p.). A letra b indica diferenca em relagcdo ao grupo G3. Teste estatistico ANOVA seguido de Tukey.

4.6 Analise de expressao génica

A Tabela 4 apresenta os genes diferencialmente expressos na mucosa colonica dos
grupos experimentais. Para a anélise dos efeitos da dieta hipercaldrica associada ao insulto de
DMH foi realizada a comparacgéo entre o grupo G1 x G3. Ja para os efeitos da carnosina na
dieta normocalorica com insulto de DMH foi realizada a comparagdo G1 x G2 e, para os efeitos
da carnosina na dieta hipercalorica com insulto de DMH, foi feita a comparagdo G3 x G4. Na
comparacdo G1 x G3 foram detectados 18 genes diferencialmente expressos: 14 genes que
foram upregulados e 4 downregulados. Na G1 x G2 obtivemos 3 genes diferencialmente

expressos: 2 upregulaods e 1 downregulados. Na comparacdo G3 x G4 tivemos 5 genes
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diferencialmente expressos: 3 upregulados e 2 downregulados. Os parametros utilizados para

0 enriquecimento de genes encontram-se no material suplementar 1.

Tabela 4. Genes diferencialmente expressos na mucosa colonica dos diferentes grupos de animais
DNC+DMH+CAR (G2), DHC+DMH+CAR (G4), comparados ao controle DNC+DMH (G1) e
DHC+DMH (G3).

Gene Gene name Fold Change P value
(G1)DNC+DMH
(G3)DHC+DMH
Akt3 AKT Serine/Threonine Kinase 3 1,983 0,033
Axinl Axin 1 1,326 0,022
Bmp2 Bone Morphogenetic Protein 2 0,431 0,017
B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine 1,507 0,037
Braf Kinase
Casp3 Caspase 3 0,599 0,010
Ccne Cyclin E1 1,950 0,009
Dcc DCC Netrin 1 Receptor 8,119 0,002
Dlcl DLC1 Rho GTPase Activating Protein 2,554 0,014
VEGFD, Vascular Endothelial Growth 2,080 0,024
Figf Factor D
Fos Proto-Oncogene, AP-1 Transcription 0,232 0,008
Fos Factor Subunit
Gjal Gap Junction Protein Alpha 1 2,458 0,003
Hmox1 Heme Oxygenase 1 2,376 0,000
LOC100360342 MutS Homolog 6 1,733 0,027
Msh2 MutS Homolog 2 1,466 0,050
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Mitogen-Activated Protein Kinase 1
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Grupos de animais que receberam DMH= 1,2 dimetilhidrazina (2x 20mg/kg, i.p.), CAR=
Carnosina (250 mg/kg, i.p.). Os grupos foram comparados estatisticamente pelo teste T de
Student. Fold change Log 2 Fold Change |1,3| < 0,66 ¢ p<0,05, foi considerado significativo.

4.7 Analise de clusterizacao e de vias enriquecidas pelos genes diferencialmente expressos

Assim que os genes diferencialmente expressos (14 genes upregulados e 4 genes

downregulados) foram analisados pelo String, de acordo com as redes geradas, destacaram-se

as vias mais fortemente enriquecidas no grupo que recebeu apenas a DNC (G1) comparado ao

grupo que recebeu apenas a DHC (G3), foram elas: “angiogénese, vias de sinalizacdo de

40



N/
LA ) Instituto de 4% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
2 l B Biociéncias u nes “YULIO DE MESQUITA FILHO"
B Unesp Botucatu Campus de Botucatu \J
' PG-BGA

interleucina, via de sinalizacdo PGDF, mapas de sinalizacdo CCKR, via de feedback de p53,
ativagdo de célula T, via de sinalizacao de apoptose, via doenca de Huntington, via de receptor
de liberagé@o do horménio gonadotrofina, via RAS, via de sinalizagdo Wnt, ativacéo de células

B, via de sinalizac¢do de TGFB, via p53” que estao representadas na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo das redes de interacdo proteina-proteina geradas no String dos grupos
G1 (DNC+DMH) x G3 (DHC+DMH) e os termos enriquecidos pelo cluster. A- Redes de interagdo
proteina-proteina geradas no String pelos genes diferencialmente expressos up e down regulados. B-
Gréfico de barras representa os termos enriquecidos no Panther pelos genes up e down regulados.

Na comparacéo do grupo que recebeu a DNC (G1) com o grupo que recebeu a carnosina
associada com a DNC (G2) foram observados 2 genes com expressao aumentada e um gene
com expressdo reduzida sendo que, com a posterior analise pelo String, mostram-se as vias
mais fortemente enriquecidas “Angiogénese, via RAS, ativacdo de células T, via de sinalizacdo
de FGF, via de sinalizacao de apoptose e via de sinalizacdo de receptor EGFT cell activation,

angiogenesis” que encontram-se representadas na Figura 8.
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Figura 8. Representacdo das redes de interacdo proteina-proteina geradas no String dos grupos
G1 (DNC+DMH) x G2 (DNC+DMH+CAR) e os termos enriquecidos pelo cluster. A- Redes de
interacdo proteina-proteina geradas no String pelos genes diferencialmente expressos up e down
regulados. B-Grafico de barras representa os termos enriquecidos no Panther pelos genes up e down
regulados

E por fim, na comparacdo do grupo que recebeu a DHC (G3) com o grupo que recebeu
a carnosina associada com a DHC (G4), foram observados 3 genes com expressao aumentada
e 2 genes com expressdo reduzida e, apOs andlise no String, as vias mais fortemente
enriquecidas foram: “vias de sinalizacdo VEGF, vias RAS, ativacdo de célula B, via de
sinalizacdo de endotelina, ativacao de célula T, via de sinalizacdo de interleucina, via de
sinalizacdo FGF, via de sinalizacdo de receptor EGF, via de sinalizacdo de PDGF,
angiogénese, via de sinalizacdo de integrina, via de sinalizacdo de inflamagdo por
quimiocinas e citocinas, via PI3Kinase, via de sinalizacdo de apoptose, mapa de sinalizagéo

CCKR” que estdo representadas na Figura 9.
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Figura 9. Representacdo das redes de interacdo proteina-proteina geradas no String dos grupos
G3 (DH+DMH) x G4 (DHC+DMH+CAR) e os termos enriquecidos pelo cluster. A- Redes de
interacdo proteina-proteina geradas no String pelos genes diferencialmente expressos up e down
regulados. B-Gréfico de barras representa os termos enriquecidos no Panther pelos genes up e down
regulados

Com base nesses resultados, identificamos o cluster de proteinas com vias fortemente
alteradas sendo elas “angiogénese, via RAS, ativacdo de células T e via de sinalizacéo de
apoptose”’.

4.8 Andlises in silico dos genes diferencialmente expressos na iniciacdo da carcinogénese
de colon retal entre modelo de murinos e amostras humanas

Para fornecer mais informagdes sobre o papel da DHC no modelo de carcinogénese
colorretal, foram comparados os dados obtidos no estudo realizado dos grupos G1 x G3 com
dados de pacientes com cancer colorretal e obteve-se o Clustergrama gerado pelo Enrichr.
Foram identificamos genes comumente expressos com diferentes expressdes, foram eles
“AKT3, TGFBI1, TCF7L2, MYC e AXIN”, mostrados na Figura 10, a analise com maiores
detalhes pode ser visualizada no material.suplementar 1.
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Figura 10. Anélises in silico dos genes diferencialmente expressos contidos no cluster da anélise
G1 x G3. A- Clustergrama gerado pelo Enrichr pelos genes diferencialmente expressos contidos no
cluster da analise G1 x G3. Seta preta indica o termo ‘Cancer de colon retal” enriquecido. As células
vermelhas indicam os genes associados a cada termo. Foi demonstrado o termo enriquecido com o p-
valor < 0.05 (Top 10). B- Imuno-histoquimica de amostras de colon normal e de cancer cdlon retal dos
genes que enriqueceram o termo de ‘Cancer de colon retal’ contidos no banco de dados The Human
Protein Atlas (https://proteinatlas.org/).

Para fornecer mais informac@es sobre o papel da CAR associadaa DNC e insultos DMH
no modelo de carcinogénese colorretal, foram comparados os dados obtidos no estudo realizado
dos grupos G1 x G2 com dados de pacientes com cancer colorretal e obteve-se o Clustergrama
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gerado pelo Enrichr. Foram identificamos genes comumente expressos com diferentes
expressoes, foram eles “AKT3 e Birc5”, mostrados na Figura 11 e no material suplementar 1.
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Figura 11. Andlises in silico dos genes diferencialmente expressos contidos no cluster da analise
G1 x G2. A- Clustergrama gerado pelo Enrichr pelos genes diferencialmente expressos contidos no
cluster da analise G1 x G2. Seta preta indica o termo ‘Cancer de colon retal” enriquecido. As células
vermelhas indicam os genes associados a cada termo. Foi demonstrado o termo enriquecido com o p-
valor < 0.05 (Top 10). B- Imuno-histoquimica de amostras de c6lon normal e de cancer célon retal dos
genes que enriqueceram o termo de ‘Cancer de célon retal’ contidos no banco de dados The Human
Protein Atlas (https://proteinatlas.org/).

Finalmente, para obter maiores informacGes sobre o papel da CAR associada a DHC e
insultos DMH no modelo de carcinogénese colorretal, foram comparados os dados obtidos no
estudo realizado dos grupos G3 x G4 com dados de pacientes com céancer colorretal e obteve-
se 0 Clustergrama gerado pelo Enrichr. Foram identificamos genes comumente expressos com
diferentes expressoes, foram eles “PIK3CA, MAPK1 e Araf”, mostrados na figura 12 e no
material suplementar 1.
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Figura 12. Analises in silico dos genes diferencialmente expressos contidos no cluster da analise
G3 x G4. A- Clustergrama gerado pelo Enrichr pelos genes diferencialmente expressos contidos no
cluster da analise G3 x G4. Seta preta indica o termo ‘Cancer de colon retal” enriquecido. As células
vermelhas indicam os genes associados a cada termo. Foi demonstrado o termo enriquecido com o p-
valor < 0.05 (Top 10). B- Imuno-histoquimica de amostras de colon normal e de cancer colon retal dos
genes que enriqueceram o termo de ‘Cancer de c6lon retal’ contidos no banco de dados The Human

Protein Atlas (https://proteinatlas.org/).

5. Discussao
O uso de dietas hipercaloricas em modelos de roedores é cada vez mais empregado para

mimetizar a condicdo de obesidade e sindrome metabdlica materna e suas consequéncias para
a descendéncia. Para melhor avaliacdo da patogénese dessas doencas, 0s modelos animais vém
empregando diferentes tipos de dietas com consumo materno de alta ingest&o caldrica durante

a gestacdo e/ou lactagdo. Nesse trabalho, o diferencial é o uso da DHC nas fases de pré-
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concepcao e pds-concepcdo materna e fase juvenil da prole, avaliando sua atividade associada
a exposicdo ao carcinégeno DMH, o mais utilizado para inducdo experimental de carcinogénese
colorretal. As analises se deram em aspectos histopatoldgico, bioquimicos e moleculares.

Os resultados observados na Tabela 2, mostram que a fémeas que receberam (DHC) no
periodo de pré, pos-concepcao e lactacdo ndo tiveram alterac6es na evolucdo de peso corpdreo
e no ganho de peso, quando comparado ao grupo de fémeas que recebeu a dieta (DNC) no
periodo avaliado, corroborando com dados da literatura (Franco et al., 2009). No entanto,
observou-se uma diminui¢cdo do consumo de DHC nas fases de pré, pds concepcéo e lactacao
quando comparado com o grupo que recebeu a DNC. Esta resposta fisioldgica pode ter ocorrido
devido ao aumento da densidade calérica dos animais, ja que ratos ingerem uma quantidade
constantes de calorias mesmo no regime ad libitum (Rasmussen, 1992; Llopis et al., 2014).
Quando avaliada a prole, observou-se um aumento de ganho de peso nos animais tanto de G2
quanto de G4 no DPN 32, grupos os quais receberam a CAR como tratamento, possivelmente
0 ganho de peso esta associado ao efeito protetor da carnosina relacionado a minimizacéo do
efeito danoso causado pela administracdo de DMH, acarretando a reducgdo de peso corpdreo.
Além do mais, observou-se alteracdo de peso hepatico relativo e absoluto na prole que ingeriu
CAR, podendo ser explicado pela acdo da CAR em protecdo hepatica aos efeitos tdxicos das
administracdes de DMH.

Em nosso estudo, mostrou-se o aumento de triglicérides e colesterol na prole de fémeas
cujas as maes receberam DHC (G3) quando comparado com o grupo que recebeu a DNC (G1).
No entanto, quando avaliados os grupos que receberam a DHC (G3) e (G4), nota-se a
diminuicdo de colesterol e triglicerideos na presenca da CAR (G4). Esses achados na prole (F1)
foram também observados em outros estudos de ingestdo materna de DHC (Lima et al., 2018;
Silva et al, 2019). O aumento de lipideos no sangue ap6s o consumo de alimentos é um
processo fisiolégico normal do sistema digestivo e do sistema de transporte de lipideos
(Zhukova et al. 2014). A concentracédo de colesterol no sangue depende da alimentacdo e da
atividade de sua formacao a partir de lipoproteinas e da eficiéncia da captura dos mesmos pelos
seus receptores. Portanto, o acumulo de colesterol no sangue se da pelo blogueio da endocitose
mediada pelo receptor de colesterol na inibicdo da hidrolise do triglicerideo contido no

colesterol (Titov, 2001; Zhukova et al. 2014). A principal fungdo do colesterol é a transferéncia
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de acido graxo poli-insaturado para as células na forma de ésteres apolares de colesterol. O
bloqueio da captura de colesterol pelas células resulta em acimulo de lipideos ricos em &cidos
graxos no sangue (Zhukova et al. 2014). Alguns estudos avaliaram a associa¢do (DHC+DMH)
e observaram que houve um aumento da concentracdo de sais biliares no limem do colon,
estimulando hiperproliferacdo celular, além de iniciar o estresse da membrana celular
ocasionado pelo aumento de colesterol, afetando a integridade das mesmas (Kamaleeswari et
al, 2006; Karthik, 2010; Sangeetha et al, 2010;). Adicionalmente ao aumento de colesterol
devido a ingestdo da DHC, ocorre uma elevada sintese do mesmo no figado, devido a atividade
da enzima 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase aumentada, participadora na modulacao
do crescimento celular, sinalizagdo celular e inibic&o de apoptose, fatores contribuintes para a
carcinogénese colorretal (Cooper at al., 1978; Mo et al, 2004). Esses achados levam a pensar
numa predisposicao da F1 a obesidade e doencas metabdlicas na vida adulta. A CAR pode atuar
atenuando o mecanismo de estresse oxidativo na mucosa colonica, e potencialmente no figado,
devido a regularizacdo dos niveis de colesterol e triglicerideos de animais alimentados DHC.
Observou-se ainda uma reducdo das alturas de criptas na prole de fémeas que ingeriram
a dieta hipercal6rica (G3) comparada ao grupo que recebeu a DNC (G1) e um aumento das
alturas de criptas no grupo que recebeu tratamento de CAR associada a DHC (G4) comparada
ao grupo que recebeu DHC (G3). Muitos estudos sugerem que a ingestdo de DHC rica em
lipideos altera a progressdo do céancer colorretal, mesmo que os animais ainda ndo tenham
alcancado o nivel de obesidade (Shulz et al., 2014). Poucos estudos descrevem as potenciais
alteracdes no epitelio intestinal de roedores alimentados com DHC (Xie et al., 2020). Pode-se
observar em estudos recentes que murinos que ingeriram a dieta hipercaldrica apresentaram
aumento de profundidade de criptas (Beyaz et al., 2016) e a diminuig&o das criptas na ingestdo
de DHC, sendo controversamente descrita na literatura (Baldassano et al., 2013; Mao et al.,
2013; Xie et al., 2020). As diferencas encontradas podem ocorrer devido as varidveis de cada
estudo como idade dos animais, tempo de exposi¢cdo e até mesmo a composicdo da dieta
empregada (Marques et al, 2015). Quando o alimento é ingerido, 0 seu primeiro contato é o
trato intestinal e seu desbalanco homeostatico pode resultar em uma cadeia de eventos, além

do aparecimento de diversas doenca, incluindo o cancer (Xie et al., 2020).
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Quando comparados 0s grupos que receberam o carcinégeno com a ingestdo da DNC,
(G1) e DHC (G3) observou-se 4 genes regulados negativamente: Bmp2, Casp3, c- FOS e Tcf712
e 14 genes regulados positivamente: Akt3, Braf, Wifl, Axinl, CCne, Dcc, Dlcl, Figf, Gjal,
Hmox, Loc100360342, Tgfbl, Msh2. Apds a o enriquecimento de vias com esses genes
desregulados, observa-se o gene Akt3 upregulado quando comparado aos bancos de dados CCR
humanos, 0s quais nos mostram o gene AKt3 com expressao média e 0 mesmo gene com baixa
expressdo na presenca de CCR humano. A Akt é uma serina/treonina quinase conhecida como
PKB (proteina quinase B) e é esta diretamente relacionada a progressdo do CCR, estudos
demonstram que a via AKT controla a sobrevivéncia celular, metastase, angiogénese e
recrutamento de fatores inflamat6rios no ambiente tumoral (Sasaki et al., 2013; Tu et al., 2016;
Zhu et al., 2016; Liu et al., 2019; Jiang et al., 2020). Essa via PI3K/Akt foi encontrada mutada
nos tumores colorretais em 10-20% dos casos, podendo ser ativada por varios estimulos, como:
fatores de crescimento peptidicos, citocinas, hormonios, estresse oxidativo (EO) (Kim e Choi,
2010; Lech et al., 2016; Stefani et al., 2021).

O AKT3 é um membro da familia AKT que esta relacionado diretamente aos processos
de crescimento celular, apoptose, proliferagéo celular, transcri¢cdo e migracao celular (Nakatani
et al, 1999; Ma et al, 2020; Buikhuisen et al, 2021). Adicionalmente, AKT3 apresenta papel
pré-tumoral devido sua participacdo ativa na via de sinalizacdo PI3K/AKT em CCR (Agarwal
et al., 2013; Ma et al, 2020) AKT3 ainda foi encontrado altamente expresso em modelos
animais e humanos de CCR, sua relacdo com malignizacdo e mau progndstico desse tipo de
cancer € descrito na literatura (Li et al, 2020; Ma et al, 2020; Buikhuisen et al, 2021). Outro
gene que teve sua expressdo aumentada no enriquecimento funcional foi o TGFB1 que ndo tem
sua expressao detectada na mucosa de coldn e reto normais e apresenta uma expressao baixa
no CCR humano. TGFB-1 tem relagdo com crescimento, diferenciacdo ou migracao celular e
regulacdo da via apoptdtica, além de estar associado a reacdo inflamatéria em diversas
patologias (Hata e Chen, 2016; Zhao et al., 2018; Wodzinski et al., 2022). No modelo de CCR,
quando TGFBL1 esta em condicdes fisioldgicas, age como um supressor tumoral e ativador do
processo de apoptose (Zhao et al.,, 2019; Wodzinski et al.,, 2022). TGFB1 mostra-se
superexpresso em diversos tipos de canceres, além de trazer uma piora no tratamento do modelo

de CCR e promover a transicgdo epitélio-mesenquimal levando a formacéo de metéstase (Parada
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etal., 2013; Liu et al., 2014; Zhao et al., 2018; Zhao et al., 2019; Wodzinski et al., 2022; Heck
et al., 2023) O gene discutido pode estar superexpresso no estudo realizado devido ao insulto
de DMH e iniciacgdo de carcinogénese colorretal, corroborando com a literatura que mostra o
aumento da sua expressdo em pacientes com estagios iniciais de CCR, os quais ndo apresentam
infiltracdo linfocitaria e nem de vasos sanguineos (Wodzinski et al., 2022). Por ultimo, ainda
nessa comparagéo (G1xG3), observa-se o0 gene TCF7L2 com a expresséo reduzida, encontrado
nos bancos de dados com expressdo alta em célon normal e alta/média em CCR humanos. O
fator de transcricdo TCF7L2 codifica TCF4, importante para a homeostase do tecido intestinal
pois relaciona-se a via Wnt/ B-Catenina e atua como supressor de invasdo celular, além do mais,
a sua expressdo diminuida esta atrelada ao aumento da malignidade de CCR (Wenzel et al.,
2020; Cui et al., 2021). Em estudos recentes, os quais apresentam o silenciamento do gene
TCF7L2, apresentam como consequéncia alteracGes estruturais e funcionais que promovem a
migracdo e invasdo celular em CCR humano (Brown et al., 2020). Com o uso da DHC,
encontra-se 0 TCF7L2 com expressdo reduzida, em concordancia com os dados obtidos no
estudo de Geoghegan e colaboradores em 2019. A expresséo alterada de TCF7L2 pode ocorrer
devido ao insulto de DMH levando a iniciagdo da carcinogénese colorretal, juntamente com a
ingestdo de DHC.

Quando foram comparados 0s grupos que receberam a DMH associada a ingestdo da
DNC (G1) com o grupo de mesma dieta e que foram tratados com a carnosina (G2) notou-se
na mucosa colénica um Unico gene regulado negativamente, o Birc5 e 2 genes regulados
positivamente, Akt3 e MAPK10. Seguidas as analises de enriquecimento funcional dos mesmos
grupos G1xG2, alem da alta expressdo de Akt3, evidenciada na comparacéo de G1xG3, ocorreu
uma alteracdo de Birc 5, o qual apresentou uma baixa expressdo, observagdo comum quando
ndo ha ocorréncia de CCR. No entanto, quando hd o CCR, esse gene (Birc5) apresenta-se com
média expressdo encontrada nos bancos de dados humanos analisados. Birc-5, codifica a
proteina survivina, bastante expressa em tecidos fetais em proliferacdo e com apresenta-se com
baixa expressédo em tecidos diferenciados na fase adulta do individuo (Garcia et al., 2016;
Steigerwald et al, 2018). Adicionalmente, Birc-5 apresenta funcdo de inibicdo apoptotica,
regulacdo mitdtica e ativa a via de NF-xB (via inflamatdria), gerando a invasdo de células

tumorais e metastase em diferentes tipos de canceres (Mehrotra et al, 2010 Krieg et al, 2013;
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Tong et al., 2021). Estudos mostram que a survivina apresenta expressao elevada e é um

marcador para mau prognéstico em modelos de CCR (Steigerwald et al, 2018; Xu et al, 2021).

A CAR pode atenuar a expressdo de Birc 5, com um possivel efeito protetor na mucosa col6nica

contra o insulto de DMH na mucosa col6nica, podendo estar associado a reducdo do processo
inflamatorio.

Na comparacédo dos grupos com ingestdo de DHC e exposi¢cdo a DMH (G3) com o grupo
da mesma dieta e tratados com a carnosina (G4) foram detectados na mucosa colonica apenas
2 genes regulados negativamente: Gjal e Nos2 e 3 genes regulados positivamente: Araf,
MAPKZ1, Pik3ca. Porém, quando realizados os enriquecimentos de vias desses genes em bancos
de dados de CCR humanos, a CAR associada a DHC em animais submetidos ao insulto de
DMH néo apresentou alteracdes relevantes na expressao dos genes quando comparadas em
amostras de colon normal e de CCR.

A compreensao do mecanismo de atuacdo da carnosina em vias moleculares especificas
€ um caminho promissor para o desenvolvimento de novas drogas com efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios para doengas relacionadas ao dano celular advindo do estresse oxidativo. No
entanto, novos estudos sdo necessarios para estabelecer a completa elucidagdo da carnosina
associada a dieta hipercaldrica e entender o seu mecanismo no desenvolvimento de lesbes

precursoras e do proprio CCR.

6. Concluséo

Os resultados deste estudo, permitem concluir que a dieta hipercalérica materna e de
inicio da vida causa alteracdes na altura das criptas intestinais, perfil bioquimico de expressao
génica da mucosa coldnica ap6s insulto agudo de DMH. No entanto, o tratamento da prole de
fémeas com a carnosina contribuiu para reducdo de respostas da predisposicdo a obesidade e
doencas metabdlicas. O papel protetor da carnosina esté relacionado a resposta antioxidante e
diminuigdo de vias inflamatodrias, reduzindo os efeitos citotoxicos de DMH. No entanto, novos
estudos sao necessarios para avaliar o papel protetor da carnosina sobre o desenvolvimento de

lesOes pré e neopléasicas induzidas pela DMH.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de aprovacdo pela Comissdo de ética em Experimentacdo
Animal
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Tabela Suplementar 1. Lista de genes selecionados no cartdo Tagman Low Density Array (TLDA).

Unigene Simbolo Descricao

01 Rn.91450 Gapdh encodes a member of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase protein family

02 Rn.A7 Hprtl catalyzes the conversion of IMP a[;c:is;zzolsz?s;istgh:\goxanthine and 5-phospho-alpha-

03 Rn.3692 Gusb catalyzes the conversion of a beta-D-glucuronoside and H20 to an alcohol and D-

glucuronate
04 RN.94978 Actb mRNA expression increases following axon injury; may play a role in acceleration of
axonal outgrowth

05 Rn.11422 Aktl inhibits JUN kinase activation and mediates inhibition of apoptosis

06 Rn.2592 Mapk3 kinase involved in intracellular signalling; component of Mapk signalling pathway

07 Rn.34914 Mapk1 kinase involved in intracellular signaling; component of Mapk signaling pathway

08 Rn.54443 Tp53 regulates cell cycle arrest, apoptosis, senescence and DNA repair

09 Rn.9996 Bcl2 an anti-apoptotic protein; involved in inhibiting cell death in many different cell types

10 RN.10562 Casp3 apoptotic protease that may play a rc:)l(reoi:eztsegsdeath regulation and other apoptotic

11 Rn.10668 Bax Bcl2-related gene; involved in the regulation of apoptotic cell death

12 Rn.202944 Gstm1 enzyme with scavenger function; able to neutralize harmful metabolites

13 Rn.10426 Gsk3b mediates Par6-atypical protein kinase C (aPKC) complex regulation; may induce apoptosis

14 Rn.112601 Ctnbb1l involved in mediating the interaction between cadherins and the actin cytoskeleton

15 Rn.93714 Jun transcription factor; acts as a protooncogene

16 Rn.22279 Ccndl regulatory subunit of CDK4 or CDK6; regulation of the G1/S transition of the cell cycle

17 Rn.24554 Kras oncogene and member of the small GTPase superfamily

18 Rn.6059 Sod 1 conversion of superoxide to molecular oxygen; involved in response to oxidative stress

19 Rn.87066 Akt2 may be involved in phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) mediated signaling

20 Rn.40136 Tgfbl binds the TGFbeta receptor; plays a role in regulation of cell growth and proliferation

21 Rn.2755 Smad2 transcriptional mediator for both activin and TGF-beta

22 Rn.88057 Apc binds microtubules; may play a role in the regulation of cell polarity

23 Rn.33262 Rafl acts as a mitogenic protein kinase; mutant forms may play a role in transformation

24 RNn.9774 Smad4 transduces signal from TGF-beta; deletion of is associated with pancreatic carcinomas

25 Rn.10666 Dcc Deleted in colorectal cancer; play dual roles as receptor e other signaling pathways

26 Rn.228611 Lefl Enhancer binding factor has 98% amino acid homology with mouse Lef-1

27 Rn.233802 Mki67 Marker of cell proliferation Ki-67

28 Rn.91239 Xiap involved in directly inhibiting key apoptotic proteases, caspase 3 and 7

29 Rn.1303 Cdh1 cell-cell adhesion molecule; may play a role in axonal growth and synase formation

30 Rn.3174 Msh2 mismatch repair protein

31 Rn.103750 Fos an immediate early gene encoding a nuclear protein involved in signal transduction

32 Rn. 107401 Rhoa regarded as a promin.ent regulatpry factor in other functi.ons such as the regulati(?n of
cytoskeletal dynamics, transcription, cell cycle progression and cell transformation

| e | e e o "

3 Rn.4090 Mapks involved in a wide vatrrlza\g:rii’:;l)l:I:;g[;)lj;ct?;:easns;ju;f;:eslg;cr:lqlzrta'\tlon, differentiation,

35 RN.29157 Racl regulator of many cellular processes, including the cell cycle, cell-cell adhesion, motility

(through the actin network), and of epithelial differentiation
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36 Rn.10599 Pik3rl Phosphatidylinositol 3-kinase phosphoryla?tes the .|r?05|to| ring of phosphatidylinositol at
the 3-prime position
37 Rn.9954 Tgfbr2 receptor for TGF-beta; may play a role in lung maturation and response to hypoxia
38 Rn.10636 Smad3 transcription factor; important component of the TGF-beta signaling pathway
39 Rn.36696 Bad may be involved in induction of programmed cell death
40 Rn.24554 Kras oncogene and member of the small GTPase superfamily
binds the transforming growth factor-beta receptor; plays a role in regulation of cell
41 Rn.24539 Tgfb2 growth and proliferation; may be involved in mesenchymal-epithelial cell interactions
during development
42 Rn.5850 Map2k1 kinase that activates Mapk3 (Erk1) and Mapk1 (Erk2) kinases
43 Rn.32199 Casp9 plays a role in initiation and progression of apoptosis
2 Rn.7018 Tefb3 involved in epithelial and endothelial cell proliferation and differentiation during
development
45 RN.9910 Mapko Involved |r.1 a W|d§ vz?mety of cel!ulér processe.s such as growth, proliferation,
differentiation, transcription regulation, and development.
46 Rn.2202 Cycs a component of the electron transport chain in mitochondria, may function in apoptosis
47 Rn.205813 Braf human homolog is a serine/threonine kinase; mutation of gene is associated with human
cancers
48 Rn.20391 Mlh1 may be involved in DNA mismatch repair
29 RN.9911 Mapk10 involved |n. a W|de.va.r|ety of ceII.uIa?r processe.s such as growth, proliferation,
differentiation, transcription regulation, and development
50 Rn.44193 Pik3ca expression of the human homolog is associated ywth mgeased cell prollfer.atlon and
decreased apoptosis and may play a role in ovarian cancer progression
51 Rn.31781 Axind interacts with adenomatosis pqup05|s coli, catenlr.1 (cadherln-assoaated.proteln) beta 1,
glycogen synthase kinase 3 beta, protein phosphatase 2, and itself
52 Rn.105849 Tef712 is a transcription factor |nf|uenC|r.1g the transc.rlptlor? of several genes thereby exerting a
large variety of functions within the cell
53 Rn.44268 Pik3cb may play a role in hepatocyte proliferation and DNA replication
54 Rn.10506 AKt3 kinase that associates with both protein kmase(C subspecies and beta gamma subunits of
G proteins
The protein encoded by this gene has been shown to be involved in the regulation of cell
55 Rn.224576 Appll proliferation, and in the crosstalk between the adiponectin signalling and insulin
signalling pathways
56 Rn.1714 Araf proto-oncogene, serine/threonine kinase
. inhibits axis formation; acts as a negative regulator of the Wnt signaling pathway by
57 Rn.162212 Axin2 inducing GSK-3beta-dependent phosphorylation of beta-catenin
58 Rn.40174 Ralgds facilitates conversion of Ras-related GTPase
59 RN.2863 Rac2 regulate a diverse array of FeIIL.JIar events, mcIL.Jdm.g the contrgl of cell growth,
cytoskeletal reorganization, and the activation of protein kinases
60 RN.22497 Pik3r2 regulatory subunit of the enzyme ph.osphatldyllr?osnol 3-kinase; involved in cellular
signaling mechanisms
61 Rn.162551 Msh3 DNA mismatch repair protein
62 RN.11530 Pik3cd Phosphoinositide 3-kinases (PI3K5).phosphoryIate inositol lipids and are involved in the
immune response
63 Rn.88630 Cyct specific cytochrome ¢
64 Rn.44448 Pik3r3 regulatory subunit of phosphatildyllr.lomtol 3-k|n.ase, a mediator of various cellular
signaling mechanisms
65 Rn.47032 RSA-14-44 a member of the rho/ras family of small GTPases
66 RN.214730 Pik3rs play important roles in cell grovx./th, prollferatlon,.dlfferentlatlon, motility, survival and
intracellular trafficking
67 Rn.106335 Tef7 The encoded protein can bind an enhancer element and activate the CD3E gene,. and it
also may repress the CTNNB1 and TCF7L2 genes through a feedback mechanism
68 Rn.168155 Apc2 adenomatosis polyposis coli 2
69 Rn.67805 LOC100360342 may be involved in DNA mismatch repair
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70 Rn.78564 LOC100363502 may be involved in DNA mismatch repair
71 RN.45876 cox 2 It is involved in the conversion ofarachldo.nlc acid to prostaglandin H2, an important
precursor of prostacyclin and thromboxane A2
72 RN.92401 Cypdal arachidonic acid monooxygenase; catalyzes the hydro.xylatlon of omega-terminal carbon
of the arachidonic acid
73 Rn.11122 Gsttl subunit of the glutathione S-transferase
74 Rn.3160 Hmox 1 catalyzes the oxidative cleavage of heme to biliverdin
this protein functions as a xenobiotic transporter which may play a role in multi-drug
75 Rn.13131 Abcg2 resistance to chemotherapeutic agents including mitoxantrone and camptothecin
analogues.
76 Rn.214715 Nemo regulatory subunit of the | kappa B kinase complex, which phosphorylates and activates
NF kappa B
77 Rn.103750 c-Fos an immediate early gene encoding a nuclear protein involved in signal transduction
78 Rn.20059 Creb3I3 positive regulation of acute inflammatory response; positive regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter
79 RN.74256 wifl human homolog has decreased mRNA c.exp.re.ssmn in some pr.ostat.e cancers and other
cancers; may act as a secreted inhibitor of the Wnt signaling pathway
80 Rn.90931 Bmp2 involved in cellular signaling during limb development; induces bone formation
31 RN.2490 IL-15 human homolog is a cytokine {nvc>.lved in the r.egula.tlon of T and natural killer cell
activation and proliferation
82 Rn.15455 Ccnel a cyclin-like protein; may be involved in growth stimulation
83 Rn.13094 Ccna2 human homolog plays a role in regulation of DNA synthesis and of mitosis
84 RN.6743 Cenb2 Cyclin B2 also binds .to transform.lng growth factor beta Rl a.nd thus cyclin B2/cdc2 may
play a key role in transforming growth factor beta-mediated cell cycle control
85 Rn.24792 Fzd5 forms a receptor complex with Lpr6 that binds Wnt7A proteins
86 Rn.23638 ler3 mouse homolog plays a role in regulation of T cell proliferation
87 Rn.10400 iNoS cytokine-inducible enzmyme involved in nitric oxide (NO) production
88 RN.2275 TNF actsas a cytoklng; bmd; TNF receptor.s; plays. a role in regulation of cell proliferation,
induction of apoptosis, and inflammatory response
89 Rn.7255 Dlcl It is suggested that this gene is a candidate tumor suppressor gene for human liver
cancer, as well as for prostate, lung, colorectal, and breast cancers
90 RN.223002 wht member of a family of secretgd glycc.>pr.otems that pIaY a rolg in regulation of cell growth,
differentiation, and tumorigenesis
91 Rn.228916 Ffar2 may be involved in the inflammatory response and in regulating lipid plasma levels.
92 Rn.23483 Hdaca human homolog |.s a compf)nent of the DNA damagg respor?se. pathway and is also
involved in repression of muscle differentiation
93 Rn.10346 Gjal gap junction component; plays a role in cell-cell communication
94 RN.202944 Gstm1 multifunctional enzyme thought t.o have scaven.ger function; able to neutralize harmful
metabolites from foreign substances
95 Rn.1303 Cdh1 cell-cell adhesion molecule; may play a role in axonal growth and synase formation
Ppara nuclear steroid receptor; heterodimerizes with retinoid-X receptor (RXR), and binds to
96 Rn.9753 peroxisome proliferator response elements (PPREs) to initiate the transcriptional
regulation of target genes
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Tabela Suplementar 2. Redes de interacdo proteina-proteina geradas no String dos grupos G1

(DNC+DMH) x G3 (DHC+DMH)

Vias Panther

Fold Enrichment P value

Via Feedback p53

Via de sinalizacdo de interleucina
Ativacdo de célula T
Angiogénese

Via RAS

Via de sinalizacdo PGDF
Ativacéo de células B

Mapa de sinalizagdo CCKR
Via de sinalizacao de apoptose
Via de sinalizacdo de TGFB
Via p53

Via doenca de Huntington

Via do receptor de liberagdo do hormdnio
gonadotrofina

Via de sinalizacdo WMT

67.88
55.78
42.32
34.46
33.78
33.31
33.31
30.17
26.85
23.75
23.28

21.29

15.44

12.53

1.31E-05
8.24E-07
5.10E-05
2.90E-07
1.66E-03
6.01E-06
1.71E-03
8.80E-06
1.9E-04

3.28E-03
3.40E-03

3.71E-04

9.30E-04

1.68E-03
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Tabela Suplementar 3. Redes de interacdo proteina-proteina geradas no String dos G1

(DNC+DMH) com G2 (DNC+DMH+CAR).

Vias Panther Fold Enrichment P value

Via RAS >100 3.38E-05
Ativacéo de células T >100 4.80 E-05
Angiogénese >100 5.43E-07
Via de sinalizacao de FGF >100 1.01E-04
Via de sinalizacao de apoptose >100 1.18E-04
Via de sinalizagéo de receptor EGF >100 1.23E-04
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Tabela Suplementar 4. Redes de interacdo proteina-proteina geradas no String dos G3

(DH+DMH) com G4 (DHC+DMH+CAR).

Vias Panther Fold P value
Enrichment

Via de sinalizacdo de VEGF >100 3.39E-07
Via RAS >100 3.85E-07
Ativacdo de células B >100 4.01E-07
Via P13Kinase >100 6.81E-05
Via de sinalizagéo de endotelina >100 6.28E-07
Ativacdo de células T >100 6.50E-07
Via de sinalizacdo de interleucina >100 6.73E-07
Via de sinalizacdo de FGF >100 1.97E-06
Via de sinalizacéo de receptor EGF 94.53 2.64E-06
Via de sinalizagcdo PDGF 89.94 3.06E-06
Angiogénese 74.43 5.35E-06
Via de sinalizacdo de integrina 69.63 6.52E-06
Via de sinalizacdo de apoptose 64.43 3.89E-04
Mapa de sinalizagdo de CCKR 54.30 5.45E-04
Via de sinalizacao de inflamacdo mediada por 52.86 1.47E-05

quimiocinas e ciotcinas
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Material Suplementar 1

BioPlanet 2019 G1xG3 Table
Term Overlap  P-value Adjusted P-value  Old Pvalue  Old Adjusted P-value  Odds Ratio Combined Score Genes
47.908.653.846.153.800  22.929.506.046.166.700 TCF7L2;TGFB1;MSH2;DCC;MYC;CASP3;AKT3;AXIN1;BRAF;FOS

Colorectal cancer 10/62 1,64E-05 6,04E-05 o o
Pathways in cancer 12/325 4,71E-03 8,69E-01 o 0 12.568.051.118.210.800 5.014.312.721.893.960 TCF7L2;FIGF;BMP2;TGFB1;MSH2;DCC;MYC;CASP3;AKT3;AXIN1;BRAF;FOS
Endometrial cancer 5/52 8,14E+05 1,00E+08 o o 1.631.342.062.193.120 3.414.192.024.492.010 TCF7L2;MYC;AKT3;AXIN1;BRAF
AP-1 transcription factor network 5/70 3,76E+07 3,46E+08 0 0 11785.207.100.591.700  2.286.345.397.628.030 TCF7L2;GIALTGFBLMYC;
Wt signaling pathway 6/231 3,68E+07 2,71E+10 0 0 43.904.444.444.444.400  7.515.780.213.285.210 TCF7L2;GIALWIFLMYGAKT3;AXINL
Presenilin action in Notch and Wnt signaling 4/a8 8726407 5,36E+09 0 0 12.946.753.246.753.200 21.045.744.504.430.800 WIFLMYCAXINL;FOS
Acute myeloid leukemia /57 1,76E+09 9,28E+08 0 0 10.743.396.226.415.000  1.670.875.747.560.450 TCF7LZ;MYCAKT3;BRAF
MAPK signaling pathway 6/314 2,26E+08 1,08E+11 0 0 3.193831168.831.160 48.872.951.943.372.400 TGFBL;MYC;CASP3;AKT3;BRAF;FOS
Pancreatic cancer 4/70 4,06E+08 1,50E+11 o o 8.621.645.021.645.020  12.689.148.950.937.700 FIGF;TGFB1;AKT3;BRAF
Renal cell carcinoma 4/70 4,06E+08 1,50E+11 o o 8.621.645.021.645.020  12.689.148.950.937.700 FIGF;TGFB1;AKT3;BRAF
Chronic myeloid leukemia 473 4,81E+08 161E+11 0 0 8245.548.654.244.300 11.995.594.185.011.400 TGFB1;MYC;AKT3;BRAF
Signal transduction 8/1020 1,23E+09 3,79E+10 o 0 14.996.047.430.830.000 2.040.427.123.500.220 FIGF;BMP2;MYC;DLC1;CASP3;AKT3;AXIN1;BRAF
Thyroid cancer 29/mar 2,20E+09 6,26E+10 o o 1.535.076.923.076.920  19.994.797.825.786.900 TCF7L2;MYC;BRAF
Inactivation of GSK3 by Akt causes of b in alveolar 30/mar  2,45E409 6,45E+10 0 0 1478148.148.148.140  1.909.837.643.971.430 GIALWIFLAXIN
ALKin cardiac myocytes 3/37 4,67E+09 1,156+11 0 0 11734.117.647.058.800  1.440.400.463.498.290 BMP2;TGFBLAXINL
Bladder cancer 3/42 6,87E+09 1,59E+12 o 0 10.227.179.487.179.400 12.157.859.347.640.500 FIGF;MYC;BRAF
Wt interactions in lipid metabolism and immune response 3/45 8,48E+09 1,84E+12 0 0 9.495.238.095.238.090  1.108.810.988.296.510 GIALMYCFOS
Integrated breast cancer pathway 4152 9,03E+09 1,856+12 0 0 3.828957.528.957.520  4.447.270.561.680.820 MSH2;MYC;CASP3;BRAF
Basal cell carcinoma 3/55 1,56E+11 3,03E+11 o o 7.665.384.615.384.610 8.484.517.283.201.250 TCF7L2;BMP2;AXIN1
TGF-beta signaling pathway 4185 1,96E+11 3,56E+11 0 0 31256511444.356.700  338.830.792.828.952 TGFBLMYGAXINLFOS
RAGE pathway 3/60 2,03E+10 3,56E+11 0 0 6.991228070.175.430  7.554.516.971.108.670 GIALTGFBLCASP3
TSP1-induced apoptosis in microvascular endothelial cell Offfev  2,14E+11 3,58E+11 0 0 4.161666.666.666.660  4.475.619.360.309.710 CASP3;FOS
Thyroid-stimulating hormone signaling pathway 3/66 2,70E+11 4,30E+12 0 0 63.234.920634.920600  6.651.353.765.325.990 MYG;BRAF;FOS
Telomerase regulation 3/67 2,83E+11 4,35E+11 0 0 6224375  6.518.934.130.016.390 TGFBLMYGFOS
Antigen-activated B-cell receptor generation of second messengers a/211 3,28E+11 4,84E+12 0 0 27.294.685.990.338.100 28.181.450.456.995.600 MYC;AKT3;BRAF;FOS
DCC role in regulating apoptosis 10/fev 343410 4,86E+11 0 0 31209375  3.208.634.562.990.340 DCC;CASP3
Prolactin activation of MAPK signaling 3/75 3,97E+10 5,426+11 0 0 5.530555.555.555.550  5.604.917.293.042.830 MYC;CASP3;FOS
MAP kinase signaling pathway 3/81 5,00E+10 6,59E+11 0 0 5103.589.743.589.740 50.545.544.613.076.700
ATM-dependent DNA damage response 3/82 5,18E+11 6,60E+11 0 0 503873417.721519  4.971.825.388.851.600
Differentiation pathway in PC12 cells 3/84 5,57E+11 6,66E+10 0 0 49.138.271.604.938.200 48.131.696.276.768.400
Apoptosis 4/242 5,60E+11 6,66E+10 o 0 23.702.280.912.364.900 232.052.875.612.836
TGF-beta regulation of skeletal system development 3/85 5,77E+09 6,66E+10 0 0 4.853658.536.585.360 47.370.663.862.607.200
Prostate cancer 3/89 6,62E+10 7,41E+11 o 0 46.269.767.441.860.400 44.522.910.194.588.900
T cell receptor/Ras pathway 1ffev  692E+10 7,516+11 0 0 20.802.083.333.333.300 19.926.161.300.549.100
BDNF signaling pathway 4261 7,516+10 7,926+11 0 0 21.928.849.360.755.900 20.825.510.312.192.400
ERBB signaling pathway 3/94 7,796+10 7,99E+11 0 0 43.716.483.516.483.500 41.353.492.700.023.400 MYC
Interleukin-4 regulation of apoptosis 4267 8,20E+10 8,18E+11 0 0 21.422.053.231.939.100 20.155.575.304.011.400 BMP2;MYC;CASP3;FOS
Wt signaling pathway and pluripotency 3/98 8,82E+10 8,20E+11 0 0 4.186.736.842.105.260  3.908.478.036.191.730 TCF7L2MYCAXINL
Granule cell survival pathway 3/99 9,10E+10 8,20E+11 0 0 4.142.916.666.666.660 38.550.548.704.840.700 CASP3;AKT3;FOS
Senescence and autophagy 3/99 9,10E+10 8,20E+11 0 0 4.142.916.666.666.660 38.550.548.704.840.700 BMP2;TGFBL;BRAF
8 cell survival pathway 16/fev  9,11E+09 8,20E+11 0 0 17.828571428.571.400 16.586.557.887.027.400 CASP3;FOS
Cadi d DNA and in 17/fev 1,03E+12 9,04E+11 o 0 16.639.166.666.666.600 15.272.636.618.368.000 MYC;FOS
Chagas disease 3/104 1,056+12 9,04E+11 0 0 3.936831683.168310  3.605.622.011.335.200 TGFBLAKT3;FOS
mTOR signaling pathway 3/113 1,356+11 0,001129678 0 0 3.613.090.909.090.900  3.220.141.715.616.050 FIGF;AKT3;BRAF
Interleukin-3 regulation of hematopoietic cells 20/fev 1,44E412 0,001154833 0 0 13.863.888.888.888.800  1.226.393.330.101.250 TGFBL;FOS
Estrogen receptor signaling pathway 20/fev 1,44E412 0,001154833 0 0 13.863.888.888.888.800  1.226.393.330.101.250 BRAF;FOS
Oxidative stress-induced gene expression via Nrf2 2ffev 1,59E+11 0,001248572 0 0 13.133.552631.578.900 11.487.135.280.506.400 HMOXLFOS
Interleukin-11 pathway 23ffev 1,91E+10 0,001471326 0 0 11.881.547.619.047.600 10.172.014.676.113.400 TGFBLFOS
PDGFB signaling pathway 3/129 1,99E+11 0,001500671 0 0 3.151.746.031.746.030  2.685.545.798.603.360
Inhibition of cellular proliferation by Gleevec 2ffev 2,09E+12 0,00154006 0 0 1134.090.909.090.900  9.611.089.042.220.100
C-Myc pathway 25/fev 227411 0,001608737 0 0 10.847.282.608.695.600  910.288.628.412.586
Corticotropin releasing hormone pathway 25/fev  2,27E+11 0,001608737 0 0 10.847.282.608.695.600  910.288.628.412.586
Segmentation clock 26/fev 2,45E+12 0,001709005 o 0 10.394.791.666.666.600 8.640.513.121.915.720
EGF/EGFR signaling pathway 3/141 2,59E+11 0,001715287 0 0 28.759.420.289.855.000  2.375.161.494.281.870
Proteins and DNA sequences in cardicac structures 2ffev 2,65E+11 0,001715287 0 0 99.785  821.821.281.893.882
CTCF pathway 2ffev 2,65E+11 0,001715287 0 0 99785  821821.281.893.882
Oxidative stress 27/fev 2,65E+11 0,001715287 o o 99.785 821.821.281.893.882
Multi-step regulation of transcription by PITX2 28ffev  2,85E+11 0,001814417 0 0 950.423.076923.077  7.831.141.815.068.870
Serotonin HTR1 group and FOS pathway 2/32 3,73E+11 0,002335489 0 0 8313333333333330  6.561.542.143.574.870
Syndecan 2 pathway 2/33 3,97E+11 0,002443428 0 0 804.475.806.451613  6.299.693.586.370.830
MAPK/TRK pathway 2/34 4,22E+11 0,0024712 o o 779.296.875 6.055.692.748.599.660
N-cadherin signaling events 2/34 4226411 0,0024712 0 0 779.296.875  6.055.692.748.599.660
EGF receptor by GPCRs in cardiac 2/34 4,226411 0,0024712 0 0 779.296.875  6.055.692.748.599.660
Integrated cancer pathway 2135 4,47E+11 0,002578643 0 0 7.556.439.393.939.390  5.827.832.554.136.840 MSH2;CASP3
FRA pathway 2/37 5,00E+11 0,002838915 0 0 7.123928571.428570  541.471469.858.816 GIALHMOX1
Signal transduction through IL-1R 2/38 5,28E+11 0,002949658 0 0 6.925.694.444.444.440  5.226.965.599.068.790 TGFBLFOS
FOXM1 transcription factor network 2/a1 6,14E+11 0,003383806 0 0 63.919.871.794.871.700  4.726.783.914.538.250
Cell differentiation by G alpha (i/o) pathway inferred from mouse Neuro2A model 2/43 6,76E+11 0,003667606 0 0 60.795.731.707.317.000  4.437.787.597.089.310
Interleukin-12/STAT4 pathway 2045 7,40E+10 0,00390192 0 0 5.796.220930232.550 41.782.568.323.656.500
Interleukin-3 signaling pathway 2/45 7,40+10 0,00390192 0 0 5796.220.930.232.550 41.782.568.323.656.500
Platelet activation, signaling and aggregation 3/205 7,73E+11 0,004017213 0 0 19.584.158.415.841.500  1.403.260.493.897.070
Regulation of NFAT transcription factors 2/47 807E+11 0,004137822 0 0 5.538055.555.555.550  39.440.459.836.307.100
Interleukin-5 signaling pathway 2/49 8,77E+11 0,004435071 0 0 530186170.212.766  3.731.741.306.231.750
Signaling by NGF 3/221 9,61E+11 0,004790927 0 0 1813211.009.174.310 12.597.760.244.255.600
Interleukin-2 receptor beta chain in T cell activation 2/52 9,88E+11 0,004859645 0 0 4983 34.482.850.534.778.100
Non-small cell lung cancer 2/54 0,001064812 0,005169944 o 0 4.790.865.384.615.380  32.793.266.660.649.300
Focal adhesion 3/233 0,00111915 0,005363201 o 0 17.175.652.173.913.000 116.711.743.144.768
Glioma 2/65 0,001538697 0,007097242 o o 395.218.253.968.254  25.597.571.122.223.400
LPA receptor mediated events 2/65 0,001538697 0,007097242 o o 395.218.253.968.254  25.597.571.122.223.400 CASP3;FOS
ERK1/ERK2 MAPK pathway 2/65 0,001538697 0,007097242 o o 395.218.253.968.254  25.597.571.122.223.400 MYC;BRAF
HIF-1 transcriptional activity in hypoxia 2/66 0,001585937 0,007136718 o o 3.890.234.375 2.507.870.606.899.540 HMOXL;FOS
Signaling by TGF-beta receptor complex 2/66 0,001585937 0,007136718 o o 3.890.234.375 2.507.870.606.899.540 TGFB1;MYC
Cytokine-cytokine receptor interaction 3/265 0,00161963 0,007200523 o 0 15.053.435.114.503.800 9.672.671.491.483.540 FIGF;BMP2;TGFB1
CD8/T cell receptor downstream pathway 2/68 0,001682481 0,007390897 o o 3.771.969.696.969.690  24.093.403.928.127.200 BRAF;FOS
MicroRNA regulation of DNA damage response 2/70 0,001781768 0,007621399 o 0 36.606.617.647.058.800 23.172.535.384.837.500 MYC;CASP3
T cell receptor regulation of apoptosis 4/603 0,001787117 0,007621399 o o 9.245.409.015.025.040  58.497.104.986.684.600 TGFB1;MYC;CASP3;FOS
Interleukin-6 signaling pathway 2/711 0,001832438 0,007621399 o o 3.607.427.536.231.880  22.734.398.583.074.500 MYC;FOS
Melanoma 2/711 0,001832438 0,007621399 o o 3.607.427.536.231.880  22.734.398.583.074.500 AKT3;BRAF
Insulin signaling pathway 3/277 0,001838224 0,007621399 o 0 14.385.401.459.854.000  9.061.300.466.682.670 AKT3;BRAF;FOS
Leishmaniasis 2/72 0,00188379 0,007723539 o o 3.555.714.285.714.280  22.310.221.103.497.700
right ventricular (ARVC) 2/75 0,002041932 0,00827992 o 0 34.090.753.424.657.500 2.111.533.234.069.630
Apoptosis regulation 2/718 0,002206176 0,008848683 o o 3.274.013.157.894.730  20.025.484.053.611.400
Apoptosis modulation and signaling 2/80 0,002319047 0,009103495 o 0 31.897.435.897.435.800 19.350.894.574.053.100
Nuclear beta-catenin signaling and target gene transcription regulation 2/80 0,002319047 0,009103495 o 0 31.897.435.897.435.800 19.350.894.574.053.100
SMAD2/3 nuclear pathway 2/82 0,002434609 0,009456533 o o 31.096.875 18.714.003.452.280.900
Response to elevated platelet cytosolic calcium 2/83 0,002493396 0,009583989 o o 3.071.141.975.308.640  18.408.762.281.714.400
Small cell lung cancer 2/84 0,002552851 0,009711362 o 0 30.335.365.853.658.500 18.111.864.810.557.300
Progesterone-mediated oocyte maturation 2/86 0,002673766 0,009997972 o 0 29.610.119.047.619.000 1.754.182.632.174.730
Disease 4/674 0,002682383 0,009997972 o o 823.539.445.628.998  4.876.218.053.804.120
Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) pathway 2/90 0,002923575 0,010787992 o 0 28.258.522.727.272.700 16.488.701.340.835.000
Neural crest differentiation 2/91 0,002987683 0,010915398 o 0 27.939.606.741.573.000 16.242.011.357.237.900
TSH regulation of gene expression 2/97 0,00338616 0,012249932 o 0 26.167.105.263.157.800 14.884.003.110.829.100
Integrin-mediated cell adhesion 2/100 0,003594237 0,012876442 o 0 25.362.244.897.959.100 14.274.945.562.505.000
Interleukin-4 signaling pathway 2/104 0,003880773 0,01376928 o 0 24.362.745.098.039.200 13.525.516.392.567.500
Amoebiasis 2/105 0,003954024 0,013895571 o o 24.125 13.348.414.251.930.800
ERBB1 downstream pathway 2/106 0,004027921 0,014021723 o 0 23.891.826.923.076.900 13.175.159.999.784.800
G alpha i pathway 2/108 0,004177644 0,014407014 o o 2.343.867.924.528.300  12.839.727.114.514.800
Heme degradation 05/jan  0,004492293 0,015348667 o 0 29.379.411.764.705.800 1.588.072.397.289.770
Interleukin-1 regulation of extracellular matrix 2/120 0,005129574 0,017365256 o o 2.104.237.288.135.590  11.095.080.569.958.400
Influenza factor interactions with host 06/jan  0,005388466 0,017913008 o o 2.350.235.294.117.640 1.227.644.124.299.900
NADE-dependent death signaling 06/jan  0,005388466 0,017913008 o o 2.350.235.294.117.640 1.227.644.124.299.900
Neurotrophin signaling pathway 2/126 0,005639605 0,018580484 o 0 20.018.145.161.290.300 10.365.278.015.413.200
Signaling by FGFR in disease 2/128 0,005814605 0,018987515 o o 196.984.126.984.127 1.013.952.642.428.170
Developmental biology 3/420 0,005934169 0,019207969 o o 9.383.693.045.563.540  4.811.045.892.681.360
Interleukin-2 signaling pathway 4/847 0,006075584 0,019485302 o o 6.486.697.169.971.190  33.104.710.766.517.300
Adipogenesis 2/133 0,006262939 0,019485302 o o 1.894.179.389.312.970 9.609.372.334.068.090
Apoptotic factor-mediated response 07/jan  0,006283878 0,019485302 o 0 19.584.313.725.490.100 9.928.792.720.611.530
Negative regulation of the PI3K/Akt network 07/jan  0,006283878 0,019485302 o 0 19.584.313.725.490.100 9.928.792.720.611.530
Fas signaling pathway in cardiomyocytes 07/jan  0,006283878 0,019485302 o 0 19.584.313.725.490.100 9.928.792.720.611.530
NGF signaling via TRKA from the plasma membrane 2/136 0,006539326 0,02006114 o o 1.851.492.537.313.430 9.312.861.412.231.940
Adrenergic pathway 2/137 0,00663268 0,02006114 o 0 18.376.851.851.851.800 9.217.362.609.399.040
Natural killer cell-mediated cytotoxicity 2/137 0,00663268 0,02006114 o 0 18.376.851.851.851.800 9.217.362.609.399.040
T cell receptor signaling pathway 2/139 0,00682122 0,020463659 o o 1.810.675.182.481.750 9.031.135.405.106.920
Toll-like receptor signaling pathway regulation 2/142 0,00710859 0,021022834 o o 1.771.607.142.857.140 8.763.168.596.319.510
Binding of RNA by insulin-like growth factor 2 mRNA binding proteins (IGF2BPs/IMPs/VICKZs) 08/jan  0,007178529 0,021022834 o 0 16.785.714.285.714.200 8.286.537.822.644.390
Transcription factor regulation of microRNAs related to cardiac hypertrophy 08/jan 0,007178529 0,021022834 o 0 16.785.714.285.714.200 8.286.537.822.644.390 FB1
Hemostasis pathway 3/468 0,00799717 0,023090874 o o 8.394.408.602.150.530  4.053.380.844.721.420 FIGF;TGFBL;AKT3
AKT phosphorylation of nuclear targets 09/jan  0,008072419 0,023090874 o 0 14.686.764.705.882.300 7.077.995.527.019.890 AKT3
West Nile virus infection 09/jan  0,008072419 0,023090874 o 0 14.686.764.705.882.300 7.077.995.527.019.890 CASP3
Integrin signaling pathway 2/155 0,008416469 0,023707457 o 0 16.200.163.398.692.800 7.739.733.293.925.600 AKT3;BRAF
Myometrial relaxation and contraction pathways 2/155 0,008416469 0,023707457 o 0 16.200.163.398.692.800 7.739.733.293.925.600 GJAL;FOS
Gap junction degradation 10/jan  0,00896555 0,024325647 o 0 13.054.248.366.013.000 615.425.022.203.049 GIA1
Activation of the AP-1 family of transcription factors 10/jan  0,00896555 0,024325647 o 0 13.054.248.366.013.000 615.425.022.203.049 FOS
Apoptotic DNA fragmentation and tissue homeostasis 10/jan  0,00896555 0,024325647 o 0 13.054.248.366.013.000 615.425.022.203.049 CASP3
Second messenger role in netrin-1 signaling 10/jan  0,00896555 0,024325647 o 0 13.054.248.366.013.000 615.425.022.203.049 DCC
Netrin mediated repulsion signals 10/jan  0,00896555 0,024325647 o 0 13.054.248.366.013.000 615.425.022.203.049 DCC
Apoptotic cleavage of cell adhesion proteins 11/jan  0,009857922 0,025798391 o 0 11.748.235.294.117.600 5.427.073.703.814.340 CASP3
Signaling by VEGF 11/jan  0,009857922 0,025798391 o 0 11.748.235.294.117.600 5.427.073.703.814.340 FIGF
TGF-beta signaling in gastrointestinal stem cells 11/jan  0,009857922 0,025798391 o 0 11.748.235.294.117.600 5.427.073.703.814.340 TGFB1
Telomerase protein component gene hTERT transcriptional regulation 11/jan  0,009857922 0,025798391 o 0 11.748.235.294.117.600 5.427.073.703.814.340 MYC



Down syndrome cell adhesion molecule (DSCAM) interactions
Granzyme A-mediated apoptosis pathway
BMP signaling and regulation
Caspase-mediated cleavage of cytoskeletal proteins
D4-GDI signaling pathway
Activation of DNA fragmentation factor
Keap1-Nrf2 pathway
Downregulation of ERBB2-ERBB3 signaling
PI3K class IB pathway
Chemokine signaling pathway
AKT phosphorylation of cytosolic targets
Porphyrin metabolism
DCC-mediated attractive signaling
TGF-beta regulation of extracellular matrix
Repression of pain sensation by the transcriptional regulator DREAM
Calcium signaling by HBx of hepatitis B virus
Signaling to p38 via RIT and RIN
Stress induction of HSP regulation
Erythrocyte differentiation pathway
Jak-STAT signaling pathway
Selenium metabolism and selenoproteins
Interleukin-10 anti-inflammatory signaling pathway
Sprouty regulation of FGF signaling
TGF-beta receptor signaling in EMT (epithelial to mesenchymal transition)
ACE inhibitor pathway
Apoptotic cleavage of cellular proteins
Beta-catenin phosphorylation cascade
Pertussis, CCRS signaling in
Bone remodeling
Serotonin receptor 4/6/7 and NR3C signaling
Effect of METS on macrophage differentiation
Gap junction assembly
Apoptosis modulation by HSP70
Cell cycle progression regulation by PLK3
P53 network
Telomeres, telomerase, cellular aging, and immortality
Tob role in T-cell activation
FRS2-mediated activation
Gene expression regulation in pancreatic beta cells
Apoptotic signaling in response to DNA damage
Signaling by Hippo
Nerve growth factor (NGF) pathway
1GF1 signaling pathway
CD28-dependent PI3K/Akt signaling
Mitochondrial role in apoptotic signaling
CTLAG inhibitory signaling
Incretin biosynthesis, secretion, and inactivation
Signaling by bone morphogenetic protein (BMP)
Mismatch repair
Signal transduction of S1P receptor
Tumor suppressor Arf inhibits ribosomal biogenesis
Alpha-9 beta-1 integrin pathway
IGF1 receptor signaling through beta-arrestin
PO signaling pathway
ALK1 pathway
Physiological and pathological hypertrophy of the heart
RXR/VDR pathway
Inhibition of activated T cell apoptosis by neuropeptides VIP and PACAP
Selective expression of chemokine receptors during T-cell polarization
Interleukin-27-mediated signaling events
Interleukin-9 regulation of target genes
TGF-beta signaling in development
G-protein beta-gamma signalling
Cell cycle: G1/S checkpoint
TGF-beta receptor activation of SMADs
51P/S1P3 pathway
T cell receptor calcium pathway
Gap junction trafficking and regulation
Apoptosis intrinsic pathway
Interleukin-2/STATS pathway
Signaling pathway from G-protein families
TNFR1 signaling pathway
Tumor necrosis factor (TNF) pathway
Nuclear events mediated by MAP kinases
PDGFA signaling pathway
Alpha-V beta-3 integrin/OPN pathway
CD28 co-stimulation
CD40/CDA0L signaling
NF-kappaB activation by non-typeable Hemophilus influenzae
Pancreatic beta-cell development regulation
Netrin-mediated signaling events
Glycoprotein Vi-mediated activation cascade
Induction of apoptosis through DR3 and DR4/S death receptors
Interleukin-7 interactions in immune response
EPO receptor signaling
Interleukin-2/PI3K pathway
Interleukin-7 signaling pathway
Cytokines and inflammatory response
PIK3C1/AKT pathway
Oncostatin M
GM-CSF-mediated signaling events
Signaling to ERKs
Activation of NMDA receptor upon glutamate binding and postsynaptic events
PI3K/AKT activation
Signaling of hepatocyte growth factor receptor
Trefoil factor initiation of mucosal healing
GAB1 signalosome
Angiotensin l-mediated activation of JNK pathway via Pyk2-dependent signaling
Iron uptake and transport
FAS pathway and stress induction of heat shock protein regulation
Negative regulation of FGFR signaling
activity of
Fc epsilon receptor | signaling in mast cells
BMP receptor signaling
TWEAK signaling pathway
Netrin-1 signaling
Urok

P activator (uPA) and diated signaling
Porphyrin and chlorophyll metabolism

PI3K class B pathway in neutrophils

Gastrin pathway

HNF3A pathway

Heart development

ERBB2/ERBB3 signaling events.

PI3K events in ERBB2 signaling

RhoA signaling pathway

RhoA activity regulation

Syndecan 1 pathway

Regulation of transcription by NOTCH intracellular domain
LKB1 signaling events

Post-translational regulation of adherens junction stability and disassembly
Intestinal immune netwark for IgA production

Ceramide signaling pathway

Malaria

Apoptotic execution phase

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)

PI3K pathway

RANKL signaling pathway

Kit receptor signaling pathway

Calcineurin-dependent NFAT signaling role in lymphocytes
Keratinocyte differentiation

Mechanism of gene regulation by peroxisome proliferators via PPAR-alpha
PI3K cascade

HIV-1 Nef as negative effector of Fas and TNF

ATF2 transcription factor network

Caspase cascade in apoptosis

Natural killer cell receptor signaling pathway

FGF signaling pathway

Signaling events mediated by focal adhesion kinase
Validated nuclear estrogen receptor alpha network
Endothelins

Interleukin-12-mediated signaling events

Endochondral ossification

G alpha 13 pathway

G1to cell cycle control
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11.748.235.294.117.600
10.679.679.144.385.000
10.679.679.144.385.000
10.679.679.144.385.000
10.679.679.144.385.000
978.921.568.627.451
978.921.568.627.451
978.921.568.627.451
978.921.568.627.451
13.231.951.871.657.700
9.035.746.606.334.840
9.035.746.606.334.840
9.035.746.606.334.840
6.911.032.028.469.750
8.389.915.966.386.550
8.389.915.966.386.550
8.389.915.966.386.550
8.389.915.966.386.550
8.389.915.966.386.550
12.553.934.010.152.200
7.830.196.078.431.370
7.830.196.078.431.370
7.830.196.078.431.370
7.830.196.078.431.370
7.340.441.176.470.580
7.340.441.176.470.580
7.340.441.176.470.580
6.908.304.498.269.890
6.908.304.498.269.890
6.908.304.498.269.890
6.908.304.498.269.890
6.524.183.006.535.940
6.524.183.006.535.940
6.524.183.006.535.940
6.524.183.006.535.940
6.524.183.006.535.940
6.524.183.006.535.940
6.524.183.006.535.940
61.804.953.560.371.500
61.804.953.560.371.500
61.804.953.560.371.500
61.804.953.560.371.500
5.871.176.470.588.230
5.871.176.470.588.230
5.871.176.470.588.230
5.591.316.526.610.640
5.336.898.395.721.920
5.336.898.395.721.920
5.336.898.395.721.920
510.460.358.056.266
510.460.358.056.266
48.916.666.666.666.600
48.916.666.666.666.600
48.916.666.666.666.600
4.695.764.705.882.350
4.695.764.705.882.350
4.695.764.705.882.350
4.695.764.705.882.350
4.695.764.705.882.350
4.695.764.705.882.350
4.695.764.705.882.350
4.695.764.705.882.350
43.474.945.533.769.000
43.474.945.533.769.000
43.474.945.533.769.000
4.192.016.806.722.680
4.192.016.806.722.680
4.047.261.663.286.000
4.047.261.663.286.000
4.047.261.663.286.000
4.047.261.663.286.000
4.047.261.663.286.000
4.047.261.663.286.000
4.047.261.663.286.000
4.047.261.663.286.000
3.912.156.862.745.090
3.912.156.862.745.090
3.912.156.862.745.090
3.912.156.862.745.090
3.785.768.500.948.760
3.785.768.500.948.760
3.667.279.411.764.700
35.559.714.795.008.900
35.559.714.795.008.900
35.559.714.795.008.900
345.121.107.266.436
345.121.107.266.436
345.121.107.266.436
345.121.107.266.436
7.958.333.333.333.330
3.352.436.974.789.910
3.352.436.974.789.910
32.591.503.267.973.800
32.591.503.267.973.800
3.170.906.200.317.960
3.170.906.200.317.960
30.873.065.015.479.800
30.873.065.015.479.800
30.873.065.015.479.800
30.873.065.015.479.800
30.079.939.668.174.900
29.326.470.588.235.200
29.326.470.588.235.200
28.609.756.097.560.900
28.609.756.097.560.900
28.609.756.097.560.900
28.609.756.097.560.900
2.792.717.086.834.730
2.792.717.086.834.730
27.276.333.789.329.600
27.276.333.789.329.600
27.276.333.789.329.600
27.276.333.789.329.600
27.276.333.789.329.600
26.655.080.213.903.700
26.061.437.908.496.700
26.061.437.908.496.700
25.493.606.138.107.400
25.493.606.138.107.400
2.494.993.742.177.720
2.494.993.742.177.720
2.442.892.156.862.740
23.449.411.764.705.800
22.988.465.974.625.100
2.254.524.886.877.820
2.254.524.886.877.820
22.118.756.936.736.900
22.118.756.936.736.900
2.170.806.100.217.860
20.930.672.268.907.500
20.930.672.268.907.500
20.930.672.268.907.500
20.562.435.500.515.900
2.020.689.655.172.410
2.020.689.655.172.410
19.863.409.770.687.900
19.531.372.549.019.600
19.210.221.793.635.400
18.598.506.069.094.300
18.598.506.069.094.300
1.830.698.529.411.760
1.802.443.438.914.020
17.750.445.632.798.500
17.750.445.632.798.500

5.427.073.703.814.340
4.840.984.098.875.240
4.840.984.098.875.240
4.840.984.098.875.240
4.840.984.098.875.240
43.594.063.546.940.700
43.594.063.546.940.700
43.594.063.546.940.700
43.594.063.546.940.700
5.819.145.194.893.290
3.957.287.161.899.810
3.957.287.161.899.810
3.957.287.161.899.810
298.354.587.230.138
3.616.911.269.349.320
3.616.911.269.349.320
3.616.911.269.349.320
3.616.911.269.349.320
3.616.911.269.349.320
53.978.383.873.324.900
3.325.412.031.884.900
3.325.412.031.884.900
3.325.412.031.884.900
3.325.412.031.884.900
3.073.227.868.353.230
3.073.227.868.353.230
3.073.227.868.353.230
2.853.111.137.768.620
2.853.111.137.768.620
2.853.111.137.768.620
2.853.111.137.768.620
2.659.472.259.849.420
2.659.472.259.849.420
2.659.472.259.849.420
2.659.472.259.849.420
2.659.472.259.849.420
2.659.472.259.849.420
2.659.472.259.849.420
24.879.341.471.282.000
24.879.341.471.282.000
24.879.341.471.282.000
24.879.341.471.282.000
23.350.224.496.360.500
23.350.224.496.360.500
23.350.224.496.360.500
2.197.945.772.360.190
20.744.368.622.737.000
20.744.368.622.737.000
20.744.368.622.737.000
19.626.359.569.838.600
19.626.359.569.838.600
18.610.038.260.880.100
18.610.038.260.880.100
18.610.038.260.880.100
17.682.560.723.797.100
17.682.560.723.797.100
17.682.560.723.797.100
17.682.560.723.797.100
17.682.560.723.797.100
17.682.560.723.797.100
17.682.560.723.797.100
17.682.560.723.797.100
16.052.601.632.867.900
16.052.601.632.867.900
16.052.601.632.867.900
15.333.191.684.558.900
15.333.191.684.558.900
14.668.225.415.832.800
14.668.225.415.832.800
14.668.225.415.832.800
14.668.225.415.832.800
14.668.225.415.832.800
14.668.225.415.832.800
14.668.225.415.832.800
14.668.225.415.832.800
14.051.952.455.455.300
14.051.952.455.455.300
14.051.952.455.455.300
14.051.952.455.455.300
13.479.392.621.731.500
13.479.392.621.731.500
1.294.621.221.594.890
12.448.623.298.308.200
12.448.623.298.308.200
12.448.623.298.308.200
11.983.301.120.641.300
11.983.301.120.641.300
11.983.301.120.641.300
11.983.301.120.641.300
27.569.300.183.404.600
11.547.316.040.046.500
11.547.316.040.046.500
11.138.077.026.649.400
11.138.077.026.649.400
1.075.328.454.820.730
1.075.328.454.820.730
1.039.089.106.040.700
1.039.089.106.040.700
1.039.089.106.040.700
1.039.089.106.040.700
10.049.067.723.322.000
9.726.176.223.664.350
9.726.176.223.664.350
9.420.744.821.276.290
9.420.744.821.276.290
9.420.744.821.276.290
9.420.744.821.276.290
913.144.790.197.023
913.144.790.197.023
8.857.088.446.864.670
8.857.088.446.864.670
8.857.088.446.864.670
8.857.088.446.864.670
8.857.088.446.864.670
859.658.295.948.253
8.348.948.444.789.480
8.348.948.444.789.480
811.329.113.370.927
811.329.113.370.927
7.888.796.682.594.580
7.888.796.682.594.580
7.674.721.626.832.030
7.275.166.337.328.600
7.088.490.801.561.360
6.909.833.217.880.460
6.909.833.217.880.460
6.738.709.029.166.960
6.738.709.029.166.960
657.467.122.997.584
6.266.233.736.405.010
6.266.233.736.405.010
6.266.233.736.405.010
61.210.979.038.699.600
59.815.708.753.826.900
59.815.708.753.826.900
5.847.347.515.993.350
5.718.144.005.818.290
5.593.696.029.523.850
5.358.097.327.195.960
5.358.097.327.195.960
5.246.501.611.587.850
51.387.689.221.977.300
5.034.710.965.358.100
5.034.710.965.358.100

AKT3;BRAF
AKT3
HMOX1

TGFBL;MYC;DLC1



Adipocytokine signaling pathway

Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection
Galpha q pathway

Hedgehog signaling pathway

CDC42 signaling events

Signaling events mediated by VEGFR1 and VEGFR2
Long-term depression

Long-term potentiation

Cell cycle

Viral myocarditis

Costimulation by the CD28 family

Cyclin A-Cdk2-associated events at § phase entry
Myocyte adrenergic pathway

Signaling by NOTCH1

Degradation of beta-catenin by the destruction complex
Myc repressed pathway

Adherens junction cell adhesion

RANKL regulation of apoptosis and immune response
Seven transmembrane receptor signaling through beta-arrestin
E2F transcription factor network

VEGF signaling pathway

Mitochondrial pathway of apoptosis: caspases
Transcriptional regulation of white adipocyte differentiation
Signaling by SCF-KIT

p73 transcription factor network

Fc epsilon receptor | signaling pathway

Regular glucocorticoid receptor pathway

C-Myb transcription factor network

MicroRNAs in cardiomyocyte hypertrophy

Myc active pathway

Androgen receptor signaling, proteolysis, and transcription regulation
Gap junction pathway

Signaling by ERBBA

Fc gamma receptor-mediated phagocytosis
Mitochondrial pathway of apoptosis: BH3-only Bcl-2 family
Downstream signaling events Of B cell receptor (BCR)
Dilated cardiomyopathy

Melanogenesis

TNF-alpha signaling pathway

Signaling by ERBB2

Fibroblast growth factor receptor pathway

Leptin influence on immune response

Signaling by EGFR in cancer

Epidermal growth factor receptor (EGFR) pathway
S phase

Fas signaling pathway

Vascular smooth muscle contraction

Prolactin regulation of apoptosis

p53 activity regulation

Signaling by NOTCH

Galpha's pathway

Notch signaling pathway

Signaling by PDGF

Rho GTPase cycle

p75 neurotrophin receptor-mediated signaling
Integration of energy metabolism

Interleukin-1 signaling pathway

Cell-cell communication

Parkinson's disease

Membrane trafficking

Tight junction

Mitotic G1-G1/S phases

Diabetes pathways

p53 signaling pathway

Influenza infection

Interleukin-5 regulation of apoptosis

Calcium regulation in the cardiac cell

Signaling by the B cell receptor (BCR)

EGFRI pathway

Toll receptor cascades

Alzheimer's disease

Huntington's disease

Transmission across chemical synapses
Endocytosis

Actin cytoskeleton regulation

Immune system

Neuronal system

Innate immune system

Axon guidance

Generic transcription pathway

Transmembrane transport of small molecules
Adaptive immune system

Gene expression

Signaling by GPCR

Metabolism
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17.750.445.632.798.500
17.484.635.645.302.800
1.697.612.958.226.760
1.697.612.958.226.760
1.697.612.958.226.760
1.697.612.958.226.760
1.697.612.958.226.760
1.697.612.958.226.760
5.413.248.337.028.820
167.327.731.092.437
16.496.271.748.135.800
16.496.271.748.135.800
16.496.271.748.135.800
16.266.339.869.281.000
16.266.339.869.281.000
16.266.339.869.281.000
16.042.707.493.956.400
16.042.707.493.956.400
16.042.707.493.956.400
16.042.707.493.956.400
15.613.333.333.333.300
15.407.120.743.034.000
15.407.120.743.034.000
15.206.264.323.911.300
15.010.558.069.381.500
15.010.558.069.381.500
14.452.432.824.981.800
13.934.173.669.467.700
13.934.173.669.467.700
13.934.173.669.467.700
13.451.656.524.678.800
13.148.050.231.328.400
12.717.391.304.347.800
12.580.012.650.221.300
12.185.049.019.607.800
12.058.823.529.411.700
1.181.402.257.872.840
11.695.294.117.647.000
11.695.294.117.647.000
11.578.916.715.200.900
11.243.212.669.683.200
10.724.770.642.201.800
10.626.737.967.914.400
10.626.737.967.914.400
10.530.471.648.118.700
10.251.805.985.552.100
10.162.148.337.595.900
9.987.430.869.783.810
9.987.430.869.783.810
9.902.293.120.638.080
9.818.586.258.032.620
9.736.274.509.803.920
9.655.323.286.339.320
9.575.699.132.111.860
949.736.967.957.915
9.420.303.605.313.090
9.420.303.605.313.090
9.124.080.882.352.940
8.982.805.429.864.250
8.845.811.051.693.400
8.845.811.051.693.400
8.712.906.057.945.560
8.583.910.034.602.070
8.458.653.026.427.960
8.277.430.120.984.560
8.160.839.160.839.160
7.883.147.853.736.080
7.777.254.901.960.780
7.725.360.342.812.620
7.380.491.437.081.160
6.937.675.070.028.010
6.364.191.578.270.650
6.160.286.336.756.920

5.034.710.965.358.100
4.934.151.245.692.920
4.742.874.202.866.330
4.742.874.202.866.330
4.742.874.202.866.330
4.742.874.202.866.330
4.742.874.202.866.330
4.742.874.202.866.330
15.080.362.693.436.100
4.651.855.173.584.370
4.563.729.539.644.480
4.563.729.539.644.480
4.563.729.539.644.480
44.783.677.915.691.100
44.783.677.915.691.100
44.783.677.915.691.100
4.395.647.876.269.950
4.395.647.876.269.950
4.395.647.876.269.950
4.395.647.876.269.950
42.376.795.202.067.300
4.162.219.761.611.140
4.162.219.761.611.140
4.088.978.353.793.220
40.178.634.862.671.200
40.178.634.862.671.200
3.816.431.494.463.280
3.631.268.374.332.490
3.631.268.374.332.490
3.631.268.374.332.490
3.460.565.311.468.720
33.540.194.413.490.900
32.040.656.856.642.000
31.565.287.091.339.300
3.020.683.114.705.010
29.775.308.154.544.300
28.942.114.306.609.300
28.539.797.811.620.900
28.539.797.811.620.900
28.146.593.675.405.000
270.188.131.977.752
25.296.548.009.342.800
24.973.611.307.863.400
24.973.611.307.863.400
24.657.356.652.146.000
2.374.677.927.740.430
23.455.382.166.428.700
22.889.768.968.042.200
22.889.768.968.042.200
22.615.236.719.842.300
223.460.193.071.682
2.208.197.234.292.850
2.182.295.649.315.510
21.568.837.265.640.800
2.131.948.479.946.900
21.074.773.673.487.600
21.074.773.673.487.600
2.013.997.932.609.550
19.697.465.749.311.600
19.270.448.026.035.900
19.270.448.026.035.900
18.858.171.061.974.900
18.459.926.845.841.200
18.075.050.872.110.700
17.521.447.135.021.600
17.167.341.601.168.900
1.633.059.681.765.110
16.014.036.926.399.900
15.859.418.874.897.400
14.840.730.151.520.000
13.556.118.103.313.000
11.934.147.775.031.400
11.369.502.600.305.900

5.818.235.294.117.640
5.165.228.758.169.930
2.382.781.124.497.990
41.093.032.957.863.900
36.374.398.816.130.200
35.689.905.591.866.300
30.672.715.894.868.500
2.668.349.938.583.320
1.884.005.833.738.450
11.567.005.292.292.700
11.454.918.032.786.800
0,669436548

10.437.379.086.756.500
8.714.035.232.942.250
35.460.629.659.357.000
6.105.181.726.167.220
5.022.387.932.343.220
4.870.150.440.253.560
3.795.435.110.430.700
29.980.076.052.940.600
1.610.331.513.963.720
0,608885753
0,506273979
0,16593522

AKT3
CASP3
AKT3

BMP2

o
Z

g



Term

Colorectal cancer

Apoptosis

Pathways in cancer

IGF1 receptor signaling through beta-arrestin
Natural killer cell receptor signaling pathway
Adipocytokine signaling pathway

Pancreatic cancer

Myocyte adrenergic pathway

Seven transmembrane receptor signaling through beta-arrestin
Fc epsilon receptor | signaling pathway
Differentiation pathway in PC12 cells
Progesterone-mediated oocyte maturation

ERBB signaling pathway

Mitochondrial pathway of apoptosis: BH3-only Bcl-2 family
Integrin-mediated cell adhesion

Chagas disease

Interleukin-4 signaling pathway

Fibroblast growth factor receptor pathway

G alpha i pathway

Epidermal growth factor receptor (EGFR) pathway
Neurotrophin signaling pathway

Adrenergic pathway

Toll-like receptor signaling pathway regulation
Integrin signaling pathway

Antigen-activated B-cell receptor generation of second messengers
Whnt signaling pathway

Focal adhesion

Insulin signaling pathway

MAPK signaling pathway

Negative regulation of the PI3K/Akt network

Fas signaling pathway in cardiomyocytes

AKT phosphorylation of nuclear targets

Activation of the AP-1 family of transcription factors
Downregulation of ERBB2-ERBB3 signaling

PI3K class IB pathway

AKT phosphorylation of cytosolic targets

JINK (c-Jun kinases) phosphorylation and activation mediated by activated human TAK1
B cell survival pathway

G-protein-inds dent seven tr receptor signaling
Apoptosis modulation by HSP70

Gene expression regulation in pancreatic beta cells
CD28-dependent PI3K/Akt signaling

CTLA4 inhibitory signaling

Mi ial pathway of i i ic Bcl-2 family
Interleukin-11 pathway

Signal transduction of S1P receptor

Oxidative stress

G-protein beta-gamma signalling

S1P/S1P3 pathway

Tumor necrosis factor (TNF) pathway

Nuclear events mediated by MAP kinases

CD28 co-stimulation

CD40/CDA4O0L signaling

Pancreatic beta-cell development regulation
Glycoprotein VI-mediated activation cascade
PIK3C1/AKT pathway

PI3K/AKT activation

G13 signaling pathway

GAB1 signalosome

Aurora B signaling

FOXM1 transcription factor network

Cell differentiation by G alpha (i/o) pathway inferred from mouse Neuro2A model
PI3K class IB pathway in neutrophils

ERBB2/ERBB3 signaling events

PI3K events in ERBB2 signaling

Immune system

FoxO family signaling

G alpha 12 pathway

Type 2 diabetes mellitus

Endometrial cancer

INK/MAPK pathway

PI3K pathway

Non-small cell lung cancer

Acute myeloid leukemia

PI3K cascade

Shigellosis

Angiotensin ll-stimulated signaling through G-proteins and beta-arrestin
Glioma

G alpha 13 pathway

Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection
G alpha q pathway

Renal cell carcinoma

Melanoma

RIG-I-like receptor signaling pathway
Costimulation by the CD28 family

Chronic myeloid leukemia

VEGF signaling pathway

Mitochondrial pathway of apoptosis: caspases
Signaling by SCF-KIT

Apoptosis modulation and signaling

MAP kinase signaling pathway

ATM-dependent DNA damage response

Regular glucocorticoid receptor pathway

T cell signal transduction

Small cell lung cancer

Myc active pathway

NOD signaling pathway

HIF-1 degradation in normoxia

Prostate cancer

Signaling by ERBB4

Fc gamma receptor-mediated phagocytosis

M phase pathway

Downstream signaling events Of B cell receptor (BCR)
Whnt signaling pathway and pluripotency

Granule cell survival pathway

GnRH signaling pathway

Signaling by ERBB2

Signaling by EGFR in cancer

mTOR signaling pathway

Fas signaling pathway

G alpha s pathway

Signaling by PDGF
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1/41
1/43
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1/49
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1/52
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1/54
1/57
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1/64
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1/67
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1/70
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171
1/72
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1/76
177
1/78
1/80
1/81
1/82
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1/84
1/85
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1/93
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1/96
1/98
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1/99
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1/111
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BioPlanet 2019 G1xG2 Table
Overlap P-value

2,84E+07
1,75E+10
4,25E+09
4,50E+10
2,65E+11
3,31E+10
3,61E+10
3,83E+10
4,04E+10
4,61E+11
5,21E+11
5,47E+10
6,54E+10
6,96E+10
7,40E+10
8,01E+10
8,01E+10
8,16E+10
8,64E+10
9,12E+10
1,18E+11
1,39E+12
1,49E+12
1,78E+12
3,30E+12
3,95E+11
4,02E+12
5,68E+10
7,29E+11
0,001049661
0,001049661
0,001349432
0,001499295
0,001948794
0,001948794
0,002098597
0,002398159
0,002398159
0,002847389
0,002847389
0,002997102
0,003146801
0,003296484
0,003446153
0,003446153
0,003595807
0,004044678
0,004194272
0,004343851
0,004493415
0,004493415
0,004642964
0,004642964
0,004792498
0,004942017
0,00524101
0,005539943
0,005838817
0,005838817
0,005838817
0,006137631
0,006436385
0,006436385
0,006585739
0,006585739
0,007215037
0,007332288
0,007332288
0,007481552
0,007780037
0,007929257
0,007929257
0,008078462
0,008525987
0,008525987
0,009271564
0,00956969
0,00971873
0,010016767
0,010165762
0,010463709
0,010463709
0,01061266
0,01061266
0,010761596
0,010910517
0,01135719
0,011506051
0,011654898
0,011952546
0,012101347
0,012250134
0,012250134
0,012398905
0,012547662
0,012696404
0,012696404
0,01314254
0,013291222
0,0138858
0,014034408
0,014331578
0,014628688
0,014628688
0,014777221
0,015074242
0,01522273
0,016558451
0,016855113
0,017151716
0,017892963
0,018189358

Adjusted P-value
3,94E+09
1,22E+12
1,56E+11
1,56E+11
6,24E+11
6,24E+11
6,24E+11
6,24E+11
6,24E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,30E+11
6,32E+11
6,34E+11
7,79E+11
8,79E+11
9,03E+11

0,001031579
0,001834888
0,002071132
0,002071132
0,002820442
0,003496408
0,004706546
0,004706546
0,005861595
0,006315211
0,007739496
0,007739496
0,008102916
0,008772212
0,008772212
0,009894676
0,009894676
0,010160908
0,010414412
0,010644784
0,010644784
0,010644784

0,01086559

0,01196192
0,012145912
0,012176829
0,012176829
0,012176829
0,012176829
0,012176829
0,012336244
0,012489824
0,013008936
0,013509687
0,013526593
0,013526593
0,013526593
0,013985749

0,01408335

0,01408335

0,01408335

0,01408335
0,014988058
0,014988058
0,014988058
0,015071533
0,015307871
0,015307871
0,015307871
0,015382277
0,015801496
0,015801496
0,016957202
0,017275154
0,017319276
0,017561425
0,017561425
0,017561425
0,017561425
0,017561425
0,017561425
0,017598374

0,01763444
0,018145396
0,018174331
0,018193816
0,018193816
0,018193816
0,018193816
0,018193816
0,018193816
0,018193816
0,018193816
0,018193816
0,018640949
0,018661412
0,019301263

0,01931468
0,019530288
0,019551804
0,019551804
0,019562226
0,019767166
0,019775322
0,021311339
0,021494135
0,021673533
0,022406504
0,022574292

Old P-value

0O 00 0000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000O0O00O0O0O0O0 O

0ld Adjusted P-value

0O 00 0000000000000 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000O00O0O0O0O0 o

0Odds Ratio
59814
59274
59025
17.368.695.652.173.900
687.551.724.137.931
6.132.923.076.923.070
5.861.470.588.235.290
5.693.428.571.428.570
5.534.722.222.222.220
5.174.025.974.025.970
4.857.317.073.170.730
4.741.190.476.190.470
4.327.173.913.043.470
4.189.894.736.842.100
4.061.020.408.163.260
3.900.980.392.156.860
3.900.980.392.156.860
38.629.126.213.592.200
3.753.018.867.924.520
36.491.743.119.266.000
32.053.225.806.451.600
2.942.518.518.518.510
2.836.714.285.714.280
25.939.869.281.045.700
18.935.885.167.464.100
17.264.628.820.960.600
17.113.419.913.419.900
14.343.272.727.272.700
12.618.589.743.589.700
16.659.166.666.666.600
16.659.166.666.666.600
12.493.125
11.104.444.444.444.400
8.327.083.333.333.330
8.327.083.333.333.330
7.686.153.846.153.840
6.660.666.666.666.660
6.660.666.666.666.660
5.549.722.222.222.220
5.549.722.222.222.220
5.257.368.421.052.630
499.425
4.756.190.476.190.470
45.397.727.272.727.200
45.397.727.272.727.200
4.342.173.913.043.470
3.840.576.923.076.920
36.981.481.481.481.400
3.565.892.857.142.850
3.442.758.620.689.650
3.442.758.620.689.650
33.278.333.333.333.300
33.278.333.333.333.300
32.203.225.806.451.600
311.953.125
2.935.735.294.117.640
2.772.361.111.111.110
26.261.842.105.263.100
26.261.842.105.263.100
26.261.842.105.263.100
2.494.625
2.375.595.238.095.230
2.375.595.238.095.230
23.202.325.581.395.300
23.202.325.581.395.300
3.815.461.847.389.550
20.780.208.333.333.300
20.780.208.333.333.300
20.355.102.040.816.300
19.554.901.960.784.300
19.177.884.615.384.600
19.177.884.615.384.600
1.881.509.433.962.260
17.804.464.285.714.200
17.804.464.285.714.200
16.340.983.606.557.300
15.820.634.920.634.900
1.557.265.625
15.099.242.424.242.400
14.873.134.328.358.200
14.440.579.710.144.900
14.440.579.710.144.900
1.423.357.142.857.140
1.423.357.142.857.140
14.032.394.366.197.100
13.836.805.555.555.500
13.281.333.333.333.300
13.105.921.052.631.500
12.935.064.935.064.900
1.260.632.911.392.400
12.448.125
12.293.827.160.493.800
12.293.827.160.493.800
1.214.329.268.292.680
11.996.385.542.168.600
1.185.297.619.047.610
1.185.297.619.047.610
11.442.528.735.632.100
11.311.931.818.181.800
10.817.934.782.608.600
10.701.075.268.817.200
10.474.736.842.105.200
10.257.731.958.762.800
10.257.731.958.762.800
10.152.551.020.408.100
99.485
984.950.495.049.505
9.039.545.454.545.450
8.877.232.142.857.140
8.720.614.035.087.710
8.352.100.840.336.130
8.213.223.140.495.860

Combined Score
10.394.539.032.742.900
7.857.374.989.285.320
7.300.309.138.756.050
21.384.724.596.795.100
7.245.708.334.233.760
6.326.837.237.900.450
59.951.300.122.650.900
5.790.986.926.267.430
5.599.058.010.484.020
5.166.148.011.925.250
4.790.013.726.354.360
4.653.082.338.545.230
4.169.463.410.390.570
40.107.639.521.960.800
38.625.739.352.565.200
3.679.655.006.315.530
3.679.655.006.315.530
36.363.309.907.873.100
35.116.752.086.512.400
3.394.456.097.024.390
29.001.433.970.041.900
26.130.227.657.037.000
24.987.030.710.591.500
22.394.108.049.197.400
15.179.705.750.394.200
13.527.714.936.431.500
13.379.779.884.064.000
10.718.915.909.514.300
911.465.636.368.717
11.427.001.554.688.200
11.427.001.554.688.200
82.555.464.452.602
7.220.954.198.683.590
5.196.553.511.599.690
5.196.553.511.599.690
4.739.656.184.381.280
40.184.162.309.154.800
40.184.162.309.154.800
3.252.888.056.951.120
3.252.888.056.951.120
30.545.885.497.256.300
28.773.716.896.348.600
2.718.114.679.972.290
257.427.663.877.793
257.427.663.877.793
24.437.697.931.466.800
21.162.935.816.693.600
2.024.379.431.258.310
19.394.870.011.141.500
1.860.860.040.913.560
1.860.860.040.913.560
1.787.845.973.802.920
1.787.845.973.802.920
17.198.788.256.956.100
16.564.654.076.932.600
15.416.253.665.904.200
14.404.553.417.617.100
13.507.061.704.673.400
13.507.061.704.673.400
13.507.061.704.673.400
12.705.914.609.940.400
11.986.750.596.729.200
11.986.750.596.729.200
1.165.417.705.666.180
1.165.417.705.666.180
18.816.285.761.966.800
10.214.444.344.646.400
10.214.444.344.646.400
9.964.463.577.649.720
9.496.240.090.215.040
9.276.718.550.806.610
9.276.718.550.806.610
906.615.436.737.158
8.483.179.948.344.080
8.483.179.948.344.080
7.648.892.871.354.380
7.355.257.596.653.150
7.215.902.191.436.580
6.950.928.600.722.870
6.824.879.536.219.700
658.467.662.524.263
658.467.662.524.263
6.470.165.481.479.880
6.470.165.481.479.880
6.359.160.389.879.960
6.251.507.650.815.510
5.947.253.885.716.610
5.851.639.324.621.280
5.758.728.136.672.160
558.058.364.527.147
549.514.822.983.903
5.412.011.251.833.140
5.412.011.251.833.140
5.331.084.106.979.370
5.252.282.620.997.150
517.552.677.869.987
517.552.677.869.987
49.567.901.892.070.700
4.887.491.512.268.030
46.267.100.981.235.600
45.653.390.237.907.700
44.468.294.850.471.500
43.336.565.740.381.500
43.336.565.740.381.500
4.278.963.600.882.820
41.731.647.774.293.800
4.121.983.924.062.590
37.069.898.583.844.700
3.624.663.724.303.380
35.455.025.696.916.900
33.603.406.149.176.200
329.097.165.436.044

Genes
MAPK10;AKT3;BIRCS
MAPK10;AKT3;BIRCS
MAPK10;AKT3;BIRCS
MAPK10;AKT3
MAPK10;AKT3
MAPK10;AKT3
MAPK10;AKT3
MAPK10;AKT3
MAPK10;AKT3
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MAPK10;AKT3
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p75 neurotrophin receptor-mediated signaling
Interleukin-1 signaling pathway

Signaling by FGFR in disease

PDGFB signaling pathway

Tight junction

NGF signaling via TRKA from the plasma membrane
T cell receptor signaling pathway

Signaling by the B cell receptor (BCR)

Toll receptor cascades

Protein processing in the endoplasmic reticulum
TGF-beta signaling pathway

Chemokine signaling pathway

Jak-STAT signaling pathway

Platelet activation, signaling and aggregation
DNA replication

Signaling by NGF

BDNF signaling pathway

Innate immune system

Developmental biology

Cell cycle

Hemostasis pathway

T cell receptor regulation of apoptosis
Adaptive immune system

Disease

Interleukin-2 signaling pathway

Signaling by GPCR

Signal transduction

1/124
1/125
1/128
1/129
1/133
1/136
1/139
1/151
1/159
1/166
1/185
1/189
1/199
1/205
1/207
1/221
1/261
1/319
1/420
1/453
1/468
1/603
1/606
1/674
1/847
1/977
1/1020

0,018485692
0,018633837
0,019078183
0,019226268
0,019818461
0,020262449
0,020706303
0,022480378
0,023661904
0,024694959
0,027495289
0,028084149
0,029555257

0,03043721
0,030731075

0,03278647
0,038643014

0,04709294
0,061689026
0,066425536
0,068573215
0,087754302

0,08817753
0,097735619
0,121750886
0,139513891
0,145336193

0,022720205
0,022720205
0,023038373
0,023038373
0,023545009
0,023868478
0,024186354
0,026039772
0,027181857
0,028136059
0,031071912
0,031481425
0,032865446
0,033577557
0,033634799
0,035604058
0,041638596

0,05035322
0,065456294
0,069948102
0,071666744
0,090790197
0,090790197
0,099891552
0,123528272
0,140524861
0,145336193

0O 0DO0OO0O0OO0O0DO0O0O0O00O00O0O0O0O0OO0O0O0O0O0O0O0O0O0

8.078.861.788.617.880
8.013.306.451.612.900
7.822.834.645.669.290
7.761.328.125
7.524.621.212.121.210
7.356.296.296.296.290
7.195.289.855.072.460
6.615.666.666.666.660
6.278.164.556.962.020
60.096.969.696.969.600
5.383.967.391.304.340
52.683.510.638.297.800
4.999.747.474.747.470
4.851.225.490.196.070
48.036.407.766.990.200
4.494.772.727.272.720
3.795.576.923.076.920
3.094.182.389.937.100
2.336.276.849.642.000
21.620.575.221.238.900
20.910.064.239.828.600
16.108.803.986.710.900
16.026.446.280.991.700
14.356.612.184.249.600
1.131.855.791.962.170
974.436.475.409.836
931.207.065.750.736

32.240.784.145.177.400
31.915.205.673.213.100
30.972.243.930.029.500
30.668.715.661.620.900
29.505.103.733.791.800

2.868.209.556.494.530
27.898.420.614.565.900
25.107.198.720.733.400
23.504.750.782.491.800
22.242.826.981.279.400
19.348.582.185.240.300
18.821.447.440.701.500

1.760.657.892.808.410
16.940.913.189.219.500

1.672.858.735.070.350
15.361.961.581.194.000
12.348.489.256.697.200

9.454.683.296.528.290

6.508.047.809.500.240
58.627.945.722.979.900
56.035.904.067.957.400

3.919.617.377.159.540

3.891.867.207.898.680

3.338.614.670.058.460
23.834.372.942.478.400
19.192.414.181.242.900
17.960.243.264.604.000

MAPK10
MAPK10
AKT3
MAPK10
AKT3
AKT3
AKT3
AKT3
MAPK10
MAPK10
MAPK10
AKT3
AKT3
AKT3
BIRCS
AKT3
BIRCS
MAPK10
AKT3
BIRCS
AKT3
BIRCS
AKT3
AKT3
AKT3
AKT3
AKT3



Term

Endometrial cancer
Non-small cell lung cancer
Acute myeloid leukemia

Mechanism of gene regulation by peroxisome proliferators via PPAR-alpha

Colorectal cancer

Glioma

Pathways in cancer

Pancreatic cancer

Renal cell carcinoma

Melanoma

Chronic myeloid leukemia

Prolactin activation of MAPK signaling
Progesterone-mediated oocyte maturation

Prostate cancer

ERBB signaling pathway

Chagas disease

Natural killer cell-mediated cytotoxicity

Human cytomegalovirus and MAP kinase pathways
PTEN-dependent cell cycle arrest and apoptosis
Estrogen receptor signaling pathway

Angiogenesis

BAD phosphorylation mediated by IGF1R signaling
CREB transcription factor and its extracellular signals
Collagen binding in corneal epithelia mediated by Erk and PI-3 Kinase
Actin cytoskeleton regulation

IGF1 receptor signaling through beta-arrestin

Focal adhesion

ERBB2 role in signal transduction and oncology

BAD phosphorylation regulation

ERKS role in neuronal survival pathway

VEGFR1 pathway

eIF4E and p70 S6 kinase regulation

TRAIL signaling pathway

Influence of Ras and Rho proteins on G1 to S transition

Inactivation of GSK3 by Akt causes accumulation of beta-catenin in alveolar macrophages

Alpha-V beta-3 integrin/OPN pathway
Netrin-mediated signaling events

Insulin signaling pathway

N-cadherin signaling events

Interleukin-7 signaling pathway

EGF receptor (ErbB1) signaling pathway
GM-CSF-mediated signaling events

Phospholipids as signaling intermediaries
Interleukin-23-mediated signaling events
Signaling of hepatocyte growth factor receptor
Trefoil factor initiation of mucosal healing

ERBB4 signaling events

Signaling events regulated by Ret tyrosine kinase
Bioactive peptide-induced signaling pathway

Fc epsilon receptor | signaling in mast cells
Aldosterone-regulated sodium reabsorption
Bladder cancer

Growth hormone receptor signaling

ERBB2/ERBBS3 signaling events

Angiopoietin receptor Tie2-mediated signaling
Type 2 diabetes mellitus

Interleukin-2 receptor beta chain in T cell activation
Thrombin signaling through protease-activated receptors
ATF2 transcription factor network

Natural killer cell receptor signaling pathway
Neurotrophic factor-mediated Trk receptor signaling
Ephrin receptor B forward pathway

FGF signaling pathway

Signaling events mediated by focal adhesion kinase
ERK1/ERK2 MAPK pathway

Thyroid-stimulating hormone signaling pathway
NFAT involvement in hypertrophy of the heart
€DC42 signaling events

Signaling events mediated by VEGFR1 and VEGFR2
Long-term depression

Long-term potentiation

Hemostasis pathway

Interleukin-6 signaling pathway

Leishmaniasis

Integrins in angiogenesis

VEGF signaling pathway

Signaling by SCF-KIT

Signaling events mediated by hepatocyte growth factor receptor (c-Met)

Fc epsilon receptor | signaling pathway

Small cell lung cancer

MicroRNAs in cardiomyocyte hypertrophy
Gap junction pathway

Signaling by ERBB4

Fc gamma receptor-mediated phagocytosis
Interferon-gamma signaling pathway
Integrin-mediated cell adhesion

Signaling by ERBB2

Interleukin-4 signaling pathway

Amoebiasis

Fibroblast growth factor receptor pathway
ERBB1 downstream pathway

Signaling by insulin receptor

Signaling by interleukins

Signaling by EGFR in cancer

Epidermal growth factor receptor (EGFR) pathway
mTOR signaling pathway

Fas signaling pathway

CXCR4 signaling pathway

Vascular smooth muscle contraction

Disease

Signaling by PDGF

Interleukin-1 signaling pathway

Neurotrophin signaling pathway

Signaling by FGFR in disease

PDGFB signaling pathway

NGF signaling via TRKA from the plasma membrane
T cell receptor signaling pathway

EGF/EGFR signaling pathway

Toll-like receptor signaling pathway regulation
Integrated breast cancer pathway

Integrin signaling pathway

Interleukin-2 signaling pathway

Chemokine signaling pathway

Platelet activation, signaling and aggregation
Gastrin-CREB signaling pathway via PKC and MAPK
Antigen-activated B-cell receptor generation of second messengers
signaling by NGF

ERK activation

Nifedipine activity

BioPlanet 2019 G3xG4 Table

Overlap P-value

3/52
3/54
3/57
3/57
3/62

05/jan
05/jan

1,65E+09
1,85E+08
2,19E+07
2,19E+07
2,82E+09
3,26E+08
3,38E+08
4,09E+08
4,09E+08
4,26E+09
4,64E+08
5,04E+08
7,63E+08
8,46E+07
9,99E+07
1,36E+10
3,11E+09
7,64E+07
8,54E+08
9,48E+09
1,26E+11
1,26E+11
1,26E+11
1,26E+11
1,40E+11
1,50E+11
1,53E+11
1,62E+10
1,75E+10
1,75E+10
1,75E+10
1,75E+10
1,89E+11
2,02E+11
2,17E+11
2,32E+11
2,47E+11
2,57E+11
2,80E+10
2,97E+10
2,97E+10
3,14E+11
3,14E+11
3,32E+10
3,50E+10
3,50E+10
3,50E+10
3,69E+10
4,08E+10
4,08E+10
4,29E+10
4,29E+10
4,50E+10
4,71E+10
5,85E+10
6,10E+11
6,60E+10
6,85E+10
8,51E+10
8,80E+10
8,80E+10
8,80E+10
9,10E+10
9,40E+10
1,03E+12
1,07E+12
1,17E+12
1,20E+12
1,20E+12
1,20E+12
1,20E+12
1,23E+10
1,23E+12
1,27E+11
1,34E+11
1,41E+11
1,49E+12
1,53E+11
1,53E+11
1,73E+12
1,77E+12
1,98E+12
2,12E+12
2,17E+12
2,31E+11
2,45E+11
2,55E+12
2,65E+11
2,70E+11
2,70E+11
2,75E+11
2,91E+12
291E+12
3,02E+11
3,02E+11
3,13E+10
3,24E+12
3,30E+11
3,30E+11
3,62E+11
3,65E+10
3,83E+11
3,89E+12
4,01E+11
4,08E+12
4,53E+12
4,73E+12
4,87E+11
4,94E+11
5,65E+11
5,88E+11
7,10E+10
8,72E+11
0,001024462
0,001034402
0,001084805
0,001189128
0,001249473
0,001249473

Adjusted P-value
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
1,45E+11
2,02E+11
2,09E+11
2,30E+11
2,92E+11
6,32E+10
1,46E+12
1,55E+12
1,64E+12
1,81E+12
1,81E+12
1,81E+12
1,81E+12
1,89E+12
1,89E+12
1,89E+12
1,89E+12
1,89E+12
1,89E+12
1,89E+12
1,89E+12
1,97E+12
2,05€+10
2,14E+12
2,22E+12
2,31E+12
2,34E+12
2,47E+11
2,50E+11
2,50E+11
2,52E+11
2,52E+11
2,57E+10
2,57E+10
2,57E+10
2,57E+10
2,65E+11
2,82E+11
2,82E+11
2,84E+12
2,84E+12
2,93E+12
3,01E+11
3,67E+11
3,76E+12
3,99E+12
4,08E+12
4,90E+10
4,90E+10
4,90E+10
4,90E+10
4,98E+11
5,07E+11
5,49E+11
5,57E+11
5,83E+11
5,83E+11
5,83E+11
5,83E+11
5,83E+11
5,83E+10
5,83E+10
5,92E+10
6,17E+10
6,42E+11
6,68E+11
6,68E+11
6,68E+11
7,46E+11
7,54E+11
8,35E+11
8,81E+11
8,89E+11
9,36E+11
9,83E+11

0,00101116
0,001035779
0,001035779
0,001035779
0,001043992
0,001080141
0,001080141
0,001096524
0,001096524
0,001124513
0,001149025
0,001149025
0,001149025
0,001245579
0,001245579
0,001294639
0,001302617
0,001331272
0,001339224
0,001474026
0,001525168
0,001554691
0,001562277
0,001772839
0,001826587
0,002186585
0,002661767
0,003100346
0,003103206
0,003226361
0,003506403
0,003622423
0,003622423

Old P-value Old Adjusted P-value

0O 000 0000000000000 0O0O0O000O000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000O000O0O0O0O0 O O

O 0O 0000000000000 O0OO000O0O000O000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000O0O0O0OO0 0

0dds Ratio
6.105.918.367.346.930
5.865.882.352.941.170
5.539.166.666.666.660
5.539.166.666.666.660
5.068.474.576.271.180
482,25
24.515.887.850.467.200
44.614.925.373.134.300
44.614.925.373.134.300
43.956.617.647.058.800
4.269.642.857.142.850
4.150.625
359.855.421.686.747
347,25
3.280.879.120.879.120
29.545.544.554.455.400
22.232.462.686.567.100
8.324.583.333.333.330
7.834.509.803.921.560
7.398.888.888.888.880
6.340.952.380.952.380
6.340.952.380.952.380
6.340.952.380.952.380
6.340.952.380.952.380
13.299.551.569.506.700
5.788.985.507.246.370
12.890.217.391.304.300
554,75
5.325.333. 3 30

Combined Score
953.526.494.342.797
909.279.321.905.746

8.494.953.665.782.790
8.494.953.665.782.790
7.643.215.919.737.960
7.202.926.940.518.230
3.652.982.928.971.920
6.563.191.588.880.120
6.563.191.588.880.120
6.447.405.323.749.170
6.226.540.189.445.250
6.018.913.927.077.680
5.069.010.619.469.860
485.538.859.092.337
4.533.181.837.907.110
39.919.906.738.377.500
28.190.694.458.683.100
980.837.516.307.289
9.143.887.447.340.030
8.557.579.526.684.430
7.152.572.070.560.200
7.152.572.070.560.200
7.152.572.070.560.200
7.152.572.070.560.200
148.639.772.329.154
6.431.429.930.021.900
14.288.697.438.603.100
6.118.796.435.190.910
5.832.818.995.426.610

5.832.818.995.426.610

3.
5.325.333.333.333.330
5.325.333.333.333.330

5.832.818.995.426.610

5.325.333.333.333.330

5.832.818.995.426.610

512.025.641.025.641
493.037.037.037.037
4.754.047.619.047.610
45.898.850.574.712.600
4.436.666.666.666.660
10.796.167.883.211.600
4.158.958.333.333.330
40.327.272.727.272.700
40.327.272.727.272.700
3.913.921.568.627.450
3.913.921.568.627.450
3.801.904.761.904.760
3.696.111.111.111.110
3.696.111.111.111.110
3.696.111.111.111.110
35.960.360.360.360.300
34.112.820.512.820.500
34.112.820.512.820.500
3.325.833.333.333.330
3.325.833.333.333.330
3.244.552.845.528.450
3.167.142.857.142.850
2.829.503.546.099.290
2.770.416.666.666.660
26.593.333.333.333.300
26.070.588.235.294.100
23.319.298.245.614.000
22.916.091.954.022.900
22.916.091.954.022.900
22.916.091.954.022.900
22.526.553.672.316.300
2215
2.109.206.349.206.340
20.761.458.333.333.300
19.828.855.721.393.000
19.536.274.509.803.900
19.536.274.509.803.900
19.536.274.509.803.900
19.536.274.509.803.900
6:
19.252.173.913.043.400
18.976.190.476.190.400
18.447.222.222.222.200

&

5.570.304.625.671.950
5.328.545.495.992.290
5.105.230.681.141.120
4.898.376.430.167.520
4.706.270.584.187.540
1.140.857.454.848.980
4.360.553.946.283.010
4.204.515.497.040.660
4.204.515.497.040.660
40.583.164.477.642.400
40.583.164.477.642.400
39.210.777.680.384.200
37.920.209.099.703.400
37.920.209.099.703.400
37.920.209.099.703.400
36.704.539.413.007.500
344.738.699.212.753
344.738.699.212.753
33.448.402.322.963.700
33.448.402.322.963.700
3.247.674.396.403.270
31.554.879.486.634.500
27.576.532.832.341.300
268.878.505.476.905
25.599.590.632.869.200
2.499.635.583.784.040
2.185.509.468.895.310
2.139.974.518.717.940
2.139.974.518.717.940
2.139.974.518.717.940
2.096.111.196.622.330
2.053.831.797.040.210
19.357.063.858.142.500
18.989.974.725.350.400
17.959.929.959.337.500
1.763.848.974.466.870
1.763.848.974.466.870
1.763.848.974.466.870
1.763.848.974.466.870
5.672.489.364.122.940
17.327.169.589.409.000
17.025.513.515.192.300
16.449.500.813.633.000

17.946.846.846.846.800
1.747.280.701.754.380
17.245.021.645.021.600
17.245.021.645.021.600
16.189.430.894.308.900
15.993.574.297.188.700
15.081.060.606.060.600
1.458.168.498.168.490
1.442.246.376.811.590
13.964.912.280.701.700
13.535.374.149.659.800
13.263.333.333.333.300
13.001.960.784.313.700
12.875.080.906.148.800
12.875.080.906.148.800
12.750.641.025.641.000
12.391.277.258.566.900
12.391.277.258.566.900
12.162.691.131.498.400
12.162.691.131.498.400
11.942.342.342.342.300
11.729.793.510.324.400
11.626.315.789.473.600
11.626.315.789.473.600
43.198.211.624.441.100
11.041.666.666.666.600
10.770.731.707.317.000
10.683.333.333.333.300
10.512.698.412.698.400
10.429.396.325.459.300
9.881.094.527.363.180
9.663.260.340.632.600
952.326.139.088.729
9.454.761.904.761.900
88,2
8.645.751.633.986.920
34.036.137.440.758.200
7.061.675.579.322.630
6.499.835.796.387.520
6.467.647.058.823.520
6.311.323.763.955.340
6.020.091.324.200.910
12.494.375

12.494.375

15.907.302.830.047.600
15.396.113.796.153.300
1.515.135.337.944.880
1.515.135.337.944.880
14.024.787.757.621.700
13.817.196.834.139.800
1.285.621.177.900.280
12.334.790.185.692.200
12.169.230.483.638.300
11.695.372.707.339.700
11.253.170.126.751.400
10.974.471.319.194.800
107.077.221.634.846
10.578.599.029.910.900
10.578.599.029.910.900
10.452.195.041.351.200
10.088.492.993.703.100
10.088.492.993.703.100
9.858.198.638.512.660
9.858.198.638.512.660
963.699.454.999.233
9.424.370.732.555.300
9.321.127.225.065.880
9.321.127.225.065.880
3.422.792.081.679.160
8.741.221.903.877.360
8.474.514.255.078.430
8.388.761.737.196.540
8.221.743.620.524.080
8.140.403.198.886.480
7.608.307.720.116.070
7.398.545.888.844.280
7.264.240.861.451.010
719.867.375.469.436
6.595.804.986.676.100
6.431.851.729.913.220
24.677.765.544.550.800
49.748.950.145.877.300
4.474.218.841.511.580
44.458.164.677.576.100
4.308.333.412.206.390
4.054.251.544.494.840
8.352.531.058.286.910
8.352.531.058.286.910

Genes
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;NOS2;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;NOS2;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;NOS2;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;NOS2;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
GJAL;PIK3CA
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;ARAF;MAPK1
GJAL;PIK3CA
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;NOS2
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
ARAF;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
NOS2;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
ARAF;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
ARAF;MAPK1
ARAF;MAPK1
PIK3CA;NOS2;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
NOS2;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;NOS2
PIK3CA;MAPK1
GJAL;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
ARAF;MAPK1
PIK3CA;MAPK1
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