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RESUMO

O café ¢ uma planta de alto valor economico e cultural devido a bebida que se prepara a
partir de sua semente. Do plantio a bebida, partes do seu fruto como casca e polpa,
tornam-se descarte e muitos compostos bioativos sdo desperdicados. Na busca de
diminuir este desperdicio e o impacto ambiental gerado pelo descarte, a industria
farmacéutica ¢ vista como grande potencial na pesquisa para a transformacao desse
residuo em um subproduto de valor agregado na area da saude. Neste contexto, o
subproduto do café torna-se material de estudos a partir da sua implementagdo na dieta,
e a sua digestdo ¢ avaliada em dois eixos do organismo que estdo diretamente ligados ao
intestino: eixo Intestino-Pele e eixo Intestino-Cérebro. Para que os estudos sobre a
interferéncia do subproduto do café, por meio da digestdo, interagissem nos eixos citados,
foram utilizadas amostras de intestino, pele e cérebro de camundongos e andlises de
expressdo génica de genes previamente selecionados com atividades conhecidas em
processos inflamatdrios e disfuncionais da pele e em processos neurodegenerativos no
cérebro. Dos 368 genes avaliados, 16 apresentaram resultados estatisticos significativos,
sendo 8 no intestino, Cldn4, Pax3, Psen2, Jun, Prss8, Sirtl, Tgml e Tyr; 4 na pele:
Hsp90aal, Panx3, Cdkll e Mucl; e 4 no cérebro, Acss2, IL-6, Tgml e Tgm5. Destes
resultados, o subproduto do café demonstrou uma atividade mais benéfica em relagdo ao
cérebro e a marcadores de doencas neurodegenerativas do que nos marcadores

dermatoldgicos e intestinais.

Palavras-chave: Subproduto do caf€; Intestino, Pele, Cérebro, Expressdo génica.



ABSTRACT

Coftee is a plant of high economic and cultural value due to the beverage made from its
seeds. From planting to the drink, parts of its fruit, such as the skin and pulp, become
waste, and many bioactive compounds are discarded. To reduce this waste and the
environmental impact caused by disposal, the pharmaceutical industry is seen as a major
potential player in researching the transformation of this waste into a value-added by-
product in the health sector. In this context, the coffee by-product becomes the subject of
studies focused on its implementation in the diet, with digestion being evaluated through
two axes of the body that are directly linked to the intestine: the Gut-Skin Axis and the
Gut-Brain Axis. To study how the coffee by-product influences these axes through
digestion, samples from the intestine, skin, and brain of mice were used, along with gene
expression analyses of previously selected genes known for their roles in inflammatory
processes and dysfunctions in the skin and neurodegenerative processes in the brain. Out
of the 368 genes evaluated, 16 showed statistically significant results, with 8 in the
intestine, Cldn4, Pax3, Psen2, Jun, Prss8, Sirtl, Tgml1 and Tyr; 4 in the skin, Hsp90aal,
Panx3, Cdkl11 e Mucl; and 4 in the brain, Acss2, IL-6, Tgml e Tgm5. These results
indicated that the coffee by-product exhibited more beneficial activity concerning the
brain and markers of neurodegenerative diseases than with dermatological and intestinal

markers.

Keywords: Coffee byproduct; Intestine; Skin; Brain; Gene expression.
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1. INTRODUCAO

O café (Coffea arabica, Rubiaceae) ¢ uma planta mundialmente conhecida devido
a bebida que se produz a partir da sua semente. No Brasil, ele se apresenta como um
produto essencial tanto em ambito econdmico quanto sociocultural, de forma que ¢ onde
se instala a sua maior produgdo agricola e seu segundo maior consumo (GUERRA et al.,
2021). Do plantio a bebida, encontram-se diversos processos que se caracterizam na
comercializagdo de um produto de alta qualidade e rentabilidade (CORADI; BOREM;
OLIVEIRA, 2008). A lavagem, estocagem e transporte no pos-colheita sdo essenciais na
manuten¢do da integridade dos frutos, que podem acarretar processos de fermentagao ou
de desenvolvimento de fungos se realizados de forma indevida (REZENDE, 2013). Ap6s
esta fase, os frutos selecionados passam por vias de processamento como a via seca, ou
via imida, para a formagdo inicial do grio de café que sera comercializado (DURAN et
al., 2016). Tanto na via seca, como na via imida, ha a perda de substancias ou compostos
dos frutos, como efluentes liquidos da polpa e a casca (REZENDE, 2013). Em adi¢ao, ¢
importante ressaltar que a quantidade de residuos agroindustriais gerados durante toda a
cadeia produtiva do café pode resultar em um ndo aproveitamento de 30% a 40% dos
produtos. Essa colocagdo se torna problematica quando se pensa em questdes ambientais,
principalmente quando relacionado ao seu descarte, que se torna poluente. Assim, ¢ de
interesse governamental e industrial planejar de modo mais efetivo o seu manuseio, bem
como encontrar uma finalidade til ao devido residuo, tornando-o em um subproduto
(ELLEN et al., 2020). No caso do café, considerando principalmente os residuos de casca,
pode-se estimar uma quantidade muito préxima a de comercializagao do proprio grao (30
milhdes de sacas por ano). Entretanto, este residuo apresenta constituintes moleculares
bioativos que poderiam ser transformados em muitos produtos de alto valor agregado se

explorado seu uso em diferentes industrias (SOCCOL, 2000).

E nesta lacuna que a industria farmacéutica se apresenta como grande poténcia na
busca cientifica pela utilizacdo do subproduto do café como matéria prima na elaboragdo
de cosméticos ou medicamentos (VALENTE, 2015). Acrescenta-se, ainda, a ideia de que
a implementa¢do do uso de produtos naturais na saide destaca-se quando comparado ao
uso de medicamentos alopaticos sintéticos, que podem apresentar efeitos adversos
indesejaveis no organismo (PAL; SHUKLA, 2003). O uso de produtos naturais,
principalmente derivados de plantas, estdo sendo altamente recomendados como aliados

na manuten¢do da boa saude, bem como na prevencdo de doencas ao longo da vida
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(PUGLIA; LAURO, 2019; EKOR, 2014). Nesse sentido, unem-se as ideias de redugao
de residuos agricolas para diminui¢ao da interferéncia poluente no meio ambiente, com o
potencial da industria farmacéutica e alimenticia em explorar o uso de subprodutos em
suas pesquisas € o interesse populacional de consumir produtos naturais na busca de uma
vida mais saudavel. Concordantemente, utilizar o subproduto do café como objetivo de
estudo ndo apenas concretiza a intima relagdo destas colocagdes, mas também destaca a
propriedade da pesquisa cientifica brasileira no assunto, devido ao seu altissimo consumo
e producio (DURAN et al., 2016). Uma das possibilidades de colocar este tipo de estudo
em pratica ¢ a partir do uso do subproduto do café por meio de sua implementacdo na
dieta, ja que a ingestdo ¢ o principal processo de absor¢ao dos nutrientes de interesse. O

intestino, portanto, ¢ um 6rgdo intrinsicamente necessario de ser estudado neste trabalho.

O intestino ¢ um orgdo do trato gastrointestinal dividido em duas grandes porgdes:
delgado e grosso. O intestino delgado ¢ dividido em trés segmentos sendo eles duodeno,
jejuno e ileo, e realiza fungdes de término de digestdo, secre¢des enddcrinas e absorgao
de nutrientes. J& o intestino grosso (Figura 1) estd relacionado a absorcdo de agua,
formagdo das fezes e secre¢ao de muco, e apresenta caracteristicas importantes como
presenga da microbiota intestinal (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1995). Das porgdes
anatomicas e fisiologicas do intestino grosso, pode-se destacar ceco, colon e o reto

(ELLIS; MAHADEVAN, 2014).

Figura 1: Ilustrag@o esquematica da anatomia do intestino grosso e recorte dos principais tecidos e tipos

celulares, realizados no aplicativo BioRender.

A microbiota intestinal ¢ um grande conjunto de microrganismos presentes
principalmente no intestino grosso, incluindo virus, fungos, arqueias e especialmente
bactérias, que participam ativamente de funcdes regulatorias no organismo hospedeiro
como fungdes digestivas, imunes, hormonais e at¢ manuten¢do da funcionalidade de
orgaos distantes (DI VINCENZO et al., 2023; CALATAYUD et al., 2020). A relacao
mutualistica entre a microbiota e o hospedeiro permite que o organismo se mantenha em

homeostase se ndo apresentar processo de disbiose, em que esta microbiota apresenta
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desequilibrio na diversidade de microrganismos benéficos e patogénicos (ALVAREZ et

al., 2021; SINHA; LIN; FERENCZI, 2021).

Além do intestino, um segundo destaque deste estudo procura clarear a relagao
entre intestino e pele (Figura 2), devidos as semelhangas entre esses 6rgaos, de modo que
ambos sdo interface do organismo com o meio ambiente, e possuem caracteristicas
comuns como tecidos altamente vascularizados e presenca de comunidade microbiana,
que constituem o sistema de barreira e realizam prote¢ao do organismo conta patogenos

externos (CALATAYUD et al., 2020).

Figura 2: esquema do Eixo Intestino-Pele realizado no aplicativo ilustrativo BioRender.

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e tem como principal fungao revestir o
organismo de modo a criar um isolamento do ambiente interno ao externo. Ela possui
duas importantes camadas, sendo epiderme, mais externa, ¢ derme, mais interna, que
estdo em constante transformacdo e realizam fungdes importantes de comunicagdo
(BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019). Estudos demonstram que o papel do processo
de digestdo, absor¢ao e producao de metabolitos da microbiota intestinal estd intimamente
ligado a ocorréncias na pele, como o envelhecimento celular (BOYAJIAN et al., 2021).
Pode-se afirmar, portanto, uma relagdo de comunicacao bidirecional entre o intestino e a
pele, sendo denominada Eixo Intestino-Pele (ANDRADE et al., 2023). Embora este
estudo e a relacdo de suas microbiotas aponte grandes conexdes, ainda hd muitos
mecanismos desconhecidos dessa interagdo e sua relagdo com o desenvolvimento de
doencas (SINHA; LIN; FERENCZI, 2021). Um exemplo de caso deste eixo pode ser
constatado na expressao da psoriase como fator de predisposi¢cao da obesidade, sendo o
seu caminho contrdrio também valido, devido ao desencadeamento de processos

inflamatorios (ANDRADE et al., 2023). De modo a elucidar a comunicacao entre esses
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dois orgaos e a expressao de disturbios e doengas interseccionais, ¢ importante que se
estude os marcadores genéticos e vias comuns dos processos de absor¢do e distribui¢do
dos nutrientes, autofagia, inflamacao, estresse oxidativo, barreira e atividade imune que

0s compoem.

Assim como a pele, o cérebro também ¢ um o6rgdo que ja foi testemunhado em
conter relagdes intrinsecas com o intestino, pondo em evidéncia o eixo Intestino-Cérebro
(Figura 3). O cérebro ¢ um o6rgdo constituido por tecido nervoso e ¢ o maior 6rgao do
encéfalo. E parte fundamental do sistema nervoso central, que também inclui a medula
espinhal e ¢ responsavel por coordenar e controlar diversas fung¢des vitais do corpo
humano. Essas fung¢des cerebrais sdo variadas e complexas, abrangendo desde a resposta
a estimulos sensoriais até a execu¢do de movimentos, a regulagdo das emocdes, a
comunicagdo, o processamento de pensamentos ¢ a memoria. Ele recebe informagdes dos
orgdos sensoriais, processa, ¢ gera respostas apropriadas, desempenhando um papel

crucial na interagdo do organismo com o ambiente (THAU; REDDY; SINGH, 2022).

Figura 3: esquema do Eixo Intestino-Cérebro realizado no aplicativo ilustrativo BioRender.

A conexdo nervosa entre o intestino e o cérebro € realizada principalmente pelo
nervo vago, mas possui uma diversa populacdo neuronal complementar ao sistema. O
Sistema Nervoso Entérico, encontrado por toda a area gastrointestinal, faz parte do
sistema nervoso periférico que controla a sua fisiologia e também ¢ essencial na emissao
de sinais no eixo citado (SINGH; DAWSON; KULKARNI, 2021). Uma outra evidéncia
do eixo Intestino-Cérebro consiste na participagdo da microbiota intestinal e seus
metabolitos, ao lado das fibras aferentes vagais, no processo de interocepcao do
organismo, em que o cérebro recebe e processa informacdes sobre o seu estado fisiologico
interno (MAYER; NANCE; CHEN, 2022). Em adicdo, interacdes entre o intestino € o

cérebro sdo referenciadas em estudos de doengas neurodegenerativas, de modo a
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compreender e elucidar os mecanismos de intensificacdo dos sintomas (QUIGLEY, 2017;
TAN; LIM; LANG, 2022). As doengas degenerativas sdo caracterizadas primeiramente pela
perda de neurdnios no Sistema Nervoso Central, tendo como exemplo a Doenca de
Alzheimer, Doenca de Parkinson e Doenca de Huntington, mas cada uma apresenta seus
mecanismos moleculares unicos que permitem o desenvolvimento da doenga e, portanto,
estudar alguns dos marcadores moleculares que permeiam as doengas neurodegenerativas

¢ uma boa abordagem de pesquisa (SINGH; DAWSON; KULKARNI, 2021).

Desta forma, para elucidar a interacdo entre o intestino com a pele e o cérebro,
analise de expressdo génica de diferentes marcadores, que podem ser descritas como
respostas a determinados fatores ambientais que desencadeiam processos moduladores,
de ativagdo ou inibi¢do em um organismo, tecido ou célula por meio do RNA ¢ uma
importante e valiosa ferramenta de pesquisa. Com excecdes as células gaméticas, todas
as células do organismo possuem material genético idéntico devido ao processo de mitose
ocorrido a partir da célula mae na embriogénese (MARTINS; MACIEL FILHO, 2010). A
expressdo génica passa a ser fundamental no processo de diferenciacdo e designacdo de
fungdo celular (MARTINS; MACIEL FILHO, 2010; STRACHAN; READ, 2013). O
estudo da expressdo génica atualmente usa a metodologia do RT-PCR (Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction, em traducao, Reacdo em Cadeia da
Polimerase com Transcri¢gdo Reversa) para quantificar a expressdo ou nao-expressao de
genes de interesse localizados em 6rgdos ou vias em estudos a depender da introdugao do
fator externo (STRACHAN; READ, 2013). No caso deste trabalho, o fator externo ¢ o
subproduto do café e os seus efeitos na expressao génica de vias comuns ao eixo Intestino-

Pele e ao eixo Intestino-Cérebro.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da dieta enriquecida com o subproduto industrial do café (Coffea
arabica) em marcadores associados a doengas do intestino, pele e cérebro, tendo
em vista evidenciar a interagdo que ocorrer nestes eixos € sua potencial atividade

moduladora.
2.1. Objetivos especificos

De forma especifica, o presente estudo apresenta como objetivos avaliar

os efeitos de uma dieta enriquecida com o residuo do café (Coffea arabica) via

e Quantificagdo da expressdo génica de marcadores de doencas do intestino e
da pele a partir de genes pré-selecionados;

e Identificacdo de genes e vias em comum entre o Intestino e a Pele;

e Investigagdo da relagdo do Eixo Intestino-Pele a partir expressdo génica destes
genes e vias;

e Quantificagdo da expressdo génica de marcadores do intestino e do cérebro a
partir de genes pré-selecionados;

e Identificacdo de genes e vias em comum entre o Intestino e o Cérebro;

e Investigacdo da relagdo do Eixo Intestino-Cérebro a partir expressdo génica

destes genes e vias;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Produto teste

O residuo do café, constituido pela casca e polpa do fruto, foi fornecido pela
empresa Verum Ingredients do Brasil, com sede na cidade de Botucatu, Sao Paulo. As
amostras encontravam-se previamente desidratadas e foram novamente submetidas ao
processo de secagem em estufa por 48 horas a 50°C. Em seguida, foram trituradas em

moinho de facas e armazenadas em refrigeragdo a 4°C.

O produto teste foi incorporado na ragdo dos animais de experimentagdo. na
proporcao de 10% a partir da mistura do residuo seco e pulverizado com ragao padrao de
roedores (Quintia AS). Apos a mistura uniforme do conteudo, a ragdo foi peletizada,
desidratada em estufa por 24 horas 50°C, armazenada e mantida a 4°C até o momento de

experimentagao.
3.2. Delineamento experimental

Camundongos C57BL/6 (CEUA n°3338151222) sadios provenientes do Biotério
Anilab Ltda., da cidade de Paulinia, Sdo Paulo, com 8 semanas de idade foram utilizados.
Os animais foram mantidos por 7 dias para aclimatacdo no Biotério do Laboratdrio de
Fitomedicamentos, Farmacologia e Biotecnoloogia (FitoFarmaTec) com filtragdao de
entrada e saida de ar, temperatura controlada de 21 + 2°C e ciclo de luz claro/escuro de

12 horas cada.

Os animais foram divididos randomicamente em 2 grupos conforme descrito

abaixo:

»  Grupo Branco (GB) — 19 animais sadios que receberam ragdo padrao de roedores
durante 12 semanas;
*  Grupo Teste (GT) — 15 animais sadios que receberam ragdo enriquecida com o

subproduto do café (Coffea arabica) na proporcao de 10% durante 12 semanas.

Durante esse periodo, o consumo de rag¢ao e o peso corporal dos animais foram avaliados
a cada 7 dias e ao final do experimento, os animais foram mortos por deslocamento
cervical ap6s administracdo intraperitoneal de anestesia (cetamina 300mg/kg + xilazina
30mg/kg). Apds a morte dos animais, pele, intestino e cérebro foram coletados e

armazenados para os estudos dos mediadores.
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3.3. Analises de expressao génica

As analises da expressdo génica foram realizadas em duas etapas, utilizando-se a

mesma metodologia. Na primeira etapa foram avaliados a expressao dos genes descritos

na Tabela 01 em amostras de pele dos animais de ambos os grupos experimentais. Nesta

tabela sdo indicados os genes avaliados, assim como sua descri¢do, seu primer e sua

principal via de sinalizagao.

Tabela 01: Genes selecionados para o desenvolvimento do estudo de mediadores da Pele.

Os dados apresentados foram extraidos dos sites National Library of Medicine para

espécie de camundongos (mus musculus) e Integrated DNA Technologies.

Genes Descricéo Primer Atividade inicial
Anxal annexin Al CCAGCACTCCAGCTTTCTTT (Sense) Exossoma
TCCGAACGGGAGACCATAAT (AntiSense)
Atgl unc-51 like autophagy activating kinase 1 CAGGGTGGACACATGCTAATAC (Sense) Autofagia
CAGCTTGTGGACACTCAGATAC (AntiSense)
Atg101 autophagy related 101 GGTCTTGCTGGAGCCTTAAT (Sense) Autofagia
GGCATTCACTCCGGGAAATA (AntiSense)
Atg3 autophagy related 3 CCACCTCCTATGTGTTCAGTTC (Sense) Autofagia
ACATATGAACACCAAGCTCTCC (AntiSense)
Atg7 autophagy related 7 GCCAAGATCTCCTACTCCAATC (Sense) Autofagia
GGCATTCACTCCGGGAAATA (AntiSense)
Becnl beclin 1 CTGTAGCCAGCCTCTGAAAC (Sense) Autofagia
CCTGGGCTGTGGTAAGTAATG (AntiSense)
Caspl caspase 1 ACAAGATCCTGAGGGCAAAG (Sense) Inflamassoma
CCTGATTCAGCACTCTCTTCTC (AntiSense)
Cat catalase GATGGTAACTGGGATCTTGTGG (Sense) Estresse oxidativo
GTGGGTTTCTCTTCTGGCTATG (AntiSense)
Cd63 antigen protein gene CD63 AGGAGGAATGAAGTGTGTCAAG (Sense) Exossoma
GCAGTAGTCTCATGGGTAATGG (AntiSense)
Cd81 antigen protein gene CD81 GGTGGCATATGTGGGATGTAG (Sense) Exossoma
CAAGTAGCTGTAGAGGAGGTTTG (AntiSense)
Cd9 antigen protein gene CD9 TGTTCTTCGGGTTCCTCTTG (Sense) Exossoma
CACCTCATCCTTGTGGGTATAG (AntiSense)
Cdhl cadherin 1 TTGGTGTGGGTCAGGAAATC (Sense) Barreira
GTGTCCCTCCAAATCCGATAC (AntiSense)
Chmp2a charged multivesicular body protein 2a GGGTGATGAGGAAGATGAAGAG (AntiSense) Exossoma
CCAGTGGAGGGAAGGTTTG (AntiSense)
COX1 cytochrome c oxidase subunit | CAGTGCGGTCCAACCTTAT (Sense) Inflamacéo

GAGGGCAGAATGCGAGTATAG (AntiSense)
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COX2

Cull

Cul2

Cul4A

Cul4B

Cul5

Cul7

Cul9

Egf

Fof

Foxol

Gab2

Gpx2

Gpx4

Grap

Grap2

Grb2

Hsc70

Hsfl

Hsp90aal

1110

np

cytochrome c oxidase subunit 1!

cullin 1

cullin 2

cullin 4A

cullin 4B

cullin5

cullin 7

cullin9

epidermal growth fator

fibroblast growth factor

forkhead box protein 1

growth factor receptor bound protein 2

glutathione peroxidase 2

glutathione peroxidase 4

GRB2-related adaptor protein

GRB2-related adaptor protein 2

growth factor receptor-bound protein 2

heat shock cognate protein

heat shock factor 1

heat shock protein 90

interleukin 10

interleukin 1

GAAGATTCCCTCCGGTGTTT (Sense)
CCCTTCTCACTGGCTTATGTAG (AntiSense)
CACTCAGCAGTGGGAAGATTAC (Sense)
CGGCGAACCCAATGTCTATT (AntiSense)
AGCTCCAGCTTGGCTTTAC (Sense)
CTTCCCTCTCCTACCTTCCTAC (AntiSense)
CCAGTGAAGCCTGGAGATTT (Sense)
GCCACGTAGTGGTACTGATTT (AntiSense)
GCCAGACTACTAAGGGAAACTG (Sense)
CCACACATACACAGGGAAGAG (AntiSense)
GTACCGCAGGCTCAGATTT (Sense)
CATCTGTTCCCTGTCTCCTTAC (AntiSense)
AGCGCTTCCTTCCTGATATG (Sense)
GTCCTCATCGGGAGATGTAATG (AntiSense)
TACCCACCATCGTCACTACA (Sense)
CACCGTCTGCTGAACGTATT (AntiSense)
GGGAGTAGACAGAAGGTACAGA (Sense)
CCTGAGCGAGCAGTGATTAG (AntiSense)
GAGAGTTCAGAGTGCTAATGGG (Sense)
CTCCTGAGTGCTGGGATTAAAG (AntiSense)
GTCCTTTCTCCTTTCCTCAGAC (Sense)
CCAATGGCACAGTCCTTATCT (AntiSense)
GGTTGATAGTGGAAGTCGGAAG (Sense)
ACCACCATGGCCTGATATTG (AntiSense)
CCTACCGGCCATTTCCTTTA (Sense)
GACATCTCCCAGAAGGGTTTAG (AntiSense)
CACATGGTCTGCCTGGATAAG (Sense)
CGACTAGCTGAGTGTAGTTTACG (AntiSense)
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA (Sense)
GGACTTAAAGACAGCCACAGAG (AntiSense)
GGCATCTTTCTGTCTCCCATAG (Sense)
GATTGCCTTGGTGTCTGAGT (AntiSense)
CTGTCTCCGTGTCTCAGTTATG (Sense)
ACCACCATGGCCTGATATTG (AntiSense)
TCCTCATCAAGCGCAATACC (Sense)
GGCCCTTTCACCTTCATACA (AntiSense)
CTCTACTGTGACCACCTGTATG (Sense)
CAAGGAGATGTAGTGAGGTCTG (AntiSense)
GACGAGATGGTTTCTCTGAAGG (Sense)
TTCCACAAAGGCGGAGTTAG (AntiSense)
CTATGCTGCCTGCTCTTACTG (Sense)
GGGAAGTGGGTGCAGTTATT (AntiSense)
GGTGTGTGACGTTCCCATTA (Sense)
ATTGAGGTGGAGAGCTTTCAG (AntiSense)

Inflamacéo

Autofagia

Autofagia

Autofagia

Autofagia

Autofagia

Autofagia

Autofagia

Crescimento

Crescimento

Autofagia

Sinalizacdo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Sinalizacdo

Sinalizacdo

Sinalizacdo

Autofagia

Autofagia

Autofagia

Imune

Imune
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11230,

123p

116

Infy

IPAF

Lox12

Lox5

Mapllc3p

Mapk1

Mapk3

Mapk6

Mapk9

Mmp2

Mmp9

Msn

Mpo

Mtor

Mucl

Muc2

Muc3

Muc4

NIrp3

interleukin 23a

interleukin 23f

interleukin 6

interferon gamma

NLR family, CARD domain containing 4

lipoxygenase 12

lipoxygenase 5

microtubule-associated protein 1 light chain 3

mitogen-activated protein Kinase 1

mitogen-activated protein Kinase 3

mitogen-activated protein kinase 6

mitogen-activated protein kKinase 9

matrix metallopeptidase 2

matrix metallopeptidase 9

moesin

myeloperoxidase

mechanistic target of rapamycin kinase

mucin 1

mucin 2

mucin 3

mucin 4

NLR family, pyrin domain containing 3

CCAGCGGGACATATGAATCTAC (Sense)
TGTGGGTCACAACCATCTTC (AntiSense)
GGACTGCATGATAGCGTGAT (Sense)
GTCTCTGCTCCTGTGTCTTATG (AntiSense)
GTCTGTAGCTCATTCTGCTCTG (Sense)
GAAGGCAACTGGATGGAAGT (AntiSense)
ATCGGCTGACCTAGAGAAGA (Sense)
AGCCAAGATGCAGTGTGTAG (AntiSense)
CATCTCTCCACACAGGACAATC (Sense)
ATGAACAGGGTATCGCAAGG (AntiSense)
CAGCCGCATAGAGAACAGTATC (Sense)
GAGTCTCAGCAGCAGACATAAG (AntiSense)
CATCGAGCAGATCGTGGATAC (Sense)
CTCTGGGTACATGCCTAGAAAC (AntiSense)
GATCTGAGAATGGCCCTATGTG (Sense)
CCTCGATCGAACTCAGAAATCC (AntiSense)
CTTGGATCTCCATCACAGGAAG (Sense)
CCTGTTCCATGGCACCTTAT (AntiSense)
GGCTTCTCCCACTCCAATC (Sense)
GGGCTAGCAAGGGTAGATAAAG (AntiSense)
GGCTTCGACTTTGACTCCTT (Sense)
GCTGGGACACTGAGCTATTC (AntiSense)
GTAGGAACGCTGCTGTTAGT (Sense)
CAGGTTCTCCTGGTTACATCTC (AntiSense)
GTTCAACGGTCGGGAATACA (Sense)
GCCATACTTGCCATCCTTCT (AntiSense)
TCTGTGCGTTATGGTTCAGG (Sense)
GCCAGGAAGACACTTGGTTAT (AntiSense)
GGGCCTTGTCTCTGTGTTTAG (Sense)
GGGCCTTTCTAGGTTGTTAGTG (AntiSense)
GAGGAGAGTCTAGTCTTGGGATAG (Sense)
GTCAACTCCTCTCACTGACAAC (AntiSense)
GGAGGCTGATGGACACAAATAC (Sense)
GCTGGTTCTCCAAGTTCTACAC (AntiSense)
TACCCTACCTACCACACTCAC (Sense)
GAGAGACTGCTACTGCCATTAC (AntiSense)
CTACCACCATTACCACCACTAC (Sense)
GTCTCTCGATCACCACCATTT (AntiSense)
GGTGGAGAGCGTAGAGATAGA (Sense)
CTTCAGACTTTCGGTCCTGTAG (AntiSense)
GGGCTGATGCTGATTTCTCT (Sense)
AGTCTCCACTTCCCGGATTA (AntiSense)
CTTCCATGGCTCAGGACATAC (Sense)
CAACGGACACTCGTCATCTT (AntiSense)

Imune

Imune

Imune

Imune

Inflamassoma

Inflamacéo

Inflamacéo

Autofagia

Sinalizacdo

Sinalizacdo

Sinalizacdo

Sinalizacdo

Imune

Imune

Exossoma

Estresse oxidativo

Autofagia

Barreira

Barreira

Barreira

Barreira

Inflamassoma
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Nos2

Nos3

Nox1

Nox3

Nox4

Nrf2

Ocln

Panx1

Panx2

Panx3

Ppara

Ppary

Rabl1b

Rab13

Rab7

Rbilccl

Sod

Statl

Stat3

Tgfp

Tirl

Tirll

nitric oxide synthase 2

nitric oxide synthase 3

NADPH oxidase 1

NADPH oxidase 3

NADPH oxidase 4

nuclear fator erythroid 2-related factor 2

occludin

pannexin 1

pannexin 2

pannexin 3

peroxisome proliferator activated receptor o

peroxisome proliferator activated receptor gam

ras-related protein Rab-11B gene

RAB13, member RAS oncogene family

GTPase RAS related protein brain 7

focal adhesion kinase family interacting protein

superoxide dismutase

signal transducer and activator of transcription 1

signal transducer and activator of transcription 3

transforming growth factor a

toll-like receptor 1

toll-like receptor 11

GGAATCTTGGAGCGAGTTGT (Sense)
CCTCTTGTCTTTGACCCAGTAG (AntiSense)
TGTGGGAGAAGATGCCAAAG (Sense)
GAGTCAGCCCTGGTAGTAATTG (AntiSense)
CACTCCCTTTGCTTCCATCT (Sense)
CAAAGGCACCTGTCTCTCTAC (AntiSense)
AATCCAGTCCGCACCTTTG (Sense)
GAAGACCAGAGCCAGAGAGATA (AntiSense)
CCAGAATGAGGATCCCAGAAAG (Sense)
GGTAGAAGCTGTAACCATGAGG (AntiSense)
GGCTCAGCACCTTGTATCTT (Sense)
CACATTGCCATCTCTGGTTTG (AntiSense)
CAGCAGCAATGGTAACCTAGAG (Sense)
CACCTGTCGTGTAGTCTGTTTC (AntiSense)
GGCCAACAGCGTCATAGAA (Sense)
CTGAGGCTCTGTGCTCTTAAC (AntiSense)
GCAGACGAGGGAAAGAATACA (Sense)
CGCGTGGCTGAGGTAATAG (AntiSense)
CAGGCTGCATACGTGGATAG (Sense)
CTTGTGAGGCCAGAGAGATTT (AntiSense)
GAGTAGGTCCTGTTCTCCTTCT (Sense)
TCAGGCTGGTGGTATCTACTT (AntiSense)
CTGGCCTCCCTGATGAATAAAG (Sense)
AGGCTCCATAAAGTCACCAAAG (AntiSense)
CTACCACTCAGCTTCTGTCTTC (Sense)
CTTCAGCAGGTACTACGCTAAC (AntiSense)
GAGATCGGGAACCAACAGTAAG (Sense)
GGGTGAATAGGAGGCAAGAAA (AntiSense)
CTTTCTGACCAAGGAGGTGATG (Sense)
TAGAAGGCCACACCAAGAGA (AntiSense)
CAGCAAGAGCGGGATAAAGA (Sense)
ACTGCTAGTGCGGAGTTTAC (AntiSense)
GGTTCCACGTCCATCAGTATG (Sense)
GTCTCCAACATGCCTCTCTTC (AntiSense)
CTGGCCCTGATGGTCTTATTC (Sense)
GAGCTCTAGGATGGTGTCAATC (AntiSense)
GTCTGTAGAGCCATACACCAAG (Sense)
GGTAGAGGTAGACAAGTGGAGA (AntiSense)
CTTTAGGAAGGACCTGGGTTG (Sense)
GTGTGTCCAGGCTCCAAATA (AntiSense)
ATGCTTACAGGCTCTGTCTTC (Sense)
GCAGGTGGGTGACATCTTTA (AntiSense)
CACCTCTGGACACTCTTTCATAC (Sense)
GCTTGATCCTCCTCACAATAGG (AntiSense)

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Barreira

Inflamassoma

Inflamassoma

Inflamassoma

Sinalizacdo

Sinalizacdo

Regulacéo

Autofagia

Autofagia

Autofagia

Estresse oxidativo

Imune

Imune

Sinalizacdo

Inflamassoma

Inflamassoma
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Tir2 toll-like receptor 2 CACTATCCGGAGGTTGCATATC (Sense) Inflamassoma
GGAAGACCTTGCTGTTCTCTAC (AntiSense)
TIr3 toll-like receptor 3 CTGAGAAGAGCCACAGTGATAG (Sense) Inflamassoma
TCCAGCAGAAGAGACACAAC (AntiSense)
Tird toll-like receptor 4 GAGCAAACAGCAGAGGAAGA (Sense) Inflamassoma
CCAGGTGAGCTGTAGCATTTA (AntiSense)
TIr5 toll-like receptor 5 GTCCAGAAAGCTGCCTCTAAG (Sense) Inflamassoma
GGTAGCAGACAGTACGCAATAG (AntiSense)
TIr6 toll-like receptor 6 CCTGGAAGTGCTCGGTTAAA (Sense) Inflamassoma
CCCTGTCGATTCTCTCAGTTATC (AntiSense)
Tir7 toll-like receptor 7 GTACCAAGAGGCTGCAGATTAG (Sense) Inflamassoma
CCTGTGGTATCTCCAGAAGTTG (AntiSense)
TIr8 toll-like receptor 8 CACAAGACTGGGCCTCTTATC (Sense) Imune
GTGCAGAAGGATGGAGTACAG (AntiSense)
TIr9 toll-like receptor 9 TGGACGGGAACTGCTACTA (Sense) Inflamassoma
CAGAGACAGATGGGTGAGATTG (AntiSense)
Tnfa tumor necrosis factor CTGAGTTCTGCAAAGGGAGAG (Sense) Inflamassoma
CCTCAGGGAAGAATCTGGAAAG (AntiSense)
Tsgl01 tumor susceptibility gene 101 AACATCCACGGTCAGAGTTG (Sense) Exossoma
GGGTAGGATGCAGAAACAGTAG (AntiSense)
Vps34 phosphatidylinositol 3-kinase catalytic 3 AACGTGCAGCTGAAGATAGG (Sense) Autofagia
CGGAGCATGTCTCTTGGTATAG (AntiSense)
Z01 tight junction protein 1 CTGAGCCGGTGTCTGATAATG (Sense) Barreira
CGCTCCTTCTGTTCGCTAAA (AntiSense)
Na segunda etapa, as andlises foram realizadas para os marcadores apresentados
na Tabela 02, com avaliacao destes marcadores na pele, intestino e cérebro dos animais.
Tabela 02: Genes selecionados para o desenvolvimento do estudo de mediadores da Pele,
Colon e Cérebro. Os dados apresentados foram extraidos dos sites National Library of
Medicine para espécie de camundongos (mus musculus) e Integrated DNA Technologies.
Genes Descricéo Primer Atividade
Acss2 acyl-CoA synthetase short-chain family member 2 CCAGTTGGTTCAGTCTCCATAG (Sense) Hidratacéo
GGCAGGGTTCTGTTCATAGT (AntiSense)
App amyloid B precursor protein TCTCTGTCCCTGCTCTACAA (Sense) Regulacéo sinaptica
CAAGACATCGTCGGAGTAGTTC (AntiSense)
Agp3 aquaporin 3 TAGGTTCCCACCCACCTTTA (Sense) Hidratacéo
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC (AntiSense)
Formac&o de bainhas de
GACATCTCCCTGCTCAAGTAAG (Sense)
Bacel [B-site APP cleaving enzyme 1 mielina
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Birc5

Caspl

Caspll

Cdk10

Cdk11

Cdk5

Cldn1

Cldn4

Cldn7

Collal

Col3al

Cold4al

Col5a1

Col7a1

Crebl

Cxcl1

Dcn

Dct

Dnail

Dscl

Dsp

baculoviral IAP repeat-containing 5

caspase 1

caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase

cyclin dependent kinase 10

cyclin dependent kinase 11B

cyclin dependent kinase 5

claudin 1

claudin 4

claudin 7

collagen, type I, al

collagen, type 111, al

collagen, type IV, al

collagen, type V, al

collagen, type VII, al

CAMP responsive element binding protein 1

C-X-C motif chemokine ligand 1

decorin

dopachrome tautomerase

dynein axonemal intermediate chain 1

desmocollin 1

desmoplakin

GTACCATCCATAGCTCCAACTC (AntiSense)
AACCCGATAGAGGAGCATAGA (sense)
GAAACTGGACAGACAGAGAGC (antiSense)
ACAAGATCCTGAGGGCAAAG (Sense)
CCTGATTCAGCACTCTCTTCTC (AntiSense)
GATGGCAGATGTGTGGAAGA (Sense)
TGTCAAAGCAGGACCAGAAG (AntiSense)
GGTGGCATATGTGGGATGTAG (Sense)
CAAGTAGCTGTAGAGGAGGTTTG (AntiSense)
TGTTCTTCGGGTTCCTCTTG (Sense)
CACCTCATCCTTGTGGGTATAG (AntiSense)
TTGGTGTGGGTCAGGAAATC (Sense)
GTGTCCCTCCAAATCCGATAC (AntiSense)
TTCTGGGAGGTGTCCTACTT (Sense)
AGGTGTTGGCTTGGGATAAG (AntiSense)
CTGACTCCAGAGAGAGAGAGAG (Sense)
CAGGACCTGTAGTCCCATAGA (AntiSense)
GAGTTTGGACCTGCCATCTT (Sense)
GTACGCAGCTTTGCTTTCAC (AntiSense)
AGACCTGTGTGTTCCCTACT (Sense)
GAATCCATCGGTCATGCTCTC (AntiSense)
CCTGGTGGAAAGGGTGAAAT (Sense)
CGTGTTCCGGGTATACCATTAG (AntiSense)
CCTCCAGGAACGACTACTCTTA (Sense)
TAATGAAGGGCCGGATGTTG (AntiSense)
CTCTGTGTGTGTGCCAAGAT (Sense)
CAGAGTCCATCCCACATTTCTC (AntiSense)
CATCCCGAGCACTGAACTAC (Sense)
GCCGCCAGGACAAGATATAA (AntiSense)

GCTCCCACTGTAACCTTAGTG (Sense)

GGACTTGTGGAGACTGGATAAC (AntiSense)
GTGTCAACCACTGTGCTAGT (Sense)
CACACATGTCCTCACCCTAATAC (AntiSense)
CCTGTCTCTCCAGAAGTTTGAC (Sense)
GTAAAGACTCACAGCCGAGTAG (AntiSense)
GAGAGTTCAGAGTGCTAATGGG (Sense)
CCAGTGTTCCGTCTGCTTTA (AntiSense)
GATGTGGGAGAAGGAACTGATG (Sense)
CCGAGTGAACTCCTCCTTTAAC (AntiSense)
GACTGCCATAGACAAGGATGAG (Sense)
TGGATGGAGAAGTGCTTTGG (AntiSense)
CCGGTTGACATGGCGTATAA (Sense)
CCTTCAGTTGCAGATAGGTGAG (AntiSense)

Envelhecimento

Inflamassoma

Inflamassoma

Ciclo celular

Ciclo celular

Ciclo celular

Barreira

Barreira

Barreira

Envelhecimento

Envelhecimento

Envelhecimento

Envelhecimento

Envelhecimento

Regulacdo de expressdo

génica

Inflamacéo e Cicatrizagdo

Envelhecimento

Pigmentacéo

Pigmentacéo

Envelhecimento

Envelhecimento
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Ednl

Eln

Fnil

Hyall

1110

1118

e

np

116

Inty

vl

Jun

Kit

Lor

Mapt

Mclr

Mif

Mitf

Mlana

Miph

Mmpl

Mmp12

endothelin 1

elastin

fibronectin 1

hyaluronoglucosaminidase 1

interleukin 10

interleukin 18

interleukin lo

interleukin 13

interleukin 6

interferon gamma

involucrin

jun proto-oncogene

KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase

loricrin cornified envelope precursor protein

microtubule-associated protein tau

melanocortin 1 receptor

macrophage migration inhibitory factor

melanogenesis associated transcription factor

melan-A

melanophilin

matrix metallopeptidase 13

matrix metallopeptidase 12

GACCATCTGTGTGGCTTCTAC (Sense)
GGAACACCTCAGCCTTTCTT (AntiSense)
CTCATCCATCCATCCATCCATC (Sense)
GACAGGTGAACCAGGTTGATAG (AntiSense)
CACCTTCAGTAGAAGGCAGTAG (Sense)
GTTCTCCTCCACAGCATAGATAG (AntiSense)
GTATGGAGTGGATGTGGATGTC (Sense)
GTGCCCAATTCCTCTCTGTAG (AntiSense)
CTATGCTGCCTGCTCTTACTG (Sense)
CTCTGTGGTTCCATGCTTTCT (Sense)
CTCTACTGTGACCACCTGTATG (Sense)
GTTTGAGGCGGCTTTCTTTG (AntiSense)
GCTTGAGTCGGCAAAGAAATC (Sense)
GAGAGATGGTCAATGGCAGAA (AntiSense)
GGTGTGTGACGTTCCCATTA (Sense)
ATTGAGGTGGAGAGCTTTCAG (AntiSense)
GTCTGTAGCTCATTCTGCTCTG (Sense)
GAAGGCAACTGGATGGAAGT (AntiSense)
ATCGGCTGACCTAGAGAAGA (Sense)
AGCCAAGATGCAGTGTGTAG (AntiSense)
CTCTCCAACCATCCCACATAAG (Sense)
ATGGTCAGGGCCAGATAGA (AntiSense)
CCAGACTGTACACCAGAAGATG (Sense)
CAACCAAAGTGTCTGCTTTCC (AntiSense)
CAGCACATAGCCCAGGTAAA (Sense)
CAACTCTTGCCGAGCTGATA (AntiSense)
GCCGATGGGCTTAACTTTCT (Sense)
GAGCGACTCAATGGCTTCTT (AntiSense)
GCTCAGATGCCTGCTTGATA (Sense)
TTACCTTCCTTCTGCCCAATAC (AntiSense)
CTGCACTCGCCCATGTATTA (Sense)
CAGCAGCAGGATGATAGTAGTC (AntiSense)
GTTCCACCTTCGCTTGAGT (Sense)
CATCGCTACCGGTGGATAAA (AntiSense)
GGAGGAAGAGGAGGAAGAAAGA (Sense)
CATAGAAACGCTGGAAGGAAGG (AntiSense)
TCTTCACCGCCACCTTATTC (Sense)
GGCGTCTACTCAGCCTTAAA (AntiSense)
TTAACCCGATCCTCGACTTTG (Sense)
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT (AntiSense)
GTTGACAGGCTCCGAGAAAT (Sense)
CATCAGGCACTCCACATCTT (AntiSense)
GCATACCTTACCACCACCATAG (Sense)
GGACTGTGCAGAGCATGAATA (AntiSense)

Pigmentacéo

Envelhecimento

Envelhecimento

Envelhecimento

Inflamacéo

Inflamacéo

Inflamacéo

Inflamacéo

Inflamacéo

Imune

Diferenciacdo celular

Envelhecimento

Pigmentacéo

Barreira

Estabilizacéo celular

Pigmentacéo

Pigmentacéo

Pigmentacéo

Pigmentacéo

Pigmentacéo

Envelhecimento

Envelhecimento
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Mmp2

Mmp3

Mmp9

Mt1A

Mucl

MyD88

Myo5a

Nfkbl

NIrp3

Nlrp6

Nrf2

Ocln

Pax3

Pmel

Pomc

Prkcz

Prss8

Psenl

Psen2

Pycard

Rxra

Serpinhl

matrix metallopeptidase 2

matrix metallopeptidase 3

matrix metallopeptidase 9

metallothionein 1

mucin 1

myeloid differentiation primary response gene 88

myosin VA

nuclear factor of k light polypeptide gene enhancer in B cells 1

NLR family, pyrin domain containing 3

NLR family, pyrin domain containing 6

nuclear factor, erythroid derived 2, like 2

occludin

paired box 3

premelanosome protein

pro-opiomelanocortin-a

protein kinase C, zeta

serine protease 8 (prostasin)

presenilin 1

presenilin 2

PYD and CARD domain containing

retinoid X receptor o

serine (or cysteine) peptidase inhibitor

GTTCAACGGTCGGGAATACA (Sense)
GCCATACTTGCCATCCTTCT (AntiSense)
GGACCAGGGATTAATGGAGATG (Sense)

TGAGCAGCAACCAGGAATAG (AntiSense)
TCTGTGCGTTATGGTTCAGG (Sense)
GCCAGGAAGACACTTGGTTAT (AntiSense)
TGGGCTGCTCCAAATGT (Sense)
GTATAGGAAGACGCTGGGTTG (AntiSense)
TACCCTACCTACCACACTCAC (Sense)
GAGAGACTGCTACTGCCATTAC (AntiSense)
AGCAACTAGGACTGCCTTTC (Sense)
GAACTCTTCCACTCAGCTATCC (AntiSense)

TGCACTCTGCTGGGAATTAG (Sense)
TTCGTGCTTGGGAGGTATTG (AntiSense)
GGATGACAGAGGCGTGTATTAG (Sense)

CCTTCTCTCTGTCTGTGAGTTG (AntiSense)

CTTCCATGGCTCAGGACATAC (Sense)
CAACGGACACTCGTCATCTT (AntiSense)

TCTGTGGAGCTGAGTGAGAA (Sense)
CGGTGAGGTGTGCCTTATTT (AntiSense)

GGCTCAGCACCTTGTATCTT (Sense)
CACATTGCCATCTCTGGTTTG (AntiSense)
CAGCAGCAATGGTAACCTAGAG (Sense)

CACCTGTCGTGTAGTCTGTTTC (AntiSense)
AACCCACTACCCAGACATTTAC (Sense)
CCAGCTTGTTTCCTCCATCT (AntiSense)
CTCTCCTACACATGGGACTTTG (Sense)

GAGGAACCACAGGAAACAAGA (AntiSense)

CTTCATGACCTCCGAGAAGAG (Sense)

GGGCCTTGGAATGAGAAGA (AntiSense)
ACAGTGCAACTGCGAGAA (Sense)
GGACTGGTCGATCCTCTTTATG (AntiSense)
CTAGCCACCTTTCTCTGTTACC (Sense)
GTGCTAGATACAGGCTGAAGTG (AntiSense)
GACTTGAGAGACAAGGACAAGG (Sense)
GAGTTCACAGTGCGGGTAAA (AntiSense)
GGGTCTAGGGTCTGACTTTCTA (Sense)
CCATGTATTGGGCTGGTCTATC (AntiSense)
ACAGTGCAACTGCGAGAA (Sense)
CAAGCCATACGACTCCAGATAG (AntiSense)
GCAGCTTCTGGGCCATATT (Sense)
CCTGTGGTCATCTTCGTTTCTC (AntiSense)
CATCTTCCTGGTGCGAGATAA (Sense)
CCACTCTTGGACTCTACAACTC (AntiSense)

Envelhecimento

Envelhecimento

Envelhecimento

Envelhecimento

Barreira

Inflamacéo

Pigmentacéo

Imune

Inflamassoma

Inflamassoma

Estresse oxidativo

Hidratacdo

Pigmentacéo

Pigmentacéo

Pigmentacéo

Sinalizagdo celular

Hidratacédo

Regulacéo de processos

Regulacéo de processos

Inflamassoma

Envelhecimento

Envelhecimento
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Sirtl

Sirt3

Sirt6

Sox10

Spticl

Syp

Tgfp

Tgml

Tgm5

Timpl

Tirl

Tlr2

Tlr4

TIr5

TIr9

Tnfa

Tyr

Tyrpl

Ubb

Ugcg

a-syn

sirtuin 1
sirtuin 3
sirtuin 6
SRY (sex determining region Y-box 10
serine palmitoyltransferase, long chain base 1
synaptophysin
transforming growth factor f3
transglutaminase 1
transglutaminase 5
tissue inhibitor of metalloproteinase 1
toll-like receptor 1
toll-like receptor 2
toll-like receptor 4
toll-like receptor 5
toll-like receptor 9
tumor necrosis factor
tyrosinase
tyrosinase-related protein 1
ubiquitin B
UDP-glucose ceramide glucosyltransferase

synuclein o

GTAAGCGGCTTGAGGGTAAT (Sense)
GTTACTGCCACAGGAACTAGAG (AntiSense)
CTGCTTCTGCGGCTCTATAC (Sense)
GACCGTGCATGTAGCTGTTA (AntiSense)
CTACGTGGATGAGGTGATGTG (Sense)
CTCAGCCTTGAGTGCTACTG (AntiSense)
AGCCCTCAGGACCCTATTAT (Sense)
GTCAGAGATGGCAGTGTAGAG (AntiSense)
CAGGAGCGTTCTGATCTTACAG (Sense)
CCGGACACGATGTTGTAGTT (AntiSense)
AGTTTGAGCAGTGGGTGTAG (Sense)
TTGGCTCTTCCCAGGTTATG (AntiSense)
CTTTAGGAAGGACCTGGGTTG (Sense)
GTGTGTCCAGGCTCCAAATA (AntiSense)
GGGTGACTCTTCTAACCCTTTG (Sense)
CTTCTAGAGCCCAGAGCATTTC (AntiSense)
GCAGAAGCTACAGGCTACAA (Sense)
GGGTTGAAGGGAAGGTGAAT (AntiSense)
CTGCAACTCGGACCTGTAAA (Sense)
CTGGGACTTGTGGGCATATC (AntiSense)
ATGCTTACAGGCTCTGTCTTC (Sense)
GCAGGTGGGTGACATCTTTA (AntiSense)
CACTATCCGGAGGTTGCATATC (Sense)
GGAAGACCTTGCTGTTCTCTAC (AntiSense)
GAGCAAACAGCAGAGGAAGA (Sense)
CCAGGTGAGCTGTAGCATTTA (AntiSense)
GTCCAGAAAGCTGCCTCTAAG (Sense)
GGTAGCAGACAGTACGCAATAG (AntiSense)
TGGACGGGAACTGCTACTA (Sense)
CAGAGACAGATGGGTGAGATTG (AntiSense)
CTGAGTTCTGCAAAGGGAGAG (Sense)
CCTCAGGGAAGAATCTGGAAAG (AntiSense)
GGGATTGGAGAGATGCAGAAA (Sense)
TCTGCCAGGAGGAGAAGAA (AntiSense)
GAGAGTGGTCTGTGAATCCTTG (Sense)
CTGCTGGTCTCCCTACATTTC (AntiSense)
CCGCACTCTCTCTGATTACAAC (Sense)
CTGGGAATGCAGACCGAATAA (AntiSense)
TGGTTCTAGGAAGTGGGATTTG (Sense)
CTGCAGAGCAGTCCTGTATATG (AntiSense)
TGACAACAGTGGCTGAGAAG (Sense)
CCAGTGGCAGCAGCTATATT (AntiSense)

Envelhecimento
Envelhecimento
Envelhecimento
Pigmentacéo
Hidratacédo
Transmissdo sinaptica
Sinalizacdo
Barreira
Barreira
Inibidor de MMPs
Inflamagéo e Cicatrizagdo
Inflammasoma
Inflamassoma
Inflammasoma
Inflammasoma
Inflamassoma
Pigmentacdo
Pigmentacdo
Pigmentacdo
Hidratacédo

Composicéo celular
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Os genes endogenos selecionados para a Analise I foram ACTB, GAPDH e
HPRTI. Para a Anélise II, 6 genes endogenos foram processados, sendo eles ACTB, B2M,
HSP9abl, GUSB, GAPDH e HPRT1, mas sujeitos a testes de estabilidade de expressdo
para posterior selecao de analise, tendo sido definidos como: B2M, GUSB ¢ HPRT1 para
o intestino; B2M, GADPH e HPRT1 para pele ¢ B2M, GUSB e HPRT1 para cérebro.

A coleta dos 6rgaos da pele, intestino e cérebro, independentemente do seu
momento de analise, precedeu os estudos de expressao génica com as etapas listadas a

seguir.
3.3.1. Extracao de RNA e quantificacao

Para a analise de PCR em tempo real (qPCR), o RNA total foi extraido com o kit
TRIzol™ Reagente (Thermo Fisher Scientific), sendo as amostras processadas conforme

instrugdes do fabricante. Em seguida, foi realizada a quantificagdo no NanoDrop.
3.3.2. Transcricao reversa e PCR quantitativo

Em seguida, foi feita a transcricdo reversa para sintese de cDNA, utilizando o
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). O ensaio de qPCR
foi realizado utilizando o Biomark HD System (Fluidigm, South San Francisco, CA,

USA) usando o protocolo TagMan GE 96x96 Standard.
3.3.3. Normalizaciio dos dados e calculo dos valores de Foldchange

Os valores de Cq (cycle quantification, antigo Ct — cycle treshold) foram
calculados pelo software do equipamento e transformados de acordo com o método
comparativo 2 “22€T Nesta fase, genes endogenos sio utilizados como referéncias para a

quantificagdo dos valores de Foldchange.
3.4. Analise estatistica

Os dados paramétricos foram analisados por teste t Student, comparando os
grupos que receberam os tratamentos versus o grupo sem tratamento. Os resultados foram
expressos na forma de média = erro padrao da média (E.P.M.) e a significancia estatistica

foi considerada para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Dados clinicos

O Grafico 01 apresenta os resultados de consumo médio de ragdo do Grupo
Branco e do Grupo Teste mostrando que ndo houve diferencga significativa entre os

grupos.
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Grafico 01: Representagdo do consumo médio de ragao a cada 7 dias pelos grupos Branco ¢ Teste

durantes os meses de experimentacdo. *p < 0,05.

O Grafico 02 apresenta os resultados de evolugdo do peso corpdreo entre os grupos
experimentais durante toda a etapa de tratamento, mostrando que nao houve diferengas

significativas entre os grupos.

Variacdo M édia de Peso

—#= Teste

®- Branco

gramas

Grafico 02: Variagdo média de peso de cada um dos grupos ao longo do experimento.

A Tabela 03 apresenta os resultados de ganho de peso e diferenca de peso em
relag¢@o ao dia inicial dos experimentos, indicando que ndo houve diferenca significativa

entre 0s grupos.
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Tabela 03: Valores dos pesos inicial e final e A peso dos animais no experimento expostos

as duas diferentes dietas. sdo expressos em média e erro padrao da média

Grupo Branco

Grupo Teste

Peso Inicial (g)

Peso Final (g)

A Peso

27,71 £0,7593

32,66 +0,6760

4,951 +0,6338

26,61 +0,9264

31,46 £0,5846

4,851 +0,4980

4.2. Influéncia da intervenciio dietaria com o subproduto de Coffea arabica na

expressiao génica de marcadores do Intestino

No intestino dos animais e submetidos a intervengao dietética com o subproduto

de Coffea arabica foram avaliados a expressdo de 92 diferentes genes, sendo que o

produto reduziu significativamente a expressao dos genes Cldn4, Pax3, Psen2, Jun, Prss8,

Sirtl, Tgml e Tyr (Figura 04).
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Figura 04: Efeitos sobre os genes expressos no intestino apds tratamento com o subproduto do café.
*p <0,05.
4.3 Sobre a expressiao génica de marcadores analisados na Pele

O efeito da intervengdo dietaria com o subproduto de Coffea arabica foi avaliado
em 184 genes, sendo que foi capaz de aumentar significativamente a expressao dos genes
Hsp90aal e Panx3 (Figura 05) e reduzir de forma significativa a expressdao dos genes

Cdk11 e Mucl (Figura 06).
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Figura 05: Genes com diferenca estatistica significativa apds o consumo do subproduto do café expressos

na pele em relag@o aos genes da Tabela 01. *p < 0,05.
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Figura 06: Genes com diferenca estatistica significativa apds o consumo do subproduto do café expressos

na pele em relag@o aos genes da Tabela 02. *p < 0,05.
4.4. Sobre a expressao génica de marcadores analisados no Cérebro

Os efeitos do tratamento com Coffea arabica foi avaliado sobre 92 genes, sendo

que o produto foi capaz de aumentar significativamente a expressao dos genes Acss2, IL-

6, Tgm1 e Tgm5 (Figura 07).
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Figura 07: Genes com diferencga estatistica significativa ap6s o consumo do subproduto do café expressos

no cérebro. *p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

A bebida do caf€¢, extraida a partir da moagem da sua semente tostada, ¢ um
produto altamente consumido a nivel mundial. Devido a sua popularidade, muitos estudos
avaliam os seus efeitos no organismo, bem como a sua composi¢ao quimica. Dessa forma,
¢ de grande importancia associar que o subproduto do café, por ser derivado de diferentes
partes do fruto, podem conter diferentes compostos quimicos ou em diferentes
quantidades, em relacao a semente tostada (MENDONCA; PEREIRA; MENDES, 2005).
De acordo com ESQUIVEL & JIMENEZ (2012) e KRAL et al. (2023), o subproduto do
café, composto primordialmente pela polpa e casca do fruto, possui uma menor
quantidade de cafeina em relagdo a bebida. Porém outros compostos fenolicos como acido
clorogénico, acido cafeico, acido ferulico também se apresentam em quantidades
importantes, implicando em propriedades antioxidantes e antinflamatorias (BOBKOVA et
al., 2022). O subproduto do café¢ também contém fibras soliveis e insoliiveis como
celulose, lignina e pectina, e outros aglicares que podem servir como substrato para
fermentag¢do da microbiota intestinal, sendo assim um produto de grande interesse de ser
estudado na fisiologia intestinal, bem como os seus efeitos adjacentes em sistemas
atrelados ao intestino provindos da sua metabolizagdo (MACHADO et al., 2024). Apesar
disso, para futuros estudos, considera-se a necessidade de padronizacdo e

aprofundamento fitoquimico do subproduto do café.

O produto preparado a partir de Coffea arabica reduziu significativamente a
expressao de diferentes genes associados a doengas e ao funcionamento do intestino como
descrito, sendo importante avaliar o papel destes marcadores. Um dos genes afetados pelo
produto foi o gene Cldn4 referente a expressdo de claudina 4. As claudinas sdo proteinas
pertencentes a uma familia que exercem importante fung¢do nas juncdes oclusivas
celulares. A claudina 4 ¢ a principal proteina constituinte destas juncdes em células
epiteliais intestinais e estd diretamente envolvida na diferenciacdo, manutencao e
transporte de substancias (FUITWARA-TANI et al., 2023). Estudos evidenciam que as
claudinas tém sido consideradas importantes marcadores moleculares em diferentes tipos
de cancer, como gastrico, esofagico e colorretal, bem como diagndstico de lesdes pré-
cancerigenas, potencial marcador para vias de tratamento de cancer e indicador de
prognostico (LIU; LI, 2020). Dentro desse contexto, € possivel validar a claudina 4 como
regulador essencial na manutencdo das jungdes oclusivas de modo a impedir seu

comprometimento e a possibilidade de invasdo de células cancerigenas que iniciam a
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metastase pelo sistema gastrointestinal. Ao analisar a expressdao da claudina 4 neste
trabalho, a partir do consumo do subproduto do café, foi possivel inferir que a esta
proteina pode funcionar como alvo molecular em estudos sobre o epitélio intestinal e a
sua integridade, que pode ter sido afetada pela diminui¢do da sua expressao. Em
contraposicdo, uma controlada diminuicdo dessas jungdes permite desenvolver
perspectivas de tratamento de cancer ou lesdes na medida em que a permeabilidade de
substancias entre os tecidos aumenta e pode facilitar a difusdo de medicamentos em
microambientes tumorais. Neste caso, aplicacao do resultado pode variar de acordo com
o interesse e objetivo a ser atendido. Por outro lado, em doengas que afetam o trato
gastrointestinal como a doenga Inflamatdria Intestinal, a integridade da barreira depende
destas proteinas, de modo que a redu¢do de sua expressdo poderia comprometer o bom
funcionamento das células epiteliais intestinais, com aumento de permeabilidade e

agravamento da doenca (DUNLEAVY; RAFFALS; CAMILLERI, 2023).

O gene Jun ¢ um importante componente do complexo proteico AP-1 (Activator
Protein-1), que ¢ um fator de transcri¢dao associado a regulagdo de genes envolvidos em
processos celulares como crescimento, proliferacdo, diferenciagdo e apoptose (MENG;
XIA, 2011; VOGT, 2001). Este gene codifica proteinas proto-oncogénicas, que realizam
a coordenacao dos eventos citados, sendo c-Jun a proteina mais estudada desse complexo
(FERRARI et al., 2006; MENG; XIA, 2011). Na literatura, pode-se encontrar estudos que
envolvem a proteina c-Jun ao crescimento tumoral a partir do processo de inflamagado do
intestino em camundongos APCmin/+, que carregam naturalmente uma mutagdo
supressora de tumores (LI et al., 2012). H4 também associagdes da proteina c-Jun e sua
sinalizadora Jun N-Terminal quinase em estudos envolvendo Doencgas Inflamatdrias
Intestinais por meio do aumento de cascatas de sinalizagdes que providenciam respostas
inflamatérias (MITSUYAMA et al., 2006). Nesse contexto, o gene Jun ¢ um fator
importante no controle de crescimento, proliferacdo e sinalizagdo celular. A diminuicao
da sua expressdao neste trabalho pode afetar o controle normal exercido sobre a
proliferacdo celular, contribuindo para o desenvolvimento de cancer e metéstase. Por
outro lado, o aumento da sua expressao também pode desencadear processos forcados de

diferenciagdo das células, que podem se tornar cancerosas.

O gene Pax3 codifica uma proteina que faz parte da familia de proteinas Pax,
denominada paired box protein 3, que € um fator de transcri¢ao que desempenha um papel

crucial no desenvolvimento embrionario, especialmente no desenvolvimento do sistema
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nervoso € dos musculos esqueléticos. Sua expressao ¢ estudada durante a indugdo neural
e ocorre em diferentes células da crista neural, como melanoblastos, ganglios e
precursores das células de Schwann (BOUDJADI et al., 2018). Estudos que demonstram
o gene Pax3 e sua baixa expressdo contribuem no desenvolvimento da Doenca de
Hirschsprung, que € definida pela auséncia de ganglios nervosos em regides do colon,
acarretando disfungdes no sistema nervoso entérico. Nesta doenca outros fatores estdo
presentes, como a dependéncia da regulacdo do gene RET e o fator de modificagdo Tcofl
(BARLOW etal., 2013). Embora a expressao deste gene seja importante no cérebro, seu
papel em doencgas que afetam o trato gastrointestinal nao esta bem elucidado. Ao analisar
o efeito do subproduto do café na expressdo de Pax3, pode-se inferir uma possivel

contribui¢do no desenvolvimento inadequado dos neurdnios entéricos.

O gene Prss8, também conhecido como prostasina, ¢ um gene que codifica uma
serina protease, enzima conhecida por desempenhar papéis importantes em diversos
processos fisioldgicos no corpo como controle da pressao arterial, manutengao da barreira
cutdnea e processos inflamatérios do sistema imunolégico (CHEN, 2023). A sua
expressao no epitélio intestinal denota atividade relacionada a aderéncia celular pela
integridade de barreiras mucosas, mas também em vias inflamatorias envolvidas com
desenvolvimento de retocolite cronica, carcinogénese € metastase na situacao de
desregulacao (YANG et al., 2021). De acordo com Bao et al. (2019), o nocaute
condicional do gene em camundongos resultou em colite espontdnea com inflamacao
retal, além de aparecimento de tumores intestinais em animais que apresentavam idade
mais avangada e a baixa expressao de Prss8 facilita o processo de proliferacao e migracao
das células intestinais, mas dificultou a sua diferencia¢dao, concluindo uma atividade
supressora de carcinogénese e metdstase da expressao normal do gene. Dessa forma, ¢
possivel inferir que a diminui¢ao da sua expressao apos o consumo do subproduto do café
nao ideal ¢ apropriada para manutencdo da homeostase intestinal, ao permitir que os

processos de disfuncdo de barreira e inflamagao sejam facilitados.

O gene Psen2 codifica a proteina presenilina-2, que ¢ um componente essencial
do complexo y-secretase. Este complexo enzimatico estd envolvido na clivagem de
proteinas de membrana, incluindo a proteina precursora amiloide (APP), resultando na
producdo de peptideos B-amiloide (WOLFE, 2021). O acimulo de peptideos B-amiloide
no cérebro é uma caracteristica patologica chave da doenca de Alzheimer (LANOISELEE

et al., 2017). Em um estudo realizado in vivo por Erkert et al. (2024), as presenilinas
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também estdo envolvidas com o epitélio e o sistema imune intestinais, € a sua dele¢ao
induzida resultou em perda rapida de peso pela desregulacdo de vias de absorcdo de
nutrientes e inflamag¢do espontanea nos camundongos, que apresentaram disfun¢do da
barreira epitelial com translocac¢ao bacteriana. Dessa forma, foi possivel afirmar que o
gene Psen2 faz parte estratégica da homeostase intestinal e pode ser estudado e tratado
para se tornar um alvo molecular terapéutico e relagdo a integridade da barreira em
doengas inflamatorias intestinais. Visto que a expressao de Psen2 foi diminuida com a
presenca do subproduto do café, este subproduto nao se torna um potencial material de

estudo para atingir estas determinadas fungoes.

O gene Sirtl codifica uma proteina da familia das sirtuinas, a sirtuina 1. E uma
enzima que atua como uma desacetilase dependente de NAD+, removendo grupos acetil
de proteinas (YANG et al., 2022). Este processo de desacetilagdo ¢ crucial para o reparo de
DNA, envelhecimento, resposta ao estresse oxidativo e controles de vias imune-
inflamatorias (CARUSO et al., 2014). Devida a esta relacdo com o sistema imune e
processos inflamatérios, muitos estudos relacionam a sirtuina 1 com doencas
inflamatoérias intestinais na situagdo de baixa expressao. De acordo com DEVI et al.
(2020), a regulacdo negativa do gene sustenta a producdo de citocinas pro-inflamatorias
e aparecimento de estresse oxidativo na colite e, assim como reportado por Caruso et al.
(2014) e Wellman et al. (2017), traz a presenca de NFxf} como importante fator provedor
da inflamagdo. Os autores citados apresentam o gene Sirtl como importante regulador e
atenuador de inflamagdo intestinal. Além disso, Wellman ef al. (2017) apresenta dados
sobre o gene e sua interferéncia na colite por meio de experimentos com indugdo da
doenca por DSS e administragdo de antibidtico para avaliagdo de efeitos sobre a
microbiota em camundongos, concluindo que os microrganismos também estdo sob
constante moderacao da sirtuina. Outro estudo ainda aborda o gene Sirtl na senescéncia
e diferenciagdo celular atrelado ao processo de tumorigénese. Zu et al. (2016) associa o
papel da sirtuina 1 no cancer colorretal, também atrelada a regulagdo negativa da
expressdo. Dessa forma, fica evidente o possivel prejuizo que o subproduto do café possar
causar na expressao de Sirtl e na manutengao dos processos saudaveis do intestino ja que

seu consumo foi regulado negativamente.

O gene Tgml codifica a proteina transglutaminase 1, da familia das
transglutaminases, que sdo enzimas com fun¢do de suporte, adesdo e composi¢ao de

membranas e promovem catalise pds-traducional de proteinas por meio de desamidagao
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e substituicdo com aminas, expressas principalmente em epitélios escamosos
estratificados da pele e trato digestivo (DUARTE et al., 2020; PINA DORE et al., 2018). E o
gene mais relevante na abordagem da doenca Ictiose lamear, distarbio raro de excessiva
queratinizagdo da pele (ECKERT et al., 2014). Apesar do gene estar principalmente
associado a pele, existem alguns estudos que o relacionam com o intestino, sugerindo que
a transglutaminase 1 pode estar envolvida com a perda de fun¢do da barreira intestinal
em retocolite ulcerativa, quando em baixa expressao (ELLI et al., 2009). Por outro lado,
WU et al. (2024) usando uma abordagem de estudo do gene em pesquisa com cancer,
apresenta a expressao de Tgml significantemente aumentada em adenocarcinoma de
colon e reto. A partir da revisdo sobre a relagdo do gene Tgml e o intestino, ndo foi
possivel estabelecer afirmagoes, ja que a relacdo direta entre esses fatores ainda ¢ muito
pouco estudada e evidenciada. Sabe-se que a transglutaminase 2 ¢ proeminente em
processos inflamatorios, alérgicos e de fibrose no intestino e a mais estudada nesse
sistema (ELLI et al., 2009). Deste modo, seria importante a realiza¢do de novos estudos

sobre o papel desta enzima no trato gastrointestinal.

O gene Tyr codifica a enzima tirosinase, responsavel pela produ¢do de melanina
nos melanocitos presentes principalmente na pele, olhos e cabelos, com funcionalidade
de protecdo a radiagdo ultravioleta e coloragao pigmentosa (ZOLGHADRI et al., 2019).
Na literatura, ndo ha estudos suficientes sobre a relacdo do gene Tyr e sua funcdo ou
importancia no intestino. A diferenca estatistica apresentada na expressao da tirosinase no
intestino dos animais a partir do consumo do subproduto do café, portanto, ¢ inconclusiva
e demanda mais estudos. No entanto, algumas propostas podem ser feitas a fim de
identificar abordagens onde essa relagdo possa ser apresentada. MORI et al. (2006) e
TESSIER et al. (2003) apresentam estudos sobre casos de melanomas no célon, bem
como seus aspectos clinicos, tratamentos e progndsticos, entretanto nao apresentam
colocagdes sobre as possiveis causas do desenvolvimento tumoral. Visto que a tirosinase
¢ uma enzima chave na via biossintética da melanina, e 0 melanoma ¢ um tipo de cancer
que se origina nos melanocitos onde essa melanina ¢ produzida, ¢ possivel tornar essa
relagdo um pouco mais evidente, trazendo possiveis causas sobre o desenvolvimento do
melanoma no colon. S3o necessarios mais estudos sobre esse melanoma apesar da sua
raridade, e o entendimento do mecanismo oncogénico pode elucidar os melhores

tratamentos e alvos farmacologicos a serem apontados.
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Quanto aos efeitos do subproduto de café sobre genes associados a marcadores de
doencas da pele, apenas quatro foram afetados. Enquanto o produto aumentou
significativamente a expressao dos genes Hsp90aal e Panx3, promoveu a reducio dos

genes Cdkl11 e Mucl.

O gene Hsp90aal codifica a proteina de choque térmico 90a, ou Hsp90a, e ¢
induzido principalmente em situacdes de estresse celular ou tecidual (ZUEHLKE et al.,
2015). A proteina Hsp90a € conservada, ou seja, sua funcao ¢ essencial e foi mantida ao
longo da evolugdo dos organismos, sugerindo que desempenha um papel fundamental na
biologia (CHEN; FEDER; KANG, 2018). Além disso, funciona como uma chaperona,
auxiliando o dobramento, funcionamento e degradagdo de outras proteinas (ZUEHLKE
et al., 2015). Apesar da proteina ser conhecida em diversos tipos de tecidos, ela se
apresenta em processos importantes na pele como em cicatrizagao e cancer. No estudo de
BHATIA et al. (2018), Hsp90a ¢ colocada como impulsionador na cicatrizacao de feridas
na pele pela sua funcdo extracelular ndo-chaperona. O estudo utilizou camundongos
mutantes defeituosos na fun¢do chaperona em compara¢do com camundongos controle,
com a funcdo chaperona normal. O fechamento das feridas ndo apresentou diferengas
significativas entre os dois grupos de animais, evidenciando a fun¢do nao-chaperona
como fator importante na cicatrizagdo de feridas. Além disso, a inibigdo seletiva da
proteina com fungdo nao-chaperona por anticorpo monoclonal interferiu no processo de
fechamento da ferida assim como na proteina sem mutagdo. O autor conclui que a lesdo
induz aumento e deposicao de Hsp90a na ferida, e que a proteina ¢ armazenada em todas
as c€lulas da pele para possivel secrecado em meio ao estresse. Em outro estudo, realizado
por YUAN & WANG & CHEN (2022), a expressdo do gene, bem como a presenca da
proteina sérica e tecidual, foi analisada num estudo de abordagem pan-cancer. Neste
estudo, a expressao de ambos aparece aumentada no melanoma cutaneo. A partir dessas
informacgdes, o aumento na expressao do gene a partir da presenca do subproduto do café
pode estar indicando situacdes de estresse no tecido cutineo dos animais. E necessario
afirmar que o tecido de pele retirada para andlise dos genes ndo contava com feridas
abertas ou fechadas, e poderiam estar em choque por estresse celular, de modo que a

func¢do chaperona estava ativada.

As panexinas sdo glicoproteinas que formam canais de membrana Uinica para o
transporte de ions e metabdlitos entre as células. A panexina 3, expressa pelo gene Panx3,

¢ altamente presente na pele principalmente durante o envelhecimento, além de realizar
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outras fungdes importantes como cicatrizagdo de feridas e diferenciagdo dos
queratindcitos (O’DONNELL et al., 2023). De acordo com o autor citado, camundongos
com nocaute global de panexina 3 tiveram a barreira epidérmica diminuida, aumento da
sinalizagdo inflamatoria e dermatite em animais envelhecidos. Ainda, apesar do
entendimento da panexina 3 ainda ndo ser muito bem esclarecido em relacao a pele mais
envelhecida, o autor confirma a expressao na pele e em anexos como glandulas sebaceas,
glandulas écrinas e foliculos pilosos. A sua agdo em relacdo a cicatrizagdo ¢ dada
principalmente pela diferenciacdo dos queratindcitos, que sao as células que fazem a
reepitalizagdo do epitélio perdido. Outro estudo, realizado por ZHANG et al. (2021),
demonstra a panexina 3 como fator de desenvolvimento da pele a partir da modulagdo da
epiprofina, fator de transcrigdo essencial para a regulagcdo da expressdo génica durante o
desenvolvimento e diferenciacdo da epiderme. Camundongos Panx3-/- apresentam
desenvolvimento da pele prejudicado e regeneracdo tardia dos foliculos. Ambos os
autores evidenciam que a diferenciagdo dos queratindcitos nos processos de cicatrizagdo
se dao a partir dos canais de liberagao de ATP e célcio do reticulo endoplasmatico das
células. Dessa forma, o aumento da expressao de Panx3 apds o consumo do subproduto
do café pode estar relacionado com o envelhecimento da pele, considerando que os
animais morrem na fase adulta, ou demonstrando processos inflamatorios que o

subproduto pode estar desencadeando.

A quinase dependente de ciclina 11, pertencente da subfamilia das CDKs
transcricionais, € codificada pelo gene CDK11 e ¢ uma proteina que atua em diversas vias
celulares como transcrigdo, mitose € apoptose por meio de suas variantes, como
CDKl1l1pl10, CDK11p58 e CDK11p46, respectivamente (DOS SANTOS PAPARIDIS;
CANDURI, 2018). A fungao geral da quinase dependente de ciclina 11 corresponde a
associacdao ao RNA e as proteinas histonas do ntcleo principalmente durante a fase S do
ciclo celular para a coordenacdo de fungdes como empacotamento do DNA, acesso a
genes especificos para transcricdo e morte celular (GAJDUSKOVA et al., 2020). Os
estudos mencionados ainda relacionam a importancia da expressdo do gene em relagdo
ao crescimento e desenvolvimento de canceres. AHMED et al. (2019) publicou um estudo
sobre a relagdao do gene CDK11 e a sua expressdao no melanoma, a partir da interagdo de
CDK11 com dois genes importantes no desenvolvimento do cancer, Braf (proteina B-Raf)
e Nras (proteina N-Ras), ambas mutadas e envolvidas na proliferacdo e crescimento de

melanomas. O autor frisa o alto poder de metastase do melanoma, além da necessidade
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do desenvolvimento de terapias por alvos moleculares que ndao contenham tantos efeitos
adversos como o tratamento quimioterapico. Nesse cenario, a Cdk11 se torna um desse
alvos, visto que em outros tipos de canceres como de mama, 6sseo € ovariano, a expressao
reducional do gene ja permite o desenvolvimento de terapias que causem disfungdes ao
ciclo celular e, portanto, impe¢am a divisao e proliferagao de células cancerigenas. No
estudo, o autor ainda evidencia que a Cdk11 ¢ altamente expressa em Braf e Nras mutados
em tecidos melandmicos, indicando um potencial alvo molecular para impedir a
viabilidade dessas linhagens celulares cancerosas. Nesse contexto, a diminui¢do da
expressao do gene Cdkl11 a partir da presenga do subproduto do café pode se tornar um
potencial material de estudo para a diminui¢do da expressdao, com o intuito de impedir o

processo do ciclo e divisdo celular, a fim de evitar uma prolifera¢ao celular cancerigena.

As mucinas sdo proteinas com fun¢dao de hidratagdo e protecdo de tecidos
epiteliais de barreira. A mucina 1, codificada pelo gene Mucl, também atua em processos
de regeneracdo e remodelacdo epitelial de modo a adaptarem os tecidos as infec¢des ou
estresses ambientais, em montagem de respostas de prolifera¢do celular, cicatrizagdo de
feridas e desenvolvimento de cancer (APOSTOLOPOULOS; STOJANOVSKA;
GARGOSKY, 2015; KUFE, 2022). Na epiderme da pele, que ¢ constituida por diversas
camadas de células escamosas, a mucina 1 ajuda na integridade da barreira e ¢ capaz de
ativar células-tronco ao longo do processo de manutencdo e reparacdo desse tecido
(KUFE, 2022). De acordo com os autores citados, o gene Mucl ¢ primordialmente
regulado positivamente em tecidos com disfun¢des malignas ou em condi¢des de
canceres e sua propriedade antiadesiva dificulta processos de lise por células do sistema
imune e permite a transferéncia de células tumorais para outros tecidos. Além da sua
conexao com o cancer, o gene Mucl também ¢ atualmente relacionado a psoriase, uma
doenca inflamatoria cronica da pele caracterizada pelo espessamento provindo da
proliferacdo disfuncional de queratindcitos (ARCINIEGAS et al., 2015). Ainda,
ARCINIEGAS et al. (2015) e ABDOU et al. (2019) evidenciam a expressdo altamente
regulada nas placas psoriaticas de pacientes e comentam a pouca ou nenhuma atividade
do gene em peles normais. Dessa forma, expressao de Mucl diminuida apds o consumo
do subproduto do café nado se relaciona com atividades tumorigénicas como nos estudos
citados, nem apresenta caracteristicas de inflamacdes ou de reparos teciduais. Além disso,
ndo ha estudos na literatura que apresentem a relagdo entre diminuigdo de expressao e

Mucl, seja para disfun¢des malignas ou benignas.
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Finalmente, o subproduto do café¢ ainda foi capaz de aumentar a expressao de 4

genes no cérebro: Acss2, IL-6, Tgm1 e Tgm5.

A AcetilCoa sintase 2, expressa pelo gene Acss2, ¢ uma enzima metabodlica
expressa em Orgdos importantes como figado, coracdo e cérebro, e atua na via de
transformagdo do acetato em AcetilCoa, uma molécula essencial na respiracao celular
(COMERFORD et al., 2014). Sua expressao varia de acordo com situagdes de privacao de
nutrientes, falta de oxigénio ou ativagao imunologica (MILLER et al., 2021). No cérebro,
essa enzima ja foi indicada como alvo molecular para tratamento de glioblastoma, tumor
cerebral bastante prevalente em adultos (KARGBO, 2019; LING et al., 2022). De acordo
com ZHANG et al. (2019), a AcetilCoa sintase 2 também controla processos de autofagia
em situagdes de privacao de nutrientes para manter a sobrevivéncia celular e a expressao
do gene também ¢ evidenciada na via de prevalecimento da memoria a partir da sua
regulagdo epigenética de acetilacdo de histonas nos neurdnios. Estudos realizados com
camundongos modelados para a Doenca de Alzheimer demonstraram o resgate da
plasticidade e de funcdes cognitivas a partir do aumento da expressdo de Acss2 e
consequentemente da acetilagdo de histonas (LIN et al., 2023; POURSHAFIE et al.,
2024). De forma similar, EGERVARI; BERGER (2020), consolidaram a relag¢ao entre a
Acss2 e sua importancia no controle da memoria e sua perda na Doenca de Alzheimer. A
Acss2, que se mantem ligada as cromatinas dos neurdnios, contém reservas de AcetilCoa
que impulsionam a acetilagdo de histonas e consequentemente, melhoram o acesso a
expressao de genes chave que regulam a memoria e a aprendizagem. Na Doenga de
Alzheimer, essa ligagdo com a cromatina ¢ perdida, diminuindo a acetilacdo normal que
acontece no processo de envelhecimento e acarretando uma perda de memoria
caracteristica da doenga. Dessa forma, os estudos concluem que a Acss2 realiza um forte
efeito protetor da memoria, e tem alto potencial de funcionar como alvo molecular no
tratamento e sintomas da doenga. Visto que o subproduto do café aumentou a expressao
do gene, ¢ importante considerd-lo como um produto a ser mais estudado para o

tratamento da perda de memoria tendo o gene Acss2 como alvo farmacoldgico.

O gene IL6, codificador da citocina pro-inflamatoria IL-6, participa de processos
inflamatorios crénicos e de distdrbios autoimunes por meio de trans-sinalizagdo (ROSE-
JOHN et al., 2023). Essa ativacdo permite que vias patoldgicas de células imunes se
desenvolvam em cancer e doencas neurodegenerativas (KAUR et al., 2020). Apesar

disso, a funcéo da interleucina 6 no sistema nervoso ainda é estudada tanto pelos seus
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efeitos benéficos como destrutivos, pois atua ndo somente nas vias inflamatdrias como
em vias de diferenciacdo, regeneragéo e degeneracédo neuronal, que pode estar atrelado a
processos importantes para a manutencao da homeostase nervosa (SPOOREN et al., 2011).
Independentemente, KUMMER et al. (2021) também coloca a interleucina 6 como um
dos principais componentes responsaveis pela inflamacgéo sisttémica do sistema nervoso
de acordo com o envelhecimento do organismo e, assim, relaciona a IL-6 com doencas
neurodegenerativas. O autor cita que a desregulacdo da expressao de IL6 est4 associada
a esclerose multipla neuroinflamatoria, onde evidencia a presenca da citocina no liquido
cefalorraquidiano, causando lesdes no cérebro. Em seu estudo, em que a IL6 esta regulada
positivamente, o uso de anticorpos neutralizantes e a deplecao genética do gene diminuem
os sinais da doenca, e ainda coloca a interleucina 6 como fator relatado em outras doencas
neurodegenerativas como doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntington. De acordo com
LYRA E SILVA et al. (2021), na doenca de Alzheimer, a interleucina 6 esta relacionada
ao comprometimento da memoria e as disfungbes do metabolismo periférico, em que essa
ativacdo da via inflamatoria foi principalmente observada no hipotdlamo e hipocampo de
camundongos com a doenca, e concordam com a ideia de que a inibi¢cdo ou neutralizacdo
do gene melhoram o comprometimento da memaria nos animais. Dessa forma, ao analisar
0 aumento da expressdo do gene IL6 apds o consumo do subproduto do café e os estudos
descritos, tem-se que 0 aumento da sinalizacdo ou ativacéo de vias inflamatdrias podem
estar sendo exibidos, tornando o subproduto em questdo um fator de disfuncdo da

homeostase neuronal.

A transglutaminase 1, codificada pelo gene Tgml e ja introduzida nestes
resultados anteriormente, ndo apresenta muitos relatos recentes em sua atividade sobre
doengas neurodegenerativas. Porém, no estudo de TRIPATHY et al. (2020), realizado in
vitro sobre a toxicidade neuronal associada a Doenca de Alzheimer, a transglutaminase 1
aparece envolvida em processos metabdlicos do peptideo amiloide-f3, caracteristico da
doenga. O estudo sugere que o aumento da Tgm1, que ocorre em resposta ao estresse
celular e induzido pela presenca de peptideo amiloide-f, faz dela um possivel alvo para
tratamentos, dado que Tgm1 aumenta em resposta ao estresse € estd envolvida na morte
neuronal associada a Doenca de Alzheimer. Assim, se torna um potencial ponto de
intervengdo para desenvolver medicamentos que possam bloquear ou modular sua

atividade, ajudando assim a proteger os neurdnios e potencialmente retardar a progressao
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da doenga (TRIPATHY et al., 2020). No entanto, estudos in vivo carecem na literatura

cientifica, de modo a serem incentivados a partir deste trabalho e do estudo citado.

O gene Tgm5 ¢ codificador da proteina transglutaminase 5, e, assim como o
Tgml, ¢ conhecido por ser expresso nas camadas superiores e estratificadas escamosas
da epiderme humana (CANDI et al., 2002; DUARTE et al., 2020). Mutag¢des que inativam
este gene estdo relacionadas a uma patologia denominada Sindrome de Descamamento
Acral da Pele, em que a descamagdo acontece em regioes dorsais das maos e dos pés
(DUARTE et al.,, 2020). Seu estudo relacionado a patologias neurodegenerativas
apresentou-se na Ataxia Espinocerebelar tipo 1, patologia causada pela expansdo e
acumulo toéxico de uma proteina denominada polyQ, que contem repetigdes longas da
sequéncia de aminoacidos glutamina, principalmente no alelo ataxina-1 (LEE et al.,
2022). Ainda de acordo com o autor, pacientes com esta patologia sofrem de déficits
motores e disfungdo bulbar, acarretando em problemas na respiragdo e degluti¢do. Nesta
doenga, a transglutaminase 5 aparece como potencial moduladora de estabilidade,
solubilidade e oligomerizagdo da ataxina-1 mutante, catalisando ligacdes cruzadas e
aumentando o nivel de organizacdo da proteina (LEE et al., 2022). Apesar da mencao da
transglutaminase 5 no estudo, ainda ha muito o que se elucidar sobre como tratd-la como
alvo terap€utico para a ataxia espinocerebelar tipo 1, bem como € necessario continuar
estudando as multiplas facetas da doenga para encontrar um tratamento efetivo. Com o
aumento da expressao do gene TgmS5 a partir do subproduto do café, pode-se inferir que
a transglutaminase 5 tem capacidade de agir como estabilizadora de proteinas,
aumentando a complexidade de seus niveis e podendo potencialmente contribuir para o

seu acimulo desregulado testemunhado em doengas neurodegenerativas.

A partir de todas as informac6es coletadas, algumas das atividades de expresséo
génica realizadas apds a interferéncia do subproduto do café merecem destaque. O gene
Tyr, expresso no intestino, aparece como uma novidade na literatura cientifica por ndo
haver documentos que relacionem a expressdo do gene no 6rgdo. Dessa forma, € uma
possibilidade investigar mais profundamente se essa ligacdo pode estar associada a
prevencdo de doengas como o melanoma coélico ou se em relagdo algum outro tipo de
patologia, o gene pode ser investigado como alvo farmacoldgico. Além disso, outros
genes em destaque deste estudo é o gene Cdk1l1l expresso na pele, por ja ser usado e
pesquisado como marcador de canceres, e Acss2 expresso no cérebro, que apresentou

uma atividade muito benéfica em relacdo a prevencdo da memoria na Doenga de

43



Alzheimer. Portanto, investigar mais detalhadamente a funcdo farmacologica do gene

pode acrescentar o conhecimento acerca da referida patologia.

Por outro lado, em genes como Cldn4 expresso no intestino, Mucl expresso na
pele e Tgm1 expresso no cérebro, a atividade apresentou mais de uma possivel
abordagem, seja benéfica ou maléfica. A perspectiva de utilizagdo do gene como alvo
farmacologico em relagédo a cada 6rgdo depende de outros fatores para que possa ser

bem sucedida, mas pode ser mais devidamente investigada se necessario.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e das discussdes estabelecidas, o subproduto do
café adicionado a dieta permitiu a identificagdo de alvos farmacologicos interessantes

a terem seus estudos aprofundados.

A ferramenta de analise de expressao génica foi essencial no processo de
identificacdao desses alvos. Foram 368 andlises gé€nicas no total, sendo que 3 delas
foram destacadas a partir da revisdo bibliografica apresentada na discussao. Além
disso, os resultados permitem um sele¢do mais especifica de genes para futuros

estudos.

Em relag@o aos eixos Intestino-Pele e Intestino-Cérebro, o subproduto do café
confirmou atividade bioldgica que permitiu a abertura de portas para novos
raciocinios em relagdo ao tratamento de doencas dermatoldgicas e

neurodegenerativas.

Sobre a identificacdo de genes e vias comuns nos eixos de estudo, apenas o gene
Tgml foi expresso tanto no intestino como no cérebro. Mais estudos sdo necessarios
para a busca de uma possivel relacdo do gene nos dois 6rgdos a partir da presenga do

subproduto do café.
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