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RESUMO

O adenocarcinoma sinonasal ¢ uma das neoplasias que coloca o Brasil entre um dos paises
que apresenta maior frequéncia de cancer de cabeca e de pescoco da América Latina. Esse
cancer possui como caracteristica rapida progressdo e facilidade em gerar metastases e,
embora seja reconhecido como um cancer ocupacional e tenha sua etiologia bem definida,
pouco se sabe sobre a base molecular deste tipo de cancer. O adenocarcinoma sinonasal ¢
correlacionado com a exposi¢ao ao po6 de madeira, p6 de couro, aos metais como cromo e
niquel e ao formaldeido. Algumas destas substancias sdo encontrados no setor
coureiro-calcadista, setor este muito significativo social e economicamente ao estado do Rio
Grande do Sul. Assim, o objetivo deste estudo foi predizer algumas das vias moleculares
associadas a génese e/ou a progressao do adenocarcinoma sinonasal, em trabalhadores do
setor coureiro calgadista, utilizando as ferramentas da Biologia de Sistemas. Para isso
proteinas diferencialmente expressas no cancer sinonasal e os contaminantes atmosféricos do
setor coureiro-calgadista foram prospectados e unidos formando uma unica rede de interagao.
Para obtengdo de dados e formacdo das redes, diferentes ferramentas de minera¢do foram
utilizadas como o STRING 10.0 e o STITCH 5.0, que fazem a ligacao entre proteina-proteina
e compostos quimicos-proteinas, respectivamente. O desenho das redes bindrias foram
realizados pelo programa Cytoscape versdao 3.4.0. A analise de agrupamento de ontologia
génica foi realizada nas redes de interacdo pelo programa Molecular Complex Detection
(MCODE), o Biological Network Gene Ontology (BiNGO) foi utilizado para a avaliagdo dos
grupos de proteinas e o CentiScaPe para as analises de centralidade. Uma rede contendo 2424
nds e 27600 conectores foi prospectada. Destes nds, 33 sdo poluentes atmosféricos e 27 sdo
proteinas presentes no Homo sapiens. A andlise de clusterizagdo indicou 79 modulos. A
andlise de ontologia génica indicou uma associa¢do entre as proteinas do cluster 2 e o
processo de adesdo celular e as proteinas do cluster 5 ¢ 0 mecanismo de apoptose. A partir das
nossas analises foi possivel propor um modelo molecular da agao dos poluentes atmosféricos
deste setor na inibi¢do da adesdo celular e da apoptose e na consequente formacgdo do cancer
sinonasal. Nesse modelo, o transporte de céalcio no espago intracelular ¢ o mecanismo chave
que desencadeia a desregulacdo da sinalizagdo celular e indiretamente, o bloqueio da apoptose

e adesdo celular.

Palavras Chave: Adenocarcinoma sinonasal, setor coureiro-calgadista, biologia de sistemas



ABSTRACT

Sinonasal adenocarcinoma is one of neoplasms that put Brazil among the countries which
have a high frequency of head and neck cancer cases of Latin America. This type of cancer is
known your rapid progression and easily produces metastasis. Although it is recognized as an
occupational disease and has your well defined etiology still a little information is known
about the molecular basis of this type of cancer. Sinonasal adenocarcinoma is correlated with
exposure to wood dust, leather dust, also metals like chrome, nickel and formaldehyde. Some
of these substances are found in the leather footwear sector, this is a very significant sector,in
both ways,socially and economically to the State of Rio Grande do Sul. Thus, the objective of
this study was to predict some of the molecular pathways associated with the genesis and/or
the progression of sinonasal adenocarcinoma and its effects on leather footwear industry
workers, using the tools of systems biology. For this purpose, differentially expressed proteins
in the sinonasal cancer and atmospheric contaminants from leather footwear sector were
prospected and joined to form a single network of interaction. For data acquisition and
formation of the different networks, mining tools were used as the STRING 10.0 and STITCH
5.0, which link proteins and protein- protein chemical compounds. The design of binary
networks were performed by Cytoscape 3.4.0 version. The cluster analysis of gene ontology
interaction networks was carried out by the Complex Molecular Detection (MCODE), the
Biological Network Gene Ontology (BiNGO) was used for assessment of the groups of
proteins, and CentiScaPe for the analysis of centrality. A network containing 2424 node and
27600 connectors were prospected . Among those, 33 are air pollutants and 27 are proteins
present in Homo sapiens. The clustering analysis indicated 79 modules. Gene Ontology
analysis indicated an association between cluster 2 proteins and cell adhesion process and the
cluster 5 protein and the mechanism of apoptosis. From our analysis it was possible to
propose an action’s molecular model of the air pollutants of this sector in cell adhesion and
inhibition of apoptosis and the consequent formation of sinonasal cancer. In this model, the
largest contribution of calcium in the intracellular space is the key mechanism that triggers the

deregulation of cell signaling and indirectly, the blocking of apoptosis and cell adhesion.

Keywords: sinonasal Adenocarcinoma, leather footwear industry, systems biology
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1 INTRODUCAO

Até a década de 70 a maioria dos produtos exdgenos considerados carcinogénicos para
o homem era encontrado no ambiente de trabalho. Atualmente tal risco foi sendo atenuado e
controlado pela legislagdo, mas mesmo assim esse ambiente continua a apresentar uma
importante propor¢ao e misturas de agentes cancerigenos. Na ultima década, a Agéncia
Internacional de Investigacdo sobre Cancer (IARC) concluiu uma revisdo de todos os agentes
classificados no Grupo 1 - Cancerigenos Para Humanos - atualizando informacdes sobre
mecanismos de carcinogénese (ALGRANTI; BUSCHINELLI; CAPITANI, 2010;
COGLIANO et al., 2011). Com base nesta lista e por orientagdo da Organizagdo Mundial de
Satde (OMS), os Ministros do Estado do Trabalho e Emprego, da Satde e da Previdéncia
Social, instituiram pela portaria n° 9 de outubro de 2014, considerando o Plano Nacional de
Seguranca e Saude no Trabalho, a Lista Nacional de Agentes Cancerigenos Para Humanos
(LINACH), principalmente pela elevada incidéncia de cancer no Brasil (BRASIL, 2001).
Consultando esta lista podemos constatar que existem diversos substancias presentes nos
ambientes industriais do setor coureiro-calcadista, as quais os trabalhadores sdo expostos

cotidianamente.

O estado do Rio Grande do Sul, mais especificamente, a regido do Vale dos Sinos ¢
considerada uma das maiores produtoras de calgados do mundo, este pdlo industrial estd
representado por 2700 empresas de produgdo calcadista, 294 curtumes e diversas empresas
terceirizadas destas empresas ancoras (ABICALCADOS, 2015; CICB,2015). Embora este
setor tenha importancia econdmica ao estado, pois gera empregos e arrecadacao de impostos,
ele pode trazer risco a saide do trabalhador devido ao grande nimero de substancias quimicas
manuseadas. Dentre estas substincias destacam-se o benzeno e parte de seus derivados, o
tolueno, o cromo e os solventes. O tolueno e o p6 de couro sdo frequentemente citados por
acoes carcinogénicas, apesar de individualmente testado nao apresentarem efeitos genotoxicos
sua misturas sdo considerados toxicos e genotoxicos a humanos (ERDTMANN;

HENRIQUES; SILVA, 2003).

O conhecimento da presenca de solventes organicos em colas, limpadores e
substancias utilizadas no processo de curtimento e bronzeamento de couro, t€m apontado

estes como produtos de potenciais riscos a satide. Procurando reverter o cendrio, a industria
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quimica introduziu no mercado adesivos 100% a base de 4dgua, mas devido a seu tempo de
secagem ser maior € o preco ser o triplo, os adesivos a base de solventes ainda predominam
neste ambiente (HEUSER, 2007). Contudo, ao avaliar o cenario real, no ambito da utilizagao
de produtos quimicos, pode-se perceber que muitas empresas, principalmente as pequenas
compram produtos quimicos explorando somente o menor preco, assim introduzindo de

maneira mista produtos potencialmente cancerigenos em seus processos laborais.

Além das substancias quimicas utilizadas no setor coureiro-cal¢cadista, o material
particulado produzido neste ambiente também tem sido apontado como suposto causador de
canceres sinonasais ¢ pulmonares. As neoplasias de cabeca e pescogo sdo responsaveis por
um numero estimado de 549.000 diagndstico de canceres no mundo a cada ano, tornando-se o
7° cancer mais comum em todo o mundo e o 6° entre os individuos de sexo masculino. Apesar
da predominancias destas patologias serem ligadas ao tabagismo, alcoolismo e infecgdes
causadas pelo HPV, existem evidéncias que outros fatores podem contribuir para essa doencga,

incluindo a exposi¢do ocupacional (LANGEVIN et al., 2013).

Bonneterre et al. (2007) em um artigo de revisdo sugere que ha um risco aumentado de
cancer sinonasal em trabalhadores do setor calgadista onde a exposi¢do ao pé do couro €
particularmente alta. Um estudo de caso realizado na industria de produgao de couro observou
um aumento de caso de cancer sinonasal em trabalhadores na Italia. Este aumento foi
associado a exposi¢ao ao cromo, p6 de couro e a taninos (COMBA et al.1992, BATTISTA et
al., 1995).

O cancer sinonasal ¢ reconhecido como um cancer ocupacional e embora tenha sua
etiologia bem definida pouco se sabe sobre a base molecular deste tipo de cancer (TRIPODI
et al., 2009a). O adenocarcinoma sinonasal ¢ altamente correlacionado com a exposi¢ao ao pod
de madeira (IARC 1995), contudo outros fatores de risco tém sido associados como a
exposicao ao po de couro (BONENNETERRE et al., 2007), aos metais como cromo e niquel
(ANDERSEN et al., 1999) e ao formaldeido (HAUPTMANN et al., 2004).

Assim, com o intuito de predizer algumas das vias moleculares associadas a génese
e/ou a progressao do adenocarcinoma sinonasal, em trabalhadores do setor coureiro
calcadista, foram utilizadas ferramentas da Biologia de Sistemas que permitiu construir uma
rede de interacao com diferentes proteinas diferencialmente expressas no cancer sinonasal e

os contaminantes atmosféricos do setor coureiro-calgadista, possibilitando analisar como
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esses compostos quimicos afetam molecularmente os diferentes mecanismos bioldgicos e

aumentam o risco deste tipo de cancer nestes trabalhadores.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a associacao existente entre os contaminantes
atmosféricos do setor coureiro-calgadista e o risco da génese e progressao do cancer sinonasal

nos trabalhadores expostos ocupacionalmente a acrodispersoides e a solventes.

1.1.2 Objetivos Especificos

> Prospectar os contaminantes atmosféricos do setor coureiro calgadista a partir
de interagdo fisica e funcional dos compostos com as proteinas do Homo sapiens

através do programa STICH 5.0 [http://stitch.embl.de//];

> Prospectar a interagdo fisica e funcional dos genes diferencialmente expressas

no adenocarcinoma sinonasal através do STRING 10.0 [http://string-db.org/];

> Construir a rede de interagdo unindo as sub-redes dos contaminantes
atmosféricos e as sub-redes das proteinas diferencialmente expressas no cancer

sinonasal através do programa Cytoscape versao 3.4.0;

> Analisar posteriormente pelos plugins Molecular Complex Detection (MCODE
1.4.2) e Biological Network Gene Ontology (BINGO 3.0.3) os clusters e ontologia

génica da rede, respectivamente;

> Analisar o enriquecimento funcional de cada proteina através do programa

CentiScaPe 2.1 [http://profs.sci.univr.it/~scardoni/centiscape/centiscapepage.php];

> Propor um modelo de atuacdo dos contaminantes atmosféricos no aumento de

riscos ao cancer sinonasal em trabalhadores do setor coureiro-calgadista.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O aumento na frequéncia de alguns tipos de cancer associado ao trabalho exercido
pelo homem tem sido um cendrio recorrente mundialmente. Essa patologia representa
atualmente o segundo maior fator de morbidade, sendo estimado em 2005, como causador de
13% das mortes mundiais (WHO,2006), principalmente em paises subdesenvolvidos e em
processo de desenvolvimento, como no caso do Brasil. Parkin ez. al. (2001) afirma que o
aumento da longevidade da populacao dos paises em desenvolvimento (maior numero de
idosos) vem elevando os casos de cancer em até 75% entre os anos de 2000 a 2020. O autor
relaciona esse fato aos fatores celulares do envelhecimento que estdo presentes, como queda
imunoldgica, que estd aliada ao desenvolvimento de alteragdes morfologicas celulares e
outros alteragdes celulares do envelhecimento, junto com os fatores ambientais e

comportamentais.

Estes dados constituem considerdveis razdes para agdes de saude publica em ambito
mundial, pois apesar de os paises subdesenvolvidos e em desenvolvimentos serem apontados
como sendo os de maiores indices de incidéncia de cancer, por seu processo de
industrializacdo e tecnologia limitada, os paises desenvolvidos também possuem estatisticas
consideraveis. Essa patologia ¢ responsavel por 20% dos obitos na Europa, com uma
estimativa de 3 milhdes de novos casos e 1,7 milhdes de 6bitos por ano (WHO, 2010). Cabe
ressaltar que o cancer relacionado ao trabalho possui uma peculiaridade que ¢ seu grande
potencial de prevencao, por isso agdes em pesquisa cientifica neste campo sdo tdo importantes

nos dias atuais.

Esté patologia esta associado a um conjunto de mais de 100 doencas que possuem em
comum o acometimento devido ao crescimento desordenado de células (malignas), que
invadem tecidos e oOrgdos, podendo espalhar-se (metdstase) para outras regides do corpo
(FACINA, 2012). Processo este conhecido como carcinogénese ou oncogénese, ao qual as
células normais sofrem uma ruptura de seus mecanismos reguladores, e passam a se dividir

desordenadamente desenvolvendo tumores malignos, se espalhando pelo organismo.
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2.1 Carcinogénese

A carcinogénese ¢ um processo multifatorial, pois ¢ provocada pela interagdo de
diversos fatores genéticos e/ou ambientais. Esse processo pode acontecer lentamente,
podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa se prolifere e dé origem a uma
neoplasia visivel, assim como pode se desenvolver rapidamente causando a morte do
individuo (ALGRANTI, 2010). Os fatores ambientais apontados como os principais geradores
de riscos para o desenvolvimento de processos carcinogénicos sdo: o tabagismo, a
alimentacdo, o peso corporal, habitos sexuais, bebidas alcoolicas, exposi¢ao solar, exposicao a

radiagodes, o uso de medicamentos e as exposi¢des ocupacionais (INCA, 2006)

O processo de carcinogénese ocupacional, ou seja, desencadeado por impactos do
ambiente de trabalho, sdo provocados por agentes fisicos, quimicos (BELIZARIO, 2002) e
biologicos que interagem com o DNA causando-lhe danos (INCA,2006), como podemos
observar na Figura 1. Nao podemos deixar de lembrar que além dos agentes xenobidticos,
existem também os danos causados pelas reacdes desencadeadas na propria célula, como por

exemplo os danos causados por radicais livres' (BELIZARIO, 2002).

Os mecanismos da carcinogénese desencadeados por fatores fisicos ou quimicos estdao
associados a indu¢do de mutagdes que podem ser de origem direta, proveniente da interacao
do agente com o DNA ou indireta, da contribuicdo do agente para a formagdo de radicais
livres. Por sua vez, o processo de carcinogénese ¢ dividido em dua etapas, a "inicia¢do", que
consiste no dano ou mutagao causado a célula e a "promocao", que consiste no estimulo ao

crescimento (multiplicagdo) da célula que sofreu mutagdo (INCA, 2008).

! Radicais livres sdo atomos ou moléculas com elétrons ndo pareados, ou seja, falta em sua estrutura quimica um
elétron na ultima camada, portanto sdo altamente reativos com outros compostos podendo participar de reagdes
colaterais indesejaveis, resultando em danos celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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Figura 1 - As etapas da carcinogénese.
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Fonte: INCA, 2008.

Entre os processos de iniciagdo e promogdo, ocorrem intmeras alteragdes genéticas
que fornecem as células capacidades biologicas adquiridas durante o desenvolvimento de
inimeros tumores humanos. Essas capacidades, segundo Hanahan & Weinberg (2011), podem
ser consideradas pontos de marcagdo para que se consiga organizar ¢ entender de forma mais
logicos a notavel diversidade das transformagdes neoplasicas que ocorrem nesta patologia,
pois a medida que as células evoluem progressivamente para um estado neoplasico adquirem
uma sucessdo de caracteristicas multiplas relacionadas as necessidades das células tumorais
iniciantes em adquirir tracos que lhes permitam tornar-se tumorigénicas chegando a

formacdes malignas.

Essa marcacao logica segundo Hanahan & Weinberg (2011), descreve vantagens
metabolicas e capacidades bioldgicas adquiridas que provocam (1) a auto-suficiéncia dos
sinais proliferativos, (2) a desativacdo de genes supressores de crescimento, (3) a evasao do
sistema imune, (4) a ativacdo do potencial replicativo ilimitado, (5) as inflamagdes
promotoras de tumores, (6) a ativacao e invasao por metastases, (7) a indugdo de angiogénese,
(8) os danos ao DNA causando instabilidade gendmica e mutagdes, (9) a resisténcia a morte
celular e senescéncia e o (10) desbalango energético celular, determinando a formagdo de

tumores (acumulo de células) ou neoplasias malignas (FACINA, 2012)
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Os riscos biologicos das exposi¢des ocupacionais estdo diretamente ligados a trabalhos
que expoe os trabalhadores a virus, bactérias, fungos, parasitas e protozodrios, estes
responsaveis por insultos a saude a partir da penetragdo cutanea, respiratoria e/ou digestoria
(BRASIL, 1997). O principal fator bioldgico conhecido por interagir e impactar o homem
gerando efeitos carcinogénicos ¢ o virus, pois este possui a capacidade de interagdo com o
acido nucléico, incorporando seu proprio DNA no DNA da célula hospedeira, que passa a ser
utilizada para a producgdo de novos virus. Durante esse processo, ou mesmo anos apos ele,
pode ser iniciada a inativagdo de genes supressores de tumor pelas proteinas virais,
provocando a imortalizagdo celular pela inibicdo da apoptose ou, a ativacdo do
proto-oncogenes, humano ou viral, estimulando a replicacdo celular (INCA, 2008). Os demais
agentes de riscos biologicos sdo suspeitos na promog¢do de carcinogénese, mas ainda existem

poucas evidéncias (INCA, 2008).

Como ja mencionado, o tempo para a carcinogénese ser completada ¢ indeterminado,
mas teoricamente a carcinogénese pode ser interrompida a qualquer momento, ou etapa, isto €
um fato que depende da dose resposta do organismo, o qual deve se manifestar na capacidade
de reprimir a proliferagdo celular e de reparar os danos causados ao genoma (INCA, 2008).
Portanto, nem sempre a suspensiao da exposi¢ao de um individuo a agentes carcinogénicos ¢
uma condi¢do sine qua non a interrup¢ao do processo de carcinogénese ou até mesmo a sua

supressao por reparacao.

2.2 Mecanismos de Invasao e Metastases

As neoplasias malignas se manifestam pelo crescimento desordenado de células
mutadas, que invadem os tecidos, vizinhos e/ou distantes, se desprendendo do tumor primario
(metastases), invadindo a corrente sanguinea ou sistema linfatico, a qual usa como via de
acessos aos demais tecidos ou linfonodos, se espalhando pelo corpo do individuo (INCA,
2008). A invasdao e a metastase se desenvolvem em vérias etapas que exigem das células
habilidades especiais, fazendo com que o processo metastatico seja seletivo. Pesquisas
revelam que apesar de milhdes de células serem lancadas na corrente sanguinea diariamente
pela neoplasia primaria, somente algumas destas células se tornam de fato metastases

(sobrevivem e aderem a outro tecido). O sucesso de uma célula metastatica se deve
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inicialmente a (1) capacidade dela se desprender do tumor principal, de (2) invadir e migrar
nos tecidos adjacentes, de se (3) infiltrar e sobreviver na corrente circulatoria ou linfatica, de
(4) aderir e atravessar os capilares sanguineos ou vasos linfaticos e (5) sobreviver em tecido

estranho a de sua origem (UNICAMP, 2017; INCA, 2008).

Esse processo dinamico exige que os genes da célula metastatica sejam alternadamente
ativados e desativados, para que assim essa célula consiga passar por todas as etapas
(BELIZARIO, 2002), pois para migrar as células metastaticas devem ser capazes de secretar
colagenases e outras enzimas proteoliticas que digerem a matriz extracelular. Para entrar na
corrente circulatdria essa célula necessita ter a capacidade de atravessar a membrana basal, ou
seja, a camada da matriz celular que envolve os vasos sanguineos. Ao entrar na corrente
sanguinea a maior parte das células é provavelmente destruida, mas algumas células aderem
as plaquetas circulantes, sendo essa interagdo mediada por integrinas. A interacdo das células
metastaticas com as plaquetas expressam um fator decisivo para a metastatizagdo, pois
aderidas as plaquetas essas células tém um poder de camuflagem, assim conseguindo escapar

da agdo dos leucocitos (UNICAMP, 2017; BELIZARIO, 2002).

Apoés a fixacdo da célula metastatica, para sua promog¢ao, ela necessita da a¢ao de
genes que aceleram o crescimento e a divisdo celular, com o intuito de formar clones. Porém
apenas esse processo nao promove sozinho a formag¢do de novas células tumorais,
necessitando produzir também fatores angiogénicos, que estimulem a formagdo de novos
vasos sanguineos por onde essas células receberdo nutrientes e oxigénio. Uma condi¢do que
aumenta a suscetibilidade do tecido em receber e desenvolver uma célula maligna ¢ se esse
tecido encontra-se em processo de cicatrizacdo, pois em locais acometidos por lesdes ou
infeccoes a presenca de enzimas proteoliticas e fatores de crescimento estimulam os
fibroblastos e as células endoteliais (da parede interna dos vasos sanguineos) a migrarem e se

proliferarem, levando & formacio de novos vasos (BELIZARIO, 2002).

Um dos fatores determinantes na sobrevida reduzida dos acometidos por céancer
sinonasal ¢ o promocdo de metastase, pois essas disseminam a patologia para outros locais do
organismo podendo desenvolver tumores secundarios mesmo depois da supressdo do
primario. Apesar desta manifestagdo ser muitas vezes muito mais lenta que a disseminagao

local desta neoplasia (LEVIO, 2007). Os locais mais comuns de promoc¢ao celular e



23

metastases sao o seio maxilar, o seio etmoidal, o seio frontal, cavidade nasal ¢ seio esfenoidal

(BERNSTEIN; MONTGOMERY; BALOGH, 1966).

2.3 Cancer Sinonasal

O cancer sinonasal é uma neoplasia que representa 1% de todas as neoplasias mundiais
e cerca de 3% dos canceres que acometem cabega e pescoco. No Brasil, estima-se que
ocorram 3 mil mortes e surjam 13 mil novos casos de canceres de cabeca e pescogo por ano,
sendo responsavel pelo maior nimero de incidéncia desta neoplasia na América Latina. Nos
Estados Unidos, entre o ano de 2004 e 2008, 59% dos céanceres sinonasais diagnosticados
foram neoplasias epiteliais, como o carcinoma de células escamosas (espinocelular) e o
adenocarcinoma, sendo estes os mais comuns, respondendo por 38% e 10% dos canceres

sinonasais (EMANUELLI, 2016; YOULDEN, 2013; BRASIL, 2001).

Os tumores malignos da cavidade nasal e dos seios paranasais apresentam uma
incidéncia de 0,75 a cada 100 mil pessoas acometidas (Estados Unidos), possuindo uma
prevaléncia maior em homens do que em mulheres, na proporcao de 2:1, € s3o mais comuns a
partir dos 60 anos de idade. O habito de fumar e o uso de alcool sdo fatores de risco de grande
importancia na etiologia dessas neoplasias, assim como as exposi¢des ocupacionais
(BOFFETTA, 2004; SHANGINA et al., 2006; DE VITA et al., 2005). Ha também evidéncias
consistentes de que o baixo consumo de frutas e vegetais contribuem para o aumento do risco

de desenvolvimento destas patologias (IARC, 2003).

A exposicao ocupacional a serragem e pd de madeira é fortemente associada ao cancer
sinonasal, desde evidéncias iniciais, diversas investigagdes tém sido realizadas com
marceneiros, fabricantes de moveis e serradores. Por esse motivo medidas preventivas foram
e vém sendo aplicadas para reduzir a concentracdo de p6 de madeira nos ambientes de labor,
como a instalacao de sistemas de exaustdo ¢ o uso de mascaras. Os resultados alcangados com
estas mudangas sdo significativas. Tomamos como exemplo uma pesquisa transversal
realizada na fabrica de moveis Viborg County, na Dinamarca. A primeira investiga¢ao indicou

uma suspensdo de 2,5 mg/m?® de p6 de madeira e seis anos depois com a aplica¢do de medidas



24

preventivas houve a redugdo para 1,63 mg/m?, representando um decréscimo anual, segundo o

autor, de 34,8% na concentracio total (EMANUELLI, 2016; SCHLUNSSEN et. al, 2008).

De acordo com Binazzi et al., (2015) a etiologia de tumores sinonasais tem sido
associada a industria de fabricagdo de calgcados provavelmente pela exposicdo a pegas de
couro, pd de couro, processos de colagem, preparacao e acabamento. Foi também observado
pelos autores a ligagdo com exposicdo a produtos quimicos encontrados em diversas
atividades profissionais. Os mais comuns na fabricacdo calgadista sdo o cromo e os

formaldeidos.

Embora na fabricagdo de artefatos de madeira a ligagdo com o cancer sinonasal ja
tenha sido bem reconhecida, at¢ mesmo considerando-a como doenga profissional, no setor
coureiro-calgadista a relagdo histologica, entre localizagdo anatomica e as exposi¢oes
ocupacionais, ainda ndo foram bem estabelecidas, pois sdo poucos estudos que indicam um
consenso cientifico de quais os fatores estdo realmente relacionados a patologia

(BONNETERRE, 2007).

Apesar dos indices de ocorréncia ndo serem muito altos, ha uma grande relevincia em
se estudar este tipo de neoplasia, pois, por motivo de diagnéstico tardio essa neoplasia se
caracteriza por alta agressividade (FRANCHI et. al, 2002). O mau prognoéstico também ¢
considerado outro fator que contribui para um baixo nivel de sobrevida, de aproximadamente
26,3% dos acometidos (REIERSEN; PAHILAN; DEVAIAH, 2012), e destes uma média de
50% sobrevive somente 5 anos apds a interven¢ao (KUAN et al, 2016). As intervencdes
tardias (cirurgias e radioterapia) em sua maioria, deixam lesdes relativamente agressivas, que
atingem cartilagens e até os tecidos 0sseos do cranio (BAPTISTA et. al, 2002), podendo
desfigurar ou cicatrizar a face do individuo, nestes casos o paciente pode ser afetado por
patologias extra cancer, como doengas psicoldgicas por inibicdes do convivio social
(TRIPODI, 2009b). Por este motivo salienta-se a importancia da detec¢do precoce e dos
tratamentos alternativos atrelada a descobertas dos possiveis mecanismos moleculares

envolvidos no desenvolvimento desses tumores.
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2.4 Setor Coureiro-Calcadista

A cadeia produtiva coureiro-calcadista impacta economicamente os diversos
segmentos do mercado, desde produtores agricolas e agropecudrios, até¢ a taxa de ocupagao
em massa que este setor proporciona (empregos). Neste ramo de atividade 90% dos processos
produtivos ainda sdo realizados manualmente. O setor coureiro-calgadista abrange desde o
curtimento do couro, o qual manipula e transforma o couro cru em matéria-prima para a
confec¢do de diversos produtos manufaturados, até a producdo de calgados. Além do couro
também sdo incorporados na fabricacao de calgados materiais sintéticos, tecidos € outros
componentes, como borrachas, tintas, embalagens e maquinas (CORREA, 2001; GORINI;
SIQUEIRA, 2002). Por este modelo produtivo necessitar de diversos materiais, existe neste
tipo de atividade uma grande tendéncia a formagao de polos industriais, concentrando em um
mesmo local diversos fornecedores e fabricantes de calgados, e consequentemente a
aglomeracdo de mao de obra no entorno deste pélo, como € o caso do pélo coureiro-calcadista
localizado no Vale do Sinos no estado Rio Grande do Sul, que concentra 40% da producao
nacional e ¢ responsavel por 80% das exportagdes de calgados no Brasil (GORINI;

SIQUEIRA, 2002).

No ano 2000, apés uma forte crise presenciada na década de 1990, ocorreu um
reaquecimento do mercado produtor coureiro-calgadista. Apesar de neste periodo ter sido
recuperado o indice de produtividade, o mesmo nao ocorreu com o numero de postos de
trabalho. Este cendrio expressa caracteristicas de uma reestruturagdo produtiva, movimento
que impde aos trabalhadores novas tecnologias e um novo formato de gestao do trabalho. Este
modelo de produgdo enxuta por um lado ¢ positivo, pois exige dos trabalhadores maior
qualificacdo, mas os coloca expostos a maiores riscos, pelo grande volume de subcontratagdes
e terceirizagoes, desqualificando, mal remunerando e privando muitos trabalhadores de seus

direitos trabalhistas (LOURENCO; BERTANI, 2009).

Este processo desenfreado pela reducdo dos custos de fabricagdo, através dos
movimentos de terceirizagdes, fez surgir bancas de trabalho em ambientes domésticos,
ambientes estes despreparados, muitas vezes improvisados onde pode ser observado, segundo
pesquisas realizadas por Lourenco & Bertani (2009), processos de desgastes e impactos a
saude provocado pela forma de trabalho. Os principais relatos desta pesquisa sdo de

coladeiras de pecas e os cortadores de couro, os quais ficam expostos a produtos quimicos,
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poeiras e movimentos repetitivos sem as devidas protecdes. As exposi¢des ocupacionais ja
sdao fatores preocupantes na area de saude publica, o fato se agrava quando esses riscos sao
levados para o ambiente doméstico impactando além dos trabalhadores diretamente expostos,

os demais que ali residem, inclusive criancas e adolescentes.

Além disso, sabe-se que substancias quimicas e/ou suas misturas podem causar desde
pequenas irritagdes e até agravos que podem levar a morte; e que algumas causam efeitos
imediatos e outras levam anos a se manifestarem. A magnitude de uma exposicao se da pela
relagdo da quantidade utilizada de certa substancia e o tempo de exposi¢do, mas nao podemos
deixar de considerar o meio ao qual ocorre a dispersdo, pois as propriedades fisicas dos
compostos determinam como ocorre propagacdo no ambiente. No ambiente ocupacional
existem propagacdes por meios liquidos e interagdes com substancias solidas, mas os efeitos
menos visiveis e que mais impactam a vida dos trabalhadores sdo os propagados pelo ar, ou

seja, a poluig¢do atmosférica ocupacional (RIBEIRO; PEREIRA FILHO; RIEDERER, 2012).

2.5 Contaminantes Atmosféricos Ocupacionais no Setor Coureiro-Calcadista

Os contaminantes atmosféricos ocupacionais sao agentes quimicos que impactam a
qualidade do ar em ambientes de labor, sejam estes ambientes internos ou ambientes externos,
onde sdo realizadas atividades de trabalho. Além da grande preocupacdo dos pesquisadores
com a qualidade do ar atmosférico, outro importante tema de pesquisa na area de saude
publica ¢ a qualidade do ar em ambientes internos, tais como, ambientes residenciais,
industriais, de atendimento publico e de entretenimento. Estas pesquisas se intensificaram
quando houve a descoberta de que baixas trocas de ar nestes ambientes acarretam no aumento

de concentragdes de particulas quimicas e material biologico (TURIEL et. al, 1983).

O proprio homem e suas atividades ocupacionais sdo os maiores contribuintes para a
poluicdo do ar em ambientes fechados, ndo apenas pela liberagdo do didxido de carbono no
processo respiratorio, ou pela substancias quimicas liberadas pela transpiragdo, mas também
pelo transporte de microorganismos (fungos, bactérias, virus e 4caros) e manipulacido de
substancias necessarias para o desempenho da atividade profissional, como ¢ o caso do setor
coureiro-cal¢adista, que introduz no ambiente poluentes como substancias organicas,

inorganicas e bioldgicas, em forma de poeiras, aerossois, vapores, fumos, gases e névoas. A
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inalagdo cronica destes compostos quimicos estranhos ao organismo podem produzir varias
doencas do trato respiratério, como enfisema pulmonar, fibrose, asmas, bronquite,
pneumoconiose e at¢é mesmo cancer (SHUGUANG; DINHUA; GUOXIONG, 1994;
THIEBAUD et. al, 1994).

Os contaminantes quimicos mais latentes do setor coureiro-calgadista, relacionados a
emissdo e contaminagdo atmosférica ocupacional, sdo os compostos volateis € os compostos
presentes no p6 de couro, pois estes possuem maior potencial de contaminacdo e absor¢ao
pelas vias aéreas, digestivas e cutaneas. As substancias quimicas utilizadas atualmente pelo
setor sdo apresentadas na Tabela 1. Esses dados foram levantados por Achi et. al (2012) a
partir da caracterizacao do p6 de couro e, por analises nas FISPQs dos compostos volateis

utilizados no ambiente de labor deste tipo de empresa.

Tabela 1 - Substancias quimicas envolvidas na polui¢ao atmosférica ocupacional do setor

coureiro-calcadista..

Substancias Quimicas

N° Substancias Composto Forma de Exposicao Formato
01 Acectona' Solvente Vapor Organico Vapor
02 n-Butanol ! Solvente Vapor Organico Vapor
03  Acetato de Etila'! Solvente Vapor Organico Vapor
04  Acido Formico ! Solvente Vapor Organico Vapor
05 Butila! Solvente Vapor Organico Vapor
06 Isobutila® Solvente Vapor Organico Vapor
07  Etilenoglicol ! Solvente Vapor Organico Vapor
08 Butilenoglicol ! Solvente Vapor Organico Vapor
09  Percloroetileno ! Solvente Vapor Organico Vapor
10 Tricloroetileno ! Solvente Vapor Organico Vapor
11  Clorobenzeno ! Solvente Vapor Organico Vapor
12 Ciclohexano ! Solvente Vapor Organico Vapor
13  Etilbenzeno ! Solvente Vapor Organico Vapor
14  Tolueno! Solvente Vapor Organico Vapor
15 Amonia' Particulas em Suspensao Po
16  Gas Sulfidrico ! Solvente Vapor Organico Vapor
17 o-Xileno! Solvente Vapor Organico Vapor
18 m-Xileno! Solvente Vapor Organico Vapor
19 p-Xileno! Solvente Vapor Organico Vapor
20  Naftaleno ! Solvente Vapor Organico Vapor
21  Cromo 2 Metal Particulas em Suspensao Po
22 Aluminio 2 Metal Particulas em Suspensao Po
23 Arsénio ? Metal Particulas em Suspensao P6
24  Bario? Metal Particulas em Suspensao Po

25 Bromo 2 Metal Particulas em Suspensao Po
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Substancias Quimicas

N° Substancias Composto Forma de Exposicao Formato
26  Calcio? Metal Particulas em Suspensao Po
27  Cobalto 2 Metal Particulas em Suspensao Po
28  Cé¢sio? Metal Particulas em Suspensdo Po
29  Europio 2 Metal Particulas em Suspensao Po
30 Ferro? Metal Particulas em Suspensao Po
31 Potassio? Metal Particulas em Suspensado Po
32 Lantanio 2 Metal Particulas em Suspensao Po
33  Mangangés 2 Metal Particulas em Suspensao P6
34  Sodio 2 Metal Particulas em Suspensado Po
35 Rubidio 2 Metal Particulas em Suspensao Po
36 Antimonio 2 Metal Particulas em Suspensao Po
37 Lutécio ? Metal Particulas em Suspensado Po
38 Escandio 2 Metal Particulas em Suspensao Po
39  Samario 2 Metal Particulas em Suspensdo P6
40 Zinco 2 Metal Particulas em Suspensao Po

Fonte: 'FISPQ; *Achi et. al (2012).

2.6 Riscos Ocupacionais X Setor Coureiro-Calcadista

No quadro de riscos do setor coureiro-calgadistas, as exposi¢des mais latentes sdo as
das vias aéreas, devido a grande diversidade e quantidade de agentes quimicos dispersos na
laboragdo dos processos, os quais contaminam o ar atmosférico dentro do ambiente industrial.
A toxicologia ocupacional como parte da fisiologia que estuda os efeitos fisico-quimicos
ocorrentes nas células, tecidos e orgdos dos individuos expostos a produtos quimicos,
identifica como essas substancias penetram no organismo, o volume da exposi¢cdo, as
interacdes dos individuos com as matérias-primas, produtos intermedidrios e produtos
acabados, sempre observando de forma quantitativa as substancias presentes na atmosfera, no
sistema biologico, por meio de indicadores de exposi¢do, apontando os riscos que esses
agentes oferecem aos trabalhadores (RUPPENTHAL, 2013; JAMES, ROBERTS,
WILLIAMS, 2000; HODGSON, 2004).

Essa interagdo ¢ observada por marcadores ambientais e biologicos, na busca do
reconhecimento das vias de introducdo e intoxicagdo, considerando que uma intoxicacao pode
ocorrer em curto, médio ou longo prazo de exposicdo. Os métodos de prevencdo em
toxicologia somente sdo alcangados se houver o reconhecimento do risco, a avaliacdo de

todos fatores envolvidos e a aplicagao de métodos de controle (QUEIROZ, 2010).
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Apesar de muitos estudos apontarem o setor coureiro-cal¢adista como gerador de
atividades classificadas como carcindgenas em humanos, por sua grande ligacdo com os
canceres de bexiga e leucemias, novas evidéncias ligam a inalagdo de aerodispersoides
(vapores, névoas, poeiras, sprays) deste setor a doengas do trato respiratorio e canceres
sinonasais (IARC, 1987a; 1987b; EMANUELLI, et. al, 2016; BINAZZI; FERRANTE;
MARINACIO, 2015). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2010), empresas que
ndo se preocupam em atenuar estes fatos, ndo apenas deixam esses trabalhadores, seus
familiares e a comunidade expostos a riscos e sofrimento humano desnecessario, mas também
ficam expostas a envolvimentos litigiosos € onerosos em suas relagdes com as leis trabalhistas

nacionais € internacionais, ¢ muitas vezes, em suas relagdes com os clientes e consumidores.

Vérias sdo as pesquisas que relatam o aumento da morbidade e da mortalidade em
trabalhadores das industrias coureiro-cal¢adistas. O setor vem sendo alvo de estudos sobre
riscos de carcinogénese ocupacional, pois apresenta um potencial latente de acometimento
humano por patologias como leucemia, canceres nasais, do aparelho respiratorio e digestorio,
também sdo relatados nas pesquisas outros acometimentos nao diretamente ligados ao setor,
como o aumento no nimero de canceres diversos, abortos espontaneos, a presenca de danos

citogenéticos e alteragdes cromossomicas (KVITKO et. al, 2012; HEUSER et. al, 2007).

2.6.1 Producao Coureira

A industria de curtimento nacional é representada por aproximadamente 700 unidades
curtidoras, sendo destas unidades 72% localizadas na regido sul e sudeste e 80% pequenas
empresas. Este segmento gera 65 mil empregos e um faturamento anual de US$ 2 bilhdes
(dolares). E importante ressaltar que mesmo no mercado contemporaneo ainda existem
curtumes artesanais, sem qualquer formalizacdo, que produzem para um pequeno mercado
regional de calgados risticos e artesanais (GORINI; SIQUEIRA, 2002; CORREA, 2001;
SANTOS et. al, 2002).

O processo de transformacao das peles em couros implica em uma série de interacdes
quimicas e mecanicas realizadas em etapas. O objetivo deste processo € estabilizar a estrutura
fibrosa transformando a pele em um material imputrescivel. Para provocar esta transformacao

¢ necessario utilizar insumos quimicos a base de cromo e/ou taninos, produtos estes que sao
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adicionados junto as peles nos fuldes. As peles curtidas com taninos vegetais sdo chamadas de
atanados e as curtidas com sais de cromo sdo denominadas wet-blue ou wet-white. As etapas
de processamento da pele sdo agrupadas em ribeira, curtimento, recurtimento e acabamento

(LENZ; ARDENGHI; FIGUEIREDO, 2013; AQUIM, 2004).

Todos os insumos utilizados no processo de beneficiamento de couro sdo considerados
potencialmente perigosos a saude humana, através do contato com as peles, efluentes, ou
outras vias que exercem importantes papéis de exposicdo ocupacional. As mais evidentes sao
as exposicoes dérmicas, orais e respiratérias que causam doengas e intoxicagdes agudas ou

cronicas (SANCHEZ; NASCIMENTO, 2005).

Em uma pesquisa realizada por Alves e Barbosa (2013) foi observado que apenas 25%
das empresas de curtimento promoviam agdes de controle a emissdes atmosféricas e 50%
destas empresas nunca ou raramente haviam feito esse tipo de controle. Essas emissdes, além
de serem um problema ambiental a ser resolvido pelo setor, sdo geradoras de problemas de
saude ocupacional e das populacdes do entorno pois, dependendo das instalacdes e dos
procedimentos operacionais realizados nos curtumes, essas emissoes podem ser perceptiveis

fora dos limites industriais.

Pelo tipo de exposicdo aos quais os trabalhadores estdo expostos, pesquisas estdo
sendo realizadas com intuito de formar estratégias de prevencgdo e satude publica, em Karachi
no Paquistao, Shahzad, Akhtar e Mahmud (2006) realizaram uma pesquisa com o objetivo de
estimar a prevaléncia de alguns fatores de riscos a asma em homens adultos que executavam
suas atividades no setor coureiro daquela regido. Do total de trabalhadores que eles
investigaram, 10,8% (69/641) eram impactados por essa patologia ¢ 5,3% (34/641) tinham
seus acometimentos relacionados com exposi¢des ocupacionais. Os pesquisadores relataram
que a prevaléncia de asma deste grupo estava relacionada com o stafus educacional, etnia,
tabagismo, uso de equipamento de protecdo, presenca de alergias e duracdo da jornada de

trabalho.

Apesar de grandes evidéncias que o setor de curtimento traz em relagdo as doengas
relacionadas ao sistema respiratorio, Bonneterre (2007) em uma revisao, relata que quatro em
cada cinco pesquisas de mortalidade por canceres sinonasal, aponta o setor de producao de
calcados como um dos setores de maior risco a este tipo de patologia. O autor também relata

que a producdo de calgados possui um excesso de riscos a cancer sino-nasal, especialmente
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aqueles trabalhadores que realizam atividades de acabamento, escovacdo e recuperacido de

calgados.

2.6.2 Producao Calgadista

O setor industrial calgadista brasileiro ¢ composto quase que totalmente por capital
nacional, formado por aproximadamente 4 mil empresas, empregando diretamente 300 mil
trabalhadores e indiretamente mais de 1 milhdo, esse setor possui capacidade produtiva de
mais de 600 milhdes de pares de calcados por ano, dos quais 70% sdo destinados ao mercado
nacional e 30% para exportagdes (GORINI; SIQUEIRA, 2002; CORREA 2001). O Vale dos
Rio dos Sinos, localizado no Rio Grande do Sul é responsavel pela producido de 40% da

producao nacional e 80% das exportacdes (NORONHA; TURCHI, 2002)

Na producdo de calgados sdo liberados diversos solventes organicos, de modo geral
esses sao compostos por um grupo de substancias quimicas organicas que apresentam maior
ou menor grau de volatilidade, at¢é mesmo em temperaturas negativas, e lipossolubilidade. A
utilizacao de solventes organicos no setor calcadista ¢ um risco significativo a saude, sendo
que a utiliza¢do destes compostos € muito ampla, desde os processos para o amaciamento do
couro, podendo iniciar no corte das pecas, até atividades de polimento dos produtos acabados.
Embora nos ultimos tempos os niveis de exposi¢do tenham diminuido muito nos paises mais
industrializados, pela implantagdo da Gestdo Verde das Cadeias de Suprimentos com a
introducdo de novos adesivos de base aquosa, o numero de trabalhadores expostos

regularmente ainda é muito expressivo (BULCA et. al, 2008; HERMANN et. al, 2013).

Um dos problemas cronicos relacionados as atividades calgadistas € a exposicao
cotidiana dos trabalhadores a solventes organicos presentes nas colas, adesivos, limpadores,
primers entre outras solu¢des € o uso de protegdes inadequadas a esses toxicos. Na maioria
das vezes a utilizacdo de equipamentos de seguranca ¢ repudiada, pois estes ndo apresentam
um perfil ergondmico proprio para a fungdo desempenhada, como luvas e mascaras, os quais
possuem pouca utilidade quando se trata de vapores de solventes. Os trabalhadores mais
vulneraveis, devido a falta de protecdo efetiva contra esses vapores, sdo os funcionarios das
sessdes de colagem, acabamento e pintura (NIJEM et al/, 2001; UKSULAINEN et al., 2002;
DENTON, 1985).
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Os efeitos a saude de exposi¢des a misturas de substancias organicos ainda sdo
desconhecidos. Esses compostos podem se incorporar a outras substancias potencialmente
perigosas como os materiais particulados, aditivos presentes em materiais para calgados e
produtos de degradacdo de materiais, como o isocianato € o cloropreno (UKSULAINEN et
al., 2002). A TARC aponta que os trabalhadores da industria calgadista t€ém apresentado
maiores riscos de cancer, principalmente o cancer nasal e leucemia. Estes canceres possuem
etiologias associados a poeira do couro (com cromo) e a exposicdo ao benzeno, que vém
sendo substituidos (cromo e benzeno) por produtos com um potencial toxicologico diminuido,

como o cromo trivalente, tolueno, hexano, clorofendis, anilina e azo-corantes, acetona, xileno

e metiletilcetona (IARC, 1981, 1982, 1987a; DENTON, 1985).

Devido a pressdo social e as maiores exigéncias dos consumidores calgadistas externos
(exportadores) por produtos sustentdveis e ambientalmente corretos, novas tecnologias e
materiais estdo sendo introduzidas no mercado, como por exemplo as colas com base aquosa
com misturas poliméricas (nanoparticulas), que reduzem significativamente a quantidade de
poluentes produzidos. Em 2006 esses adesivos representavam 46% do mercado, em 2011
chegando a 57%. A substituicdo do tolueno na composi¢ao de adesivos abriria ainda mais o
campo para solventes nao agressivos ao sistema nervoso central, reduziria significativamente

os niveis de exposi¢do aos trabalhadores e os casos de dependéncia quimica (SOUZA, 2015).

Ainda existem poucos estudos sobre a toxicidade da utilizagao destes adesivos no setor
calcadista. Os acometimentos a saude provocados por exposi¢des neste setor estdo
diretamente ligados aos solventes, porém existem substincias como o poliuretano e
policloropreno que fazem parte tanto da composicao das colas a base de agua, quanto as colas
a base de solventes. Segundo investigacdes, os mondmeros destas substancias, isocianato e
cloropreno, sdo considerados substancias suspeitas e possiveis carcindgenos em humanos
(IARC, 1999). Estes trabalhos relatam que com o aquecimento dos adesivos de poliuretano,
surgem as emissOes de isocianatos, exposicdo estd associada a problemas respiratorios
(WIRTS; SALTHAMMER, 2002). Apesar da quantidade de cloropreno encontrada em
fabricas de calcados ser pequena e ndo considerada um risco latente, se esse volume for
alterado, altas concentragdes de cloropreno demonstram mutagenicidade (BARTSCH et al.,

1979; WESTPHAL et al., 1994; TICE et al., 1988; VALENTINE; HIMMLSTEIN, 2001).
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2.7 Quimio-Biologia de Sistemas

Um dos posicionamentos cientificos mais difundido e significativo ¢ a fragmentacao
do todo em pequenas partes, para assim conseguir entender a fundo o real mecanismo que
gera determinado elemento ou agdo. Esse processo pode ser considerado como reducionista.
Um exemplo cléassico desta mencdo ¢ entendermos o funcionamento de um organismo como
resultado da agdo de orgdos. Estes por sua vez sdo compostos de tecidos, que sdo compostos
de células. As células possuem como componentes moléculas que por fim sdo compostas por
atomos. Contudo, a fragmentagdo tende a reducdo da complexidade caracteristica dos
fendmenos naturais, o que muitas vezes pode comprometer a capacidade de entendé-los. De
fato a complexidade € inerente a biologia, ao funcionamento de nosso organismo € a natureza,
portanto h4d uma necessidade da constru¢do de uma abordagem que inclua de forma sistémica
essa complexidade, que interligue as diversas interagdes presentes, € ao confronta-las, consiga

encontrar informagdes mais informativas e completas (POLONI ez. al, 2014).

A biologia de sistemas relaciona as partes individuais de um sistema através de
representacdes graficas por conjuntos de nds e conectores (Figura 2), que ligam-se entre si.
Os nodés podem representar individuos, proteinas ou até mesmo lugares, enquanto os
conectores representam ligacdes entre cada par de nos, essa demonstragdo grafica ¢ chamada
de rede (POLONI et. al, 2014). As redes podem ser um mecanismo muito Util para o
entendimento das caracteristicas quimicas fundamentais dos processos biologicos, pela
visualizagdo de um pequeno conjunto de dados gerados por meio de experimentos
controlados. Esse continuard sendo um dos mecanismos principais na pesquisa bioldgica,
porém inimeros projetos de natureza dmica (gendminca, transcriptomica, protedmica, entre
outros), tétm mostrado que uma fungao biologica ¢ raramente relacionada a agdo de uma unica
ou poucas moléculas. As caracteristicas bioldgicas surgem de uma série de interagdes

complexas que ocorrem entre as inimeras moléculas encontradas em uma célula (BONATTO,

2014).
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Figura 2 - Representagdo grafica de nds e conectores em uma rede de
interacao.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2016.

Neste sentido, hd um interesse cada vez maior no estudo dos sistemas biologicos,
observando de forma ampla as relagdes entre os componentes de um sistema € 0s seus
respectivos processos, enfocando a geracdo de hipoteses que possam ser testaveis
experimentalmente. E importante destacar que o desenvolvimento de técnicas de analises em
larga escala, de processos bioldgicos, so se faz possivel pela mineragdo de dados publicados
na literatura ou anotados em servidores publicos, permitindo na maioria das vezes o acesso a
uma quantidade vasta de informagdes a respeito do comportamento celular e determinadas
condigoes fisiologicas. Estas técnicas de analise também permitem a determinagdo de como e
quando essas moléculas interagem entre si para gerar uma resposta biolégica (BONATTO,

2014; CHUANG, et. al, 2012).

A bioinformatica surgiu como base estrutural, da necessidade de analises de interacoes
amplas da biologia de sistemas. Com o surgimento dos sequenciadores capilares de DNA, na
década de 90, a alta quantidade de dados bioldgicos produzidas tornou as analises manuais
alternativas absurdas para o estudo de dados de genoma e transcriptoma. Esta ciéncia faz a
juncao de diversas areas do conhecimento, como a ciéncia da computagdo, a engenharia de
softwares, a matematica, a estatistica e a biologia molecular, e tem como finalidade principal
desvendar a grande quantidade de dados que vem sendo obtida através de sequéncias de DNA

e proteinas (PROSDOCIMLI, 2007).

A compreensao da biologia de sistemas esta atrelada na linguagem, ou como também ¢

nomeada, abstracdo matematica, chamada de Teoria dos Grafos, que oferece a possibilidade
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de abstracdes matemadticas necessarias a descricdo dos diferentes niveis de complexidade de
um organismo. Ou seja, grafo nada mais ¢ do que um conjunto de nos e linhas que conectam
os nos, compondo a base da biologia de sistemas que ¢ uma rede de interacdes (BONATTO,

2014).

A quimio-biologia de sistemas, um ramo da biologia de sistemas, associa compostos
quimicos (drogas, poluentes, etc) a rede de interagdo proteina-proteina. Ela, da mesma forma,
utiliza o formato de interagdo da biologia sistemas (nés e vértices,), analisando a interacao
entre os compostos quimicos e as proteinas, como ilustrado na Figura 3, na busca de
identificar nesta interacdo os principais alvos proteicos expostos a apenas uma substancia ou a
misturas complexas, como no caso da exposi¢ao desencadeada pelo setor coureiro-calgadista.
Assim, devido a complexidade, os modelos computacionais ajudam a entender os mecanismos
moleculares e a predizer os impactos de perturbagdes, tais como exposi¢do a xenobioticos,
nos sistemas biologicos (FELTES, 2013). Neste caso, as redes de interacdo compostos
quimicos e proteinas envolvidas no cancer sinonasal poderdo elucidar os possiveis tecidos

alvo e os caminhos moleculares relacionados ao acometimento por esta patologia .

Figura 3 - Modelo de rede de interagcao composto quimico e proteinas adaptada no programa

Stitch.
PR351
X | ]
B2M
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hexane
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_ L]
COMPOSTO @ e PROTEINAS
QUIMICO

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.
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3 METODOLOGIA

3.1 Mineracao de Dados na Literatura

Para obtencdo de dados relacionados as possiveis interagdes genéticas e bioquimicas
entre proteinas e os componentes atmosféricos liberados pela industria coureiro calgadista,
diferentes bancos de dados foram analisados. Para isso, uma revisao da literatura sobre
proteinas diferencialmente expressas no cancer sinonasal foi realizada, bem como os
principais poluentes atmosféricos da industria coureiro-calgadista. Ao longo da busca por
proteinas diferencialmente expressas no adenocarcinoma sinonasal, o trabalho publicado por
Tripodi et al (2009a) nos forneceu dados sobre genes altamente regulados e pouco regulados
neste tipo de cancer (Tabela 2). O programa STITCH 4.0 (KUHN et al., 2008) foi utilizado
tanto para mineracdo de dados, quanto a formagdo da rede primaria de interagdo fisica e
funcional entre os compostos quimicos e as proteinas. O programa STRING 10.0 foi utilizado
para o enriquecimento das redes primdrias de interagdo fisica funcional, com o intuito de
agregar novas proteinas pela interacdo proteina-proteina desvendando assim o contexto dos
sistemas na biologia molecular (SZKLARCZYK et al. 2014). O programa GeneCards
(REBHAN et al., 1997; SAFRAN et al., 2010) foi aplicado para a obten¢do de dados
referentes a relacdo entre as proteinas da rede de interagcdes e seu papel nos sistemas

bioldgicos.

Tabela 2 - Principais genes diferencialmente expressos em adenocarcinoma sinonasal

Nivel de expressdo”

Pouco regulados Altamente regulados
CLU LGALS4
S100A2 ACSS
AKRICI1 COL4A1
PPAP2B JUN
CSRP2 CEACAMS
FBLNI ADFP
CRYAB CCL20
PTN TGFBI
TF COLS5A2
SEMAJ3F SRI

KRT5 ANXA4
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Nivel de expressdo”

Pouco regulados Altamente regulados
PLK2 LDHA
NFIB STMNI1

PDGFRA PLEKHB2
MADHI1 MRPL13
HSPD1
YWHAZ
ACAA2
MRPS35
PCNA
CKS2
TPM3
DHRSS
CASP6
PAPSS2
ENOI
CKLF
ARPCI1B
PPIA
CLIC1
CYCS
XRN2
HSPD1
PSMA7
TEBP
CBX3
CKS1B
MYCN

“Fonte: Tripodi et al., 2009

3.2 Desenho das Redes Binarias de Interacio Entre Proteinas e Analises Topoldgicas
Globais

O desenho de redes binarias de interacdes fisicas entre proteinas relacionadas ao
cancer sinonasal e os contaminantes atmosféricos foi realizada pelo programa Cytoscape
versao 3.4.0 (SHANNON et al., 2003). Para este propdsito, os dados protedmicos
especificos, disponiveis a todos os pesquisadores, foram obtidos da Internet. A rede binaria
obtida desta primeira busca foi analisada com o programa Molecular Complex Detection
(MCODE) (BADER; HOGUE, 2003), também  disponivel na  pagina
[http://baderlab.org/Software/MCODE]. Com o programa MCODE foi possivel analisar uma

rede de interagdo em busca de clusters ou méddulos (regides com alto enriquecimento, ou seja,
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muito conectadas) e, desta forma, realizar uma analise mais sistematica de interagao entre as
proteinas. Normalmente, os clusters sdo complexos protéicos que atuam em um determinado
caminho bioquimico ou reagdo e, por isso, sdo de extrema relevancia no desenvolvimento de

um modelo molecular.

3.3 Analises de Ontologias Génicas

A analise de ontologia génica foi realizada para todos os agrupamentos significativos
gerados pela rede. Para isto, o programa Biological Network Gene Ontology (BiNGO)
(MAERE et al., 2005) foi usado para a avaliagdo dos principais grupos de proteinas. O grau
de enriquecimento funcional de um dado agrupamento e categoria foi avaliado
quantitativamente (valor p) por distribuicdo hipergeométrica (RIVALS et al., 2007), seguido
da aplicagdo de um teste de corregao multipla usando o algoritmo false discovery rate (FDR)
(BENJAMINI; HOCHBERG, 1995), implementado no programa BiNGO. Os principais
processos bioldgicos foram gerados apos a correcdo de FDR com um nivel de significancia de

0.05.

3.4 Analises de Centralidades

A andlise de enriquecimento funcional de cada proteina foi realizada através do
programa  CentiScaPe  (http://profs.sci.univr.it/~scardoni/centiscape/centiscapepage.php)
(SCARDONI et al., 2009). Neste sentido, foi analisada a relacdo de node degree e
betweenness. Em termos biologicos, node degree se refere a probabilidade de a proteina
possuir muitas ou poucas interagdes. Quanto maior o valor de node degree, maior ¢ o nimero
de interagcdes que a proteina contém, tornando-se uma proteina hub. Ja o betweenness indica o
nimero de caminhos mais curtos que passam por cada nd. Desse modo, os ndés com o maior
valor de betweenness controlam a maior corrente de informagdes em um sistema,
representando pontos criticos na rede, onde dois pontos sdo essenciais para a sinalizacdo da
rede. Esses nés sdo chamados de proteinas gargalo (YU et al, 2007). Ja quando um no

(proteina ou composto quimico) ¢ hub-gargalo, ou seja, possui alto valor de betweenness e de
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node degree, isso quer dizer que esse nd ou esses nos sao fundamentais para o sistema ali
estruturado, pois quando um no possui muitas ligacdes e destas ligacdes muitas sdo os
caminhos mais curtos de troca de informagdes de uma rede, indica que ele ¢ fundamental para

que os processos ali presentes ocorram (FELTES, 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da busca de proteinas diferencialmente expressas no adenocarcinoma
sinonasal e, dos compostos quimicos relacionados a poluigdo atmosférica no ambiente de
trabalho do setor coureiro-calgadista, foi prospectada uma rede de interacdo
proteina-composto quimico (IPCQ) contendo 2424 nos e 27600 conectores (Figura 4). A rede
IPCQ foi construida a partir de bancos de dados publicos sobre interagdes fisicas e funcionais
de diferentes proteinas humanas e pequenos compostos quimicos. Dos 40 compostos

inicialmente discriminados, entre solventes e metais, 33 se conectaram a rede [IPCQ.

Figura 4 - Rede de interacdo dos poluentes atmosféricos do setor coureiro calgadista
associados as proteinas

/ L, Sy T Cluster 2: ades@o celular \
e | i
3 . =
. L]

Cluster 5: apoptose celular

Fonte: Autores

Nota - Rede de interacdo dos poluentes atmosféricos do setor coureiro calgadista associados as proteinas que
apresentam seu gene diferencialmente expresso no adenocarcinoma sinonasal. Os principais clusters do estudo
sdo destacados pelo pontilhado e a proteina hub/gargalo TGFBI que une os dois clusters ¢ representada pelo nd
vermelho.
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Com o intuito de interpretar a influéncia dos poluentes atmosféricos supracitados na
génese ou na progressao do adenocarcinoma sinonasal, a rede IPCQ foi avaliada em relacao a
sua tendéncia em dividir-se em modulos (clusters) formados pelos agrupamentos de proteinas
e compostos quimicos. A finalidade da analise de clusterizacdo ¢ avaliar o agrupamento de
diferentes entidades da rede observando as propriedades comuns dos elementos de um sistema
(PAVLOPOULOS et al., 2011). Assim, esta avaliagdo permite elencar quais saos as proteinas
e compostos quimicos mais conectados e que consequentemente desempenham fungdes
biologicas semelhantes. Na rede IPCQ foram gerados 79 clusters com valores acima do cutoff

score (dados ndo demonstrados).

A partir da andlise de clusterizacdo foi realizada a verificagdo da ontologia génica
(OG) de cada cluster. Dois clusters da rede IPCQ destacaram-se por apresentarem
mecanismos biologicos envolvidos na carcinogénese, caso encontrem-se desregulados: a
apoptose e a adesdo celular. No cancer, entre outros processos, ha uma perda do balango entre
a divisao celular e a morte celular e as células que deveriam sofrer apoptose nao recebem os
sinais necessarios (WONG, 2011). Ja a progressdo do cancer ¢ um processo de varias etapas
no qual algumas moléculas de adesdo celular desempenham um papel crucial no

desenvolvimento de metéstases recorrentes e invasivas (OKEGAWA et al., 2004).

\

O cluster 2 foi o principal moédulo relacionado a adesdo celular (Figura 4) e os
processos bioldgicos ligados a este mecanismo e suas respectivas proteinas sdo apresentadas
na tabela 3. Este cluster apresenta bioprocessos chaves tais como: (i) adesao celular; (ii) via
de sinalizacdo mediada por integrinas; (iii) adesdo célula-matriz; (iv) via de sinalizagdo ligada
a receptores de superficie celular (Tabela 3). Ja o cluster associado a apoptose foi o cluster 5
(Figura 4). Bioprocessos como (i) regulacao da morte celular, (ii), regulacdo da apoptose; (iii)
regulacao negativa da morte celular programada, e (iv) regulagao da atividade da quinase

foram evidenciados (Tabela 4).
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Tabela 3 - Categorias de ontologia génica (OG) derivadas das interagdes proteina-proteina

presentes no cluster 2.

Anotacdo da Nuamero

oG da oG YAlor-p

Proteinas

Adesao

7155
celular

7,04 X 10%

RET;ITGB1;APP;ACHE;COL18A1;COL1
6A1;ITGB5;ITGB4;COL14A1;ITGB3;ITG
A2B;COL12A1;ILK;PIK3CD;IBSP;ITGBS
JITGAVZITGB7;ITGB6;HABP2;COL27A
1;CD93;ITGA4;SYK;ITGA3;ITGA2;ITG
A1;HSPG2;RHOA;MAG;VCAN;COL2A
1;COL6A2;COL4A3;COL6A1;COL8A2;
COL4A6;ITGAS;COL8A1;ITGA7;COL6
A3;COL21A1;ITGAG6;ITGAS;CD47;VCL;
CD44;ITGA9;COL17A1;COL15A1;COL1
3A1;COL11A1;PXN;NEDD9;NID1;NID2
;THBS1;COL19A1;EGFR;RELN;PTK2B;
COL28A1;COL24A1;FN1;COL3A1;DAB
1;COL5A1;COL5A3;COL7A1;ITGA11;T
RIP6;COL9A1;COL20A1;ZYX;BCAR1

Via de
sinalizagao
mediada por
integrinas

7229 247X 107

ITGB1;COL16A1;ITGBS5;ITGB4;ITGB3;
ITGA2B;ILK;NEDD9;ITGBS;ITGAV;IT
GB7;ITGB6;ITGA4;SYK;ITGA3;ITGA2;
ITGA1;0SM;PTK2;COL3ATL;ITGA11;IT
GAS;ITGAT;ITGA6;ITGAS;CD47;DOC
K1;BCARIL;ITGA9

Adesao

, . 160 5,58 X 10
célula-matriz

COL17A1;ITGB1;COLI3A1;ITGB5;ITG
B4:ITGB3;ITGA2B;PXN;ILK;NID1;NID
2:ITGB8;PTK2B;ITGAV;ITGB7;ITGB6;I
TGA3;ITGA2;ITGA1;RHOA;COL3A1;C
OL5A3;ITGA11;TRIP6;ITGAS;ITGA7;I
TGA6;VCL;:CD44

Via de
sinalizacdo
ligada a
receptores
de superficie
celular

7166 2,00 X 10

RET;ITGB1;APP;GSK3B;COL16A1;FLT
1;ITGBS5;IRS1;ITGB4;,ITGB3;ITGA2B;P
TEN;ILK;FGF2;PIK3CG;IGF1R;KDR;IT
GBS8;ITGAV;ITGB7;ITGB6;JAK2;HRAS
;PDGFRB;PDGFRA;ITGA4;SYK;ITGA3
JITGA2;F2R;ITGAT;COL4A3;ITGAS;IT
GAT;ITGA6;ITGA5;CD47;SOS1;MET;D
OCKI1;ITGA9;SHC1;SRC;PXN;NEDD?Y;
PIK3R1;CBL;EGFR;FLNA;MAPK1;PTK
2B;FYN;SMADI;TGFB1;ANGPT1;INSR
;STAT3;0SM;PTPN11;MAPK 14;PTK2;
COL3A1;COL1A2;ITGA11;ABII1;SDCI;
GRB2;STUBI;BCARI1

Via de
sinalizagao
tirosina
cinase
receptor
proteico
transmembra
na

7169 5,839 X 107"

Valor-p o £
corrigido®

892X 10% 75 711
1,88 X 103 29 57
3,19X 102 29 85
4,16 X102 69 1280
6,73 X105 28 219

RET;FLT1;IRS1;SHC1;SRC;PXN;PTEN;
PIK3R1;CBL;FGF2;EGFR;IGF1R;KDR;F
LNA;PTK2B;JAK2;PDGFRB;PDGFRA;
TGFB1;ANGPT1;INSR;STAT3;PTPN11;
PTK2;ABI1;GRB2;SOS1;BCARI1
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Anotacdo da Numero Valor-p b ,
0G da OG Valor-p s k fe Proteinas
) COL18A1;COL15A1;FLT1;ITGB3;PTE
Desenvolvim N;FGF2;THBS1;CRKL;KDR;ITGB8;MA
ento de e 15 PK1;PTK2B;ITGAV;VHL;ITGA4;ANGP
vasos 1568 740X 10 LR L A T1;FN1;0SM;HSPG2;PTK2;COL1A1;C
sanguineos OL3A1;COL1A2;COL5A1;COL4A1;CO
L8A2;COLSA1;ITGA7;ITGAS;CD44
Regulagio PDGFRB;PDGFRA;COLI8A1;TGFBI;F
positiva da LT1;ANGPTI;IRSIT;INSR;ITGB3;ITGA2
. - 30335 842X 107 836X 10" 23 128 ;F2R;ILK;FGF2;MMP9; THBS1;EGFR;IG
migragao FIR;TRIP6;KDR;MAPK I;PTK2B;JAK2;
celular BCARI1
COL18A1;COL15A1;FLT1;ITGB3;PTE
N;FGF2;THBS1;CRKL;KDR;ITGB8;MA
Desenvolvim " o PK1;PTK2B;ITGAV;VHL;ITGA4;ANGP
ento vascular B ofo 10 LOL 2 10 = 255 T1;FN1;0SM;HSPG2;PTK2;COL1A1;C
OL3A1;COL1A2;COL5A1;COL4A1;CO
L8A2;COLSA1;ITGA7;ITGAS;CD44
COL18A1;FLT1;IRS1;PTEN;FGF2;IGF1
R;EP300;ENPP1;JAK2;HRAS;PDGFRB;
FGB;PDGFRA;FGA;PARPI;SYK;ITGA2
JF2RGITGAT,FGG;PRKCA;DCN;ACTA1
Resposta a ;LCK;COL6A2;COL4A3;CD44;APCS;S
estimulos 42221 2,78X 102 159X 10 57 1465 HCI1;SRC;PXN;PIK3R1;THBS1;EGFR;
quimicos MAPK 1;PTK2B;FYN;VHL;SMAD1;CR
EBBP;TGFB1;GSN;ANGPT1;INSR;F12;
STAT3;PTPN11;MAPK14;COL1A1;CO
L3A1;SAAT1;ALPL;SDC1;SAA2;GRB2;S
TUB1;BCARI
FGB;PDGFRA;SMAD1;FGA;TGFB1;GS
Cicatrizagio 42060 347X 10 147X 10" 21 200 EJTSSSJTC%??Echgfsi?g/fif ;23’3
CI1;SAA2;ITGAS;CD44
COLI18A1;SPARC;CDKNI1B;FLT1;IRSI;
SHC1;ITGB3;PTEN;ILK;FGF2; THBSI;E
Regulagao GFR;IGF1R;KDR;MAPK 1;PTK2B;CAP
da o o8 N1;VHL;JAK2;DISC1;HRAS;PDGFRB;
proliferacdo 42127 270X 1077 964 X 10 39 848 PDGFRA;SMADI1;TGFB1;MMP7;SYK;
celular ANGPT1;INSR;ITGA2;F2R;0SM;PRKC
A;SIRT1;COL4A3;ABI1;MDM2;CALR;
CD47
COL18A1;COL15A1;FLT1;ANGPTL;IT
. o . GB3;FN1;PTEN;FGF2;HSPG2; THBS1;P
Angiogénese 1525 321X 10 1,13 X 10 18 152 TK2:COL4A1:KDR:COLSA2:COLSAI:
PTK2B;ITGAS5;VHL
Organizacdo COL1A1;COL3A1;COL1A2;COL2A1;C
das fibras de 30199 3,66 X 10" 127X 107 10 27 OL5A1;COLI14A1;COL5A3;COLI1AL;
coligeno COL12A1;COLS5A2
RET;SMAD1;FLT1;SYK;SHC1;INSR;F2
R;ITGA1;0SM;PRKCA;PTPN11;FGF2;T
HBS1;EGFR;CRKL;PAK1;MAPK1;PTK
Cascata 165 921X10™ 296X 107 19 185 2BIAK2

MAPKKK
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Anotacio da Numero Valor-p Valor-p

b r
oG da OG corrigido® k f Proteinas

ITGB1;GSK3B;ACHE;COL18A1;FLT1;I
TGB3;FGF2;CRKL;EP300;ITGB6;JAK?2;
FGB;PDGFRA;FGA;PARPI;SYK;ITGA2
;F2R;FGG;PRKCA;SIRT1;DCN;VCAN;I
TGAS5;CD44;APCS;PXN;SAA4;THBSI;
EGFR;KLK6;PAK1;RELN;MAPK1;PTK
2B;VHL;SMAD1;CREBBP;TGFB1;GSN
;ANGPT1;F12;STAT3;FN1;0SM;PTPN1
1;MAPK14;COL1A1;COL3A1;COL5Al
;SAA1;SDCI1;SAA2;STUBI1

Resposta ao

6950 4,59X10° 1,08X10% 54 1772
estresse

“Valores obtidos a partir do Valor-p apds aplicagdo de FDR; "Ntimero total de proteinas encontradas na
rede que pertencem a OG especifica; “Numero total de proteinas que pertencem a OG especifica.

Tabela 4 - Categorias de ontologia génica (OG) derivadas das interagdes proteina-proteina
presentes no cluster 5.

Anotacao Numero Valor—p &

da OG da OG Valor-p corrigido® f Proteinas

ATF2;APP;LGALSI1;PPP2R1A;AKT
2;FTH1;CHEK2;AKT1;PRKACA;T
P63;MEDI1;MEF2C;ENDOG;ACTN
2;PRKCE;PRKCA;PSME3;IDO1;PR
KDC;BCL10;PRKCZ;PRDX3;PPP3
R1;TERT;PDCD10;PRDX1;INPP5D;
PLCG2;TP53BP2;HMOX1;SFN;STA
T5A;BARDI;NGFR;JUN;XRCC4;SI
VA1;XRCC5;BRAF;PRDX6;FOSLI
;ATM;CALR;ADA;ITM2B;TP73;TO
P2A;NRP1;CDKNI1A;CDKNI1B;CIT
ED2;FAF1;BRCA1;CD3E;IKBKB;P
PP2R4;IKBKG;JAK2;HRAS;MST4;
ANXAT1;RIPK3;DUSP1;ANXA4;TS
C22D3;F2;F3;SIRT1;RHOA; TOPOR
S;VAV1;NMEI1;VAV2;KIT;PPARG:;
AVP;GSTP1;RPL11;XIAP,EGFR;RE

Regulagdo LA;PPP2CA;PPP2CB;WRN;RPS3;A

da morte 10941 743X 10%  1,72X10% 239 868 PBBI;NQOI1;NPMI1;MAP3KI;STAT

celular 1;CDKN2A;GSS;MLH1;AGT;VEGF
A;HIPK?2;SKI;PSMC5;KITLG;CCN
G1;CTNNBI;NDUFA13;IRS2;CLU;
PARK2;IGFIR;GRIP1;CDHI1;TUBB
1;MAP3K7;MAP3K5; TGM2;RPS6;F
2R;MSH6;ADAMI17;MSH2;PPIF;PS
MD10;VCP;NOTCH1;CUL2;PSEN2
;CULI1;PSEN1;FOX03;FOXO0O1;STK
3;PSAP;ABLI1;RIPK1;MAP2K6;HSP
A9;SMAD4;SMAD3;TGFB1;UBE2
B;HSPA5;CBX4;VDR;DHCR24;SM
ADG6;ESR1;NFKBI1;IL2;ESR2;NFKB
TA;NR4A1;GCLC;IL6;CDKS5;DLGS;
ALB;BCL3;JMY;NF1;CDK1;BCL2;
CYCS;MNATI1;GCLM;BCL2L1;FG
FR1;YWHAE;GSK3B;B4GALTI;T
HRA;YW



Anotacao
da OG

Numero
da OG

Valorp

Valor—p
corrigido®
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Proteinas

HAB;RASGRF2;RASGRFI1;PTEN;T
NFAIP3;ILK;HSPB1;HMGB1;CASP
9;POLB;GRM4;CASPS8;SIN3A;CAS
P6;CASP3;CASP2;ARHGEF12;APA
F1;PLA2G4A;TRAF2;RPS3A;TRAF
1;PPP2R5C;NGF;SSTR3;YWHAZ;T
GFBRI1;DNM2;ALDH1A3;CREBI;
PIK3CA;RRM2B;DADI1;LCK;RAS
A1;CAT;NDUFS3;SOSI;BIRC2;BIR
C3;CEBPB;HDAC3;HDACI;FURIN
;MALT1;INS;HSPD1;MAPK9;MAP
K8;CNRI1;ERBB2;CCL2;MAPK1;V
HL;SNCA;NTRK1;IGBP1;TCF7L2;
NOS3;SOD2;HSPE1;PML;SOD1;PC
;ERCC3;APC;RPS6KBI1;ERCC2;BA
X;ERCC5;BCARI1;TPT1

Regulagao
da morte
celular
programada

43067

226X 10

5,01 X 10%

237

861

ATF2;APP;LGALS1;PPP2R1A;AKT
2;CHEK2;AKT1;PRKACA;TP63;M
ED1;MEF2C;ENDOG;ACTN2;PRK
CE;PRKCA;PSME3;IDO1;PRKDC;
BCL10;PRKCZ;PRDX3;PPP3R1;TE
RT;PDCD10;PRDX1;INPPSD;PLCG
2;TP53BP2;HMOX1;SFN;STATSA;
BARDI;NGFR;JUN;XRCC4;SIVA1
;XRCC5;BRAF;PRDX6;FOSL1;AT
M;CALR;ADA;ITM2B;TP73;TOP2
A;NRP1;CDKNI1A;CDKNIB;CITE
D2;FAF1;BRCA1;CD3E;IKBKB;PP
P2R4;IKBKG;JAK2;HRAS;MST4;A
NXAT1;RIPK3;DUSP1;ANXA4;TSC
22D3;F2;F3;SIRT1;RHOA; TOPORS
;VAV1;NME1;VAV2;KIT;PPARG;
AVP;GSTP1;RPL11;XIAP,EGFR;RE
LA;PPP2CA;PPP2CB;WRN;RPS3;A
PBBI1;NQOI1;NPM1;MAP3K1;STAT
1;CDKN2A;GSS;MLH1;AGT;VEGF
A;HIPK2;SKI;PSMC5;KITLG;CCN
G1;CTNNBI;NDUFA13;IRS2;CLU;
PARK2;IGFIR;GRIP1;CDHI1;TUBB
1;MAP3K7;MAP3K5;TGM2;RPS6;F
2R;MSH6;ADAMI17;MSH2;PPIF;PS
MD10;VCP;NOTCH1;CUL2;PSEN2
;CUL1;PSEN1;FOX03;FOXO0O1;STK
3;PSAP;ABL1;RIPK1;MAP2K6;HSP
A9;SMAD3;TGFBI1;UBE2B;HSPAS
;CBX4;VDR;DHCR24;SMADG6;ESR
1;NFKB1;IL2;ESR2;NFKBIA;NR4A
1;GCLC;IL6;CDKS5;DLGS;ALB;BC
L3;JMY;NF1;CDK1;BCL2;CYCS;M
NAT1;GCLM;BCL2L1;FGFR1;YW
HAE;GSK3B;B4GALT1;THRA;YW
HAB;RASGRF2;RASGRF1;PTEN;T
NFAIP3;ILK;HSPB1;HMGB1;CASP
9;POLB;GRM4;CASP8;SIN3A;CAS
P6;CASP3;CASP2;ARHGEF12;APA
F1;PLA2G4A



Anotacao
da OG

Numero
da OG

Valorp

Valor—p
corrigido®
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Proteinas

;TRAF2;RPS3A;TRAF1;PPP2R5C;N
GF;SSTR3;YWHAZ;TGFBR1;DNM
2;ALDHI1A3;CREB1;PIK3CA;RRM
2B;DADI;LCK;RASA1;CAT;NDUF
S3;SOS1;BIRC2;BIRC3;CEBPB;HD
AC3;HDACI;FURIN;MALTI1;INS;
HSPD1;MAPK9;MAPKS&;CNR1;ER
BB2;CCL2;MAPK1;VHL;SNCA;NT
RK1;IGBP1;TCF7L2;NOS3;SOD2;H
SPE1;PML;SOD1;PC;ERCC3;APC;R
PS6KB1;ERCC2;BAX;ERCC5;BCA
R1;TPT1

Regulagao
da apoptose

42981

2,12X 104

433X 10*

234

853

ATF2;APP;,LGALSI;PPP2R1A;AKT
2;CHEK2;AKTI1;PRKACA;TP63;M
ED1;MEF2C;ENDOG;ACTN2;PRK
CE;PRKCA;PSME3;IDO1;PRKDC;
BCL10;PRKCZ;PRDX3;PPP3R1;TE
RT;PDCD10;PRDX1;INPP5SD;TP53
BP2;HMOX1;SFN;STAT5A;BARD1
:NGFR;JUN;XRCC4;SIVA1;XRCC5
:BRAF;PRDX6;FOSL1;ATM;CALR;
ADA;ITM2B;TP73;TOP2A;NRPI1;C
DKN1A;CDKNI1B;CITED2;FAF1;B
RCA1;CD3E;IKBKB;PPP2R4;IKBK
G;JAK2;HRAS;MST4;ANXA1;RIP
K3;DUSP1;ANXA4;TSC22D3;F2;F
3;SIRT1;RHOA;TOPORS; VAV 1;N
MEI;VAV2;PPARG;AVP;GSTP1;R
PL11;XIAP;EGFR;RELA;PPP2CA;P
PP2CB;WRN;RPS3;APBB1;NQO1;
NPM1;MAP3K1;STAT1;CDKN2A;
GSS;MLH1;AGT;VEGFA;HIPK2;S
KLKITLG;CCNG1;CTNNBI;NDUF
A13;IRS2;CLU;PARK2;IGF1R;GRI
P1;,CDHI1;TUBB1;MAP3K7;MAP3
K5;TGM2;RPS6;F2R;MSH6;ADAM
17;MSH2;PPIF;PSMD10;VCP;NOT
CHI1,;CUL2;PSEN2;CULI;PSEN1;F
0XO03;FOXO1;STK3;PSAP;ABLI1;R
IPK1;MAP2K6;HSPA9;SMAD3;TG
FB1;UBE2B;HSPA5;CBX4;VDR;D
HCR24;SMADG6;ESR1;NFKB1;IL2;
ESR2;NFKBIA;NR4A1;GCLC;ILG6;
CDK5;DLGS;ALB;BCL3;JMY;NF1;
CDK1;BCL2;CYCS;MNAT1;GCLM
;BCL2L1;FGFR1;YWHAE;GSK3B;
B4GALT1;THRA;YWHAB;RASGR
F2;RASGRFI1;PTEN;TNFAIP3;ILK;
HSPB1;HMGBI1;CASP9;POLB;GR
M4;CASPS;SIN3A;CASP6;CASP3;C
ASP2;ARHGEF12;APAF1;PLA2G4
A;TRAF2;RPS3A;TRAFI;PPP2R5C;
NGF;SSTR3;YWHAZ; TGFBR1;DN
M2;ALDHI1A3;CREBI1;PIK3CA;RR
M2B;DADI1;LCK;RASA1;CAT;ND
UFS3;S0S1;B
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da OG
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Proteinas

IRC2;BIRC3;CEBPB;HDAC3;HDA
C1;FURIN;MALTI;INS;HSPD1;MA
PK9;MAPKS8;CNR1;ERBB2;CCL2;
MAPK1;VHL;SNCA;NTRK1;IGBPI
;TCF7L2;NOS3;SOD2;HSPE1;PML;
SOD1;PC;ERCC3;APC;RPS6KB1;E
RCC2;BAX;ERCC5;BCARI1;TPT1

Resposta
celular ao
estresse

33554

3,74 X 104

6,41 X 10

187

614

MPG;HFE;UBE2D3;BACH1;ERO1
L;CRKL;CCNDI1;KAT5;CDHI1;CHE
K2;CHEK1;EP300;TP63;MAP3KS5;
MED1;MAP2K4;LIG1;REV1;HUSI;
CSNK1D;WRNIPI;LIG3;RBX1;MS
H6;MSH2;MSH3;FANCD2;DNA2;
ATF4,FTO;BLM;VCP;EPAS1;DHX
9;PRKDC;PXN;PSEN1;FOXO3;HIF
1A;PRDX3;ATXN3;BRIP1;PRDX1;
ABLI1;HMOX1;SFN;RIPK 1;TP53BP
1;MAP2K7;MAP2K6;LYN;BARD1;
FANCILJUN;XRCC6;XRCC4;UBE2
B;FANCM;HSPAS;XRCC5;FANCL;
GADD45A;CAV1;PLK1;FANCA;EI
F2AK2;XRCC1;PYCRI1;FANCC;UB
E2A;FANCE;PRDX6;FANCG;FAN
CF;POLA1;FAM175A;ALB;BCL3;J
MY;UBE2N;CDK1;BCL2;MMS19;
ATM;MNAT1;RAD18;NFE2L2;TP7
3;ATR;TOP2A;GSK3B;CDKNI1A;F
EN1;MCM7;HMGB2;BRCA1;HMG
B1;POLB;CHAF1B;CHAFI1A;SUM
O1;EXO1;CASP3;UIMCI1;POLLPO
LL;IKBKG;POLK;JAK2;POLE;POL
H;RFC5;MAP4K 1;SREBF1;RFC3;D
BNL;RFC4;SYK;RFC1;PARP1;H2A
FX;ARNT;FOS;AVPR1A;PPP2R5C;
F3;SIRT1;TERF2;TOPORS;CCNAZ2;
MRPS9;RRM2B;CAT;STRAP;HDA
C2;SP100;PCNA;MRPS35;DERLI;
XIAP; TYMS;UNG;POLD3;POLD4;
MAPK9;WRN;PAK1;MAPKS;0S9;
POLD1;TDG;POLD2;RPS3;RBBPS;
PMS2;MAPK1;APBB1;MUTYH;SN
CA;MAPK3;MAP3K1;ATADS;AM
FR;RPA1;APEX2;MRE11A;RPA2;G
TF2H1;PTPN11;SOD2;GTF2H3;ML
H1;PML;SOD1;HIPK2;RADS51;ERC
C3;APC;APEX1;NEDD4;RPA3;POL
E2;CCNG1;ERCC2;STUB1;RADI;E
RCC5

Resposta ao
dano no
DNA

6974

6,39 X 10

8,94 X 107

140

393

MPG;UBE2D3;BACH1;CCND1;KA
T5;CDH1;CHEK2;CHEK;TP63;M
ED1;LIGI;REVI;HUS1;CSNKI1D;
WRNIPI;LIG3;RBX1;MSH6;MSH2;
MSH3;FANCD2;DNA2;FTO;BLM;
VCP;PRKDC;PSEN1;FOXO03;ATX
N3;BRIP1;ABL1;HMOX1;SFN;TP5
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3BP1;MAP2K6;LYN;BARD1;FAN
CLXRCC6;XRCC4;UBE2B;FANC
M;XRCCS5;FANCL;GADD45A;PLK
1;FANCA;XRCC1;FANCC;UBE2A;
FANCE;FANCG;FANCF;POLAT1;F
AMI175A;BCL3;JMY;UBE2N;CDK
1;MMSI19;ATM;MNATI;RADIS;TP
73;ATR;TOP2A;CDKNI1A;FENI;M
CM7;HMGB2;BRCA1;HMGB1;PO
LB;CHAF1B;CHAF1A;SUMO1;EX
0O1;CASP3;UIMCI1;POLLPOLL;IKB
KG;POLK;POLE;POLH;RFC5;RFC3
;RFC4;RFC1;PARP1;H2AFX;PPP2R
5C;SIRT1;TERF2; TOPORS;CCNA2;
MRPS9;RRM2B;STRAP;SP100;PCN
A;MRPS35;XIAP; TYMS;UNG;POL
D3;POLD4;WRN;POLD1;TDG;POL
D2;RPS3;RBBP8;PMS2;MAPK1;AP
BBI;MUTYH;MAPK3;ATADS;RP
A1;APEX2;MRE11A;RPA2;GTF2H
1;PTPN11;GTF2H3;MLH1;PML;SO
D1;HIPK2;RADS51;ERCC3;APC;AP
EX1;RPA3;POLE2;CCNGI1;ERCC2;
RAD1;ERCC5

Regulagdo a
proliferagao
celular

42127

1,48 X 103

1,51 X 10

212

849

RB1;CBLB;GRPR;PHB2;EDNRA ;P
NP;MYC;FTH1;NAMPT;CHEK1;T
RIM24;KDR;PRKACA;TP63;MED1
;FRS2;PRKCA;AR;AGTRI1;ATF3;1
DO1;CTBP1;PRKCZ;HIF1A;PRDX3
;PDCD10;INPP5D;SSR1;HMOX1;S
FN;LYN;STAT5A;NGFR;JUN;NMB
;XRCC4;INSR;EIF2AK2;CDC6;SM
ARCA2;FOSL1;STRN;CALR;ADA;
NRPI1;CDKNI1A;CDKNI1B;ASH2L,;
BRCA1;BMII;CD3E;GLII1;INGS5;TI
MPI1;JAK2;HRAS;CCR3;EDN1;AN
XA1;SYK;AVPR1A;CYP7B1;F3;SI
RT1;TOPORS;GNL3;NMEI1;KAT2B
;KIT;RARA;PPARG;AVP;MFGES;E
GFR;RELA;RPS15A;STAT6;EGLN3
;:NPM1;STAT1;CDKN2A;RPA1;AG
T;VEGFA;HIPK2;SKL,KITLG;ABII;
CTNNBI1;PLCD3;IRS1;IRS2;CLU;I
GF1IR;CCNDI1;PLAU;CAPN1;TGM
2;PDGFRB;PDGFRA;MAP2K1;F2R
;TSC2;FOXP3;CDC25B;ADAM17;P
GR;IL6ST;RAF1;BLM;DNMT1;NO
TCHI1;SHC1;CUL2;CUL1;FOXO1;
CCNBI1;DRD3;ESRRA;SMAD2;SM
AD1;SMAD4;SMAD3;TGFB1;VDR
;CAV1;FANCA;DHCR24;UBE2AE
SR1;IL2;ESR2;NFKBIA;IL6;IL8;DL
G3;CDK4;DLG5;CDK2;MDM2;NF
1;CDK1;BCL2;PIN1;MDM4;TCF3;
DHCR7;MNATI1;FGFR4;FGFR2;BC
L2L1;FGFRI1;FLT1;B
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4GALT1;FLT4;PTEN;HMGB2;ILK;
ADRAID;CXCL1;HTR2A;ADRA
A;RPS4X:CASP3:NCK2;NCK ;NP
Y5R;ARNT;PLA2G4A;AXIN2;0PR
M1;PPP2R5C;SSTR2;:NGF;SSTR3: A
DRA2A;TGFBR1;TGFBR2;CCNA2;
ZAP70;ALDH1A2;MVD;HDAC4:C
EBPA:HDAC2;HDAC1;PPM1D;INS
:POLD4;RBBP4;ERBB2;CCL2;PTK
2B:MAPK 1;S1PR3;VHL;SI1PR2;NO
S2:NOS3;PDX1;SOD2;KLF4;PML;
MTOR;KLF5;APC;RPS6KB1;CTH:S
PRY2;SPRY 1;TEK;CKLF

Reparo no
DNA

6281

2,02X10%

1,39 X 10

106

297

MPG;UBE2D3;BACH1;KAT5;CDH
1;CHEK1;MED1;LIG1;REV1;HUSI
;CSNK1D;WRNIPT;LIG3;RBX1;MS
H6;MSH2;MSH3;FANCD2;DNA2;F
TO;BLM;VCP;PRKDC;ATXN3;BRI
P1;ABL1;TP53BP1;BARDI1;FANCI;
XRCC6;XRCC4;UBE2B;FANCM;X
RCC5;FANCL;GADD45A;FANCA;
XRCCI1;FANCC;UBE2A;FANCE;F
ANCG;FANCF;POLA1;FAMI175A;]
MY;UBE2N;MMS19;ATM;MNAT1
;RAD18;TP73;ATR; TOP2A;FEN1;H
MGB2;BRCA1;HMGB1;POLB;CH
AF1B;CHAFI1A;SUMOI1;EXO1;UI
MC1;POLLPOLL;POLK;POLE;POL
H;RFC5;RFC3;RFC4;RFC1;PARPI;
H2AFX;SIRT1;RRM2B;STRAP;PC
NA;TYMS;UNG;POLD3;POLD4;W
RN;POLDI1;TDG;POLD2;RBBPS;P
MS2;MUTYH;RPA1;APEX2;MREI1
1A;RPA2;GTF2H1;GTF2H3;MLH1;
SOD1;RAD51;ERCC3;APEX1;RPA
3;POLE2;ERCC2;RAD1;ERCC5

Regulagao
negativa da
morte
celular
programada

43069

472X 10%

3,14X 107

122

381

ATF2;IRS2;CLU;IGF1R;AKT2;AKT
1;MAP3K7;TP63;MEF2C;RPS6;F2R
;ADAMI7;MSH2;IDO1;PSMD10;N
OTCHI1;PSEN2;PSEN1;BCL10;PRK
CZ;FOXO1;PRDX3;TERT;PDCD10;
PLCG2;HMOX1;STAT5A;BARDI;
HSPA9;NGFR;SMAD3;XRCC4;UB
E2B;HSPAS5;CBX4;XRCC5;BRAF;
DHCR24;SMADG6;PRDX6;ESR1;NF
KB1;IL2;ESR2;NFKBIA;GCLC;IL6;
ALB;BCL3;CDK1;BCL2;ATM;MN
AT1;GCLM;ADA;TP73;BCL2L1;F
GFR1;GSK3B;CDKNI1A;CITED2;P
TEN;TNFAIP3;ILK;HSPB1;IKBKB;
POLB;SIN3A;CASP3;HRAS;ANXA
1;ANXA4;TSC22D3;NGF;F3;YWH
AZ;RHOA;TGFBR1;PIK3CA;DADI1
;RASA1;KIT;CAT;BIRC3;CEBPB;H
DAC3;HDACI1;GSTP1;XI



Anotacao
da OG

Numero
da OG

Valorp

Valor—p
corrigido®

50

Proteinas

AP;FURIN;EGFR;MALTI1;RELA;IN
S;HSPD1;PPP2CB;MAPKS&;ERBB2;

CCL2;VHL;SNCA;NTRK1;TCF7L2;
NPM1;NOS3;GSS;SOD2;AGT;VEG
FA;SOD1;HIPK2;PSMC5;KITLG;PC
;APC;RPS6KB1;CCNGI1;ERCC2;CT
NNB1;BAX;ERCCS5;TPT1

Resposta a
droga

42493

349X 102

2,11 X 102

96

257

SRP19;CDKNI1A;THRA;PTEN;HTR
2A;SRP14;ENO3;ADRA1A;AACS;
SLC6A3;TXN2;IKBKB;LGALSI;P
NP;CCND1;CDHI1;DPYSL2;MYC;E
P300;UQCRFSI;PDE4A;HMGCS2;P
OLK;HADH;JUNB;B2M;ABCCI1;C
HUK;HMGCSI1;FOS;NGF;CYP7B1;
YWHAZ;NME1;TGFBR2;HADHA;
ALDHI1A3;ADAM17;CREB1;MSH
2;DADI1;LCK;PPARG;MVD;PLIN2;
HDAC4;HDAC2;ABCBI1;HDACS3;
MAOB;MGSTI1;SLC1A3;ATP1A1;C
YP3A4;RELA;ACACA;SLC9A1;SR
R;CCNBI1;SOCSI1;SNX27;GRK5;M
AT2A;CCL5;ERBB2;CCL2;PTK2B;
DRD3;MAP2K6;SNCA;ABCA2;SM
ADI;JUN;TGFB1;UBE2B;TRPAI;S
TAT1;NOS3;CAV1;STAT3;XRCC1;
SRP68;SOD2;SODI1;GNAO1;FOSL1
;ATP4A;CPS1;APC;RPS6KB1;CDK
4;GNAS;CDK1;BCL2;CTNNBI1;GC
LM

Regulagao
negativa da
apoptose

43066

1,03 X 10

6,03 X 102

119

376

ATF2;IRS2;CLU;IGF1R;AKT2;AKT
1;MAP3K7;TP63;MEF2C;RPS6;F2R
;ADAMI17;MSH2;IDO1;PSMD10;N
OTCHI1;PSEN2;PSEN1;BCL10;PRK
CZ;FOXO1;PRDX3;TERT;PDCD10;
HMOX1;STAT5A;BARD1;HSPA9;
NGFR;SMAD3;XRCC4;UBE2B;HS
PA5;CBX4;XRCC5;BRAF;DHCR24
;SMADG6;PRDX6;ESR1;NFKB1;IL2;
ESR2;NFKBIA;GCLC;IL6;ALB;BC
L3;CDK1;BCL2;ATM;MNAT1;GC
LM;ADA;TP73;BCL2L1;FGFR1;GS
K3B;CDKNI1A;CITED2;PTEN;TNF
AIP3;ILK;HSPB1;IKBKB;POLB;SIN
3A;CASP3;HRAS;ANXA1;ANXA4;
TSC22D3;NGF;F3;YWHAZ;RHOA;
TGFBRI1;PIK3CA;DADI1;RASAL;C
AT;BIRC3;CEBPB;HDAC3;HDACI1
;GSTP1;XIAP;FURIN;EGFR;MALT
1;RELA;INS;HSPD1;PPP2CB;MAP
K8;ERBB2;CCL2;VHL;SNCA;NTR
K1;TCF7L2;NPM1;NOS3;GSS;SOD
2;AGT;VEGFA;SOD1;HIPK2;KITL
G;PC;APC;RPS6KB1;CCNG1;ERC
C2;CTNNBI1;BAX;ERCCS5;TPT1



Numero
da OG

Anotacao

da OG Valorp

Valor—p
corrigido®
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Proteinas

Regulagao
da atividade
da cinase

43549 4,05X 10

2,19 X 102

118

384

RB1;APP;IRS1;CBLC;IRS2;RGS4;E
DNRA;CCND1;PPP2R1A;PRKACG
;CHEK1;AKTI;PLCE1;PRKACA;P
RKACB;MAP3K7,;MAP3K5;PDK1;
MAP2K3;MAP2K1;F2R;TSC2;FRS2
;PRKCA;CDC25C;ADAM17;ADCY
9;PRKARI1B;PRKAR1A;CDC37;PA
RD3;LAP3;PSMD10;BLM;SDC4;SH
C1;PSEN2;LPAR2;PSEN1;PRKCZ;P
RDX3;PRKAR2B;PDCD10;SFN;RIP
K1;MAP2K6;TGFB1;HSPAS;GAD
D45A;CAVI1;INSR;CDC6;1L2;CDK
5;GNAQ;NF1;MNATI1;TP73;CDKN
1A;FLT1;CDKNI1B;PTEN;ILK;HTR
2A;CKS1B;GRM4;CASP3;NCK2;IK
BKG;JAK2;MAP4K1;EDN1;DBNL;
SYK;DUSP1;PDPK1;TRAF2;ADRA
2C;ADRA2B;ADRA2A;TGFBR1;V
AV?2;TGFBR2;KIT;CKS2;PICK1;A
DCY4;ADCY3;CXCR4;ADCY2;A
DCY1;ADCYS;LRPS;ADCY 7;EGF
R;MALT1;ADCY6;INS;ADCYS;TT
N;PPP2CA;PAK1;ERBB2;PTK2B;S
1PR2;NPM1;MAP3K1;CDKN2A;M
RE11A;GTF2H1;PTPN11;MTOR;S
OD1;KITLG;APC;CCNGI1;SPRY2;S
PRY 1

Resposta
celular ao
estimulo
quimico

70887 1,55X 102

747X 102

118

398

IRS1;IRS2;EROI1L;IGF1R;LGALSI;
EDNRB;CCND1;CDHI;PRKACG;
AKT2;PPAT;AKTI1;EP300;PRKAC
A;PRKACB;JUNB;PDK1;PDGFRB;
SMARCCI1;AIP;ACSL5;PRKCA;AD
CY9;PRKARIB;PRKAR1A;AGTRI1
;SBDS;VCP;SHC1;EPAS1;PRKDC;P
XN;PIK3R1;HIF1A;FOXO1;PRDX3
;CCNB1;PRKAR2B;PRDX1;HMOX
1;STAT5A;SMAD2;SMAD1;SMAD
3;TGFB1;GOTI1;UBE2B;HSPA5;VD
R;INSR;EIF2AK2;PYCR1;FANCC;P
RDX6;1L6;IL8;PTPRA;GNB1;GNA
S;CDK1;GRB2;NFE2L2;GSK3A;TH
RA;HMGB2;ARRB2;BRCA1;HMG
B1;ALDH2;KYNU;JAK2;SYK;PAR
P1;DUSP1;PDPK1;ARNT;FOS;AVP
R1A;F3;ADRA2A;KAT2B;CAT;RA
RA;PPARG;OPRDI1;DERL1;ADCY
4;ADCY3;ADCY2;ADCY1;ADCY8
;ADCY7;ADCY6;ADCYS5;HDACT;
GNG2;CCL5;E2F1;CTNNA1;CCL2;
SNCA;NQOI1;STAT1;GCGR;AMFR
;STAT3;GCG;PTPN11;SOD2;PML;
VEGFA;SOD1;RPS6KB1;SAA1;CT
NNBI1;STUB1;CKLF;BCARI1



Anotacao
da OG

Numero
da OG

Valorp

Valor-p
corrigido®

52

Proteinas

Regulacdo
da
comunica¢a
o celular

10646

1,11 X10%

483X 10%

234

1154

ATF2;APP;CBLC;CBLB;PHB2;PSM
D9;LGALSI1;PPP2R1A;DPYSL2;AK
T2;TRIM24;AKT1;PLCE1;PRKACA
;BTRC;TP63;PRKCB;PRKCD;FRS2;
CSNK1D;PRKCA;BCR;AR;CDC37;
LAP3;MAOB;STXBPI;LPAR2;IQG
AP1;BCL10;PRKCZ;HIF1A;PDCD1
0;PRDX1;INPP5D;S100A13;HMOX
1;LYN;NGFR;PLK2;INSR;NROB1;
BRAF;GRIN2B;NROB2;GLUD1;PP
P5C;GRB2;ATM;CALR;ADA;TP73;
ATR;CITED2;GRIK3;GRIK1;CD3E;
AACS;MED12;IKBKB;PPP3CA;SU
FU;RAC3;IKBKG;JAK2;HRAS;MA
P4K1;EDN1;DBNL;SYK;NCOA3;A
VPRI1A;CYP7B1;F3;SIRT1;RHOA;
VAV 1;VAV2;NCORI1;KIT;AVP;AR
F6;GNAI3;CXCR4;EGFR;RELA ;PP
P2CA;PPP2CB;PAK1;RICTOR;MAP
3K1;CDKN2A;GPR55;AGT;,VEGF
A;HIPK2;SKL;FKBP1A;KITLG;NED
D4;CTNNBI;IRS1;CTNNDI1;UBE3
A;IRS2;PARK2;IGF1IR;RGS4;CCN
D1;CDH2;PLAU;RGS1;MAP3K7;R
GS6;PPFIA3;MAP3K5;RGS7;TGM2
:MAP2K1;TLEL;F2R;NPY 1R;TSC2;
PIAS2;ADAMI17;CD8A;S100A4;IL6
ST;PSMD10;NOTCH1;SHC1;PSEN2
;SLC1A3;PSEN1;FOXO01;STK3;SO
CS1;PSAP;RIPK1;DRD3;MAP2K6;S
MAD4;SMAD3;TGFB1;GOT1;UBE
2B;HSPAS5;VDR;SMURFI1;CAV1;S
MADG6;ESR1;IL2;ESR2;SMAD7;NF
KBIA;IL6;CDK5;SP1;MDM2;UBE2
N;NF1;PIN1;RAB5A;FGFR1;GSK3
A;HSP90ABI1;FLT1;RASGRF2;RAS
GRF1;PTEN;TNFAIP3;ILK;ARRBI;
HTR2A;ARRB2;ADRA1A;GRM4;C
ASP8;NCK2;ARHGEF12;CHUK;NP
Y5R;PDE4C;AXINT;ARNT;TRAF2;
TRAF1;AXIN2;NGF;ADRA2C;AD
RA2B;ADRA2A;TGFBR1;ZAP70;C
REBI1;CYP26C1;LCK;RASA1;CAT,
SOS1;CRK;BIRC2;RGS18;HDAC3;
RGS19;RGS14;RGS16;FURIN;MAL
T1;INS; TTN;STRN3;CYTH2;CNR2;
CNR1;ERBB2;CCL2;PTK2B;RGS20
;SIPR2;SNCA;IGBP1;PTPN1;TCF7
L2;NOS2;PTPN11;MTOR;SOD1;AP
C;RGS10;SPRY2;SPRY 1;TEK

Regulagdo
positiva da
expressao
génica

10628

2,08 X 10

7,99 X 107"

145

604

RB1;ATF2;APP;SMARCBI1;RORA;
UBE3A;AHR;ETS2;PSMD9;GRIPI;
TRIM28;KAT5;AKT2;MYC;EP300;
JUNB;TP63;MAP2K3;MED1;MEF2
C;SMARCCI1;SMARCC2;F2R;CAS



Valor—p
corrigido®

53

Proteinas

K;FOXP3;PIAS2;MEDG6;PIAS];AR;
KAT6A;PGR;ATF4;BLM;DNMTI;
NOTCHI1;EPASI;PRKDC;BCL10;F
OXO3;HIF1A;FOXO1;TP53BP1;DR
D3;STAT5A;ESRRA;SMAD2;ZBTB
17;SMAD1;JUN;CREBBP;XRCC6;S
MAD4;SMAD3;TGFB1;NFATC2;E
SRRG;SMARCA2;ESR1;NFKB1;IL
2;ESR2;SMARCA4;FOSL1;NFKBIA
;:NR4A1;IL6;SP1;BCL3;CDK2;CDK
1;MMS19;TCF3;MNATI1;NFE2L2;T
P73;THRA;CITED2;FHL2;HMGB?2;
ARRBI1;BRCA1;HMGBI1;GLI1;ME
D17;MED12;ING5;MED14;MED13;
RAC3;SREBF1;TBP;NCOA3;ARNT
;FOS;ARID1A;TOPORS; TGFBR1;N
R5A1;CCNA2;CREBI;MED21;MY
ODI;IRF1;KIT;RARA;PPARG;AVP
;HDAC4;SMARCD1;CEBPA;CEBP
B;HDAC2;SP100;HDACI;LEFI;RN
F4;NR2C2;RELA;RELB;ARNTL;ST
RN3;MAPK9;NRIPI;E2F1;MAPK1;
STAT6;PCBD1;VHL;RXRG;RNF20
;TCF7L2;MAP3K1;NFYA;STAT3;P
DX1;GTF2H1;VEGFA ;HIPK2;SKI;P
SMCS5;KLF5;ERCC3;ERCC2;CTNN
B1;CKLF

220X 10"

59

182

NDUFA12;CLU;TXN2;CASP6;EP3
00;PRKACA;JAK2;MAP2K 1;TPM4
;CHUK;DUSP1;GPX8;ARNT;PLA2
G4A;PRKCA;FOS;F3;RRM2B;CAT;
NAPRT1;EPAST;NDUFB4;PXN;PS
EN1;HIF1A;EGFR;RELA;PRDX3;P
PP2CB;WRN;CCL5;PRDX1;PTK2B
;HMOXT;HMOX2;SNCA;NQO1;JU
N;TRPA1;STAT1;GSS;PYCR1;DHC
R24;FANCC;SOD2;PRDX6;PML;S
ODI1;GNAO1;FOSL1;GCLC;ERCC3
;STK25;ERCC2;CDK1;BCL2;GCL
M;ADA;BCL2L1

6,11 X 108

42

123

RYRI;GLPIR;LPAR2;CXCR4;ITPR
3;ATP1A2;HTR2A;CACNA1C;CX
CL13;MCHR1;ADRA1A;EDNRA;P
2RY4;CXCR3;PLCG2;PTK2B;PLCE
1;S1PR3;JAK2;CCR5;S1PR4;CCR3;
CCR10;CCR2;TGM2;CCR1;EDNI;
CAV1;F2R;NPY IR;AVPR 1 A;F2;IL
2:EPOR;LCK;GNB1;AGTRI;SAAL;
F2RL1;LAP3;AVP;IL6ST

Anotacao Numero Valor-
da OG da OG P

Resposta ao
estresse 6979 824X 10"
oxidativo
Homeostase
do calcio 51480 322X 10%
citosolico
Desenvolvi
mento de 1568 2,04 X 10"
vasos
sanguineos

323X 10

64

266

NRP1;FLT1;B4GALT1;CITED2;PTE
N;PTPRJ;CRKL;EDNRA;CASPg;C
DH2;PLAU;ANPEP;KDR;AKTI1;IT
GAV;MAP3K7;JUNB;TGM2;MAP2
K1;EDN1;ITGA4;ADRA2B;TGFBR
1;JMJD6;VAV2; TGFBR2;PPAP2



Anotacao
da OG

Numero
da OG

Valorp

Valor—p
corrigido®

kb

54

Proteinas

B;RASA1;ALDH1A2;MFGES;CUL
7;NOTCHI1;HDAC3;EPASI1;PSEN1;
FOXO1;HDAC7;TYMP;PDCDI10;P
TK2B;HMOX1;MAPK1;VHL;WAS
F2;TCF7L2;JUN;ACE;NOS2;NOS3;
CAV1;FN1;PTK2;AGT;VEGFA;SM
AD7;KLF5;IL8;NF1;CTNNBI1,;CSP

G4;DHCR7,PLCD3;CKLF;FGFR1

Elevagdo da
concentraca
o do calcio
citosdlico

7204

3,39 X 107

522X 10

37

113

RYR1;GLPIR;LPAR2;CXCR4;ITPR
3;HTR2A;CACNAI1C;CXCLI13;MC
HR1;ADRA1A;EDNRA;P2RY4;CX
CR3;PLCG2;PTK2B;PLCE1;S1PR3;
JAK2;CCRS5;S1PR4;CCR3;CCR10;C
CR2;TGM2;CCR1;EDNI;F2R;AVP
RI1A;IL2;EPOR;LCK;GNBI1;AGTR1
;SAAT;F2RLIT;LAP3;AVP

Expressao
génica

10467

2,60 X 10°%

3,73 X 10

194

1257

RPL4;RPL5;APP;RPL30;RPL32;RPL
31;RPL34;RPL9;RPL7;RPS15;RPS1
4;RPS16;RPL18A;RPS19;PPP2R1A;
MAGOH;TRIM24;RPL36;RPL35;RP
L38;RPL37;PRSS3;RPS11;RPL39;R
PS10;RPS13;RPS12;DDX17;MEDI1;
RPL21;RPL23;RPL22;MED4;GTPB
P3;HCFC1;JMJD6;AR;XRN2;RPL2
6;RPL29;UBAS52;EPASI;DHX9;CS
TF3;MRPL19;CSTF2;MRPL16;MRP
L15;MRPL13;HIF1A;MRPL11;BRIP
1;CSTF1;INTS1;EIF2AK2;ELL2;FO
SL1;RPS26;PPPSC;RPS28;RPS27;RP
S29;RPL27A;MMS19;RPS20;CALR,;
INTS6;RPS21;RPS24;RPS23;MOCS
3;RPLPO;ASH2L;HIF3A;MED16;M
ED17;MED12;MED14;MED13;RPL
P2;PARP1;MRPS2;MED27;F3;SIRT
1;MRPS5;TOPORS;MED23;MRPS9;
MED24;NCOR1;MED20;STRAP;PR
IM1;RPL11;EGFR;PPP2CA;RPS15A
;PPP1R8;RPS3;TCEB2;RPL13;RPS2;
RPL15;RPS27A;RPL18;RPL19;SF3
A2;NFYA;STAT1;CDKN2A;RPAT;
RPA2;GTF2H1;GTF2H3;MLH1;FK
BP1A;SPCS3;PSMC5;APEX1;MAR
S;FAU;GTF2B;AHR;NR3C1;CLU;C
WC22;RPS7;RPS8;RPS5;RPS6;AIP;
RPSA;SBDS;SNRPA;KHDRBSI;PS
EN2;PSEN1;GTF2E1;GTF2E2;MED
30;SMAD2;SMAD1;SMAD3;CPSF2
;:DHCR24;EEF2;ESR1;NFKB1;COP
S5;MNATI1;NFE2L2; THRA;ARRBI1
;ARRB2;YBX1;MTO1;RPS4X;POL
B;MRPL3;MRPL2;CASP2;PELPI;T
BP;ARNT;DDX54;RPL13A;RPS3A;
NGF;CREB1;IRF3;IRF1;RPL37A;S
NRPA1;MET;CEBPA;CEBPB;CEBP
D;FURIN;HSPD1;POLR2A;TGS1;D
ROSHA;SEC11A;SEC
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Anotacio  Numero Valor-p K

da OG da OG Valor-p corrigido® f Proteinas

11C;RPL35A;RPL23A;KLF5;ERCC
3;ERCC2;RPS6KB2;STUBI;CKLF;
METAP2

CDKN1A;MAP2K1;TERT;CDKN2
Senescéncia 10149 394X 10%  485X10% 12 17 A;CHEK2;PRKCD;CHEK ;ATM;C
ALR;TERF2;HRAS;ATR

"Valores obtidos a partir do Valor-p apds aplicagio de FDR; "Nuimero total de proteinas encontradas na rede que pertencem a OG
especifica; “Numero total de proteinas que pertencem a OG especifica.

A andlise de centralidade, a partir da avaliacdo do grau de no6 e betwenness, forneceu a
informacao dos nos mais relevante a rede de interagdo, chamados de nos hub/gargalo (HG).
As 10 proteinas com maior valor de grau de nd e betweeness foram: SRC, TP53, EP300,
ESR1, MAPKI1, AKT1, HSP90AA1, CREBBP, JUN ¢ CTNNBI (Figura 5). Cabe destacar
que algumas destas proteinas estdo envolvidas nos processos de apoptose e adesdo celular

(Tabela 3 e 4).

Figura 5 - Andlise da centralidade de proteinas.
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Fonte: Autores

Nota - Andlise da centralidade de proteinas e contaminantes atmosféricos do setor coureiro calgadistas a partir
da rede interatomica. As linhas pontilhadas representam o valor médio de cada centralidade. Proteinas e
compostos quimicos sdo representados por circulos cinza. Somente as proteinas com maiores valores de
bottleneck e grau de n6 foram destacadas.

Outra proteina HG que merece atencdo ¢ a proteina TGFBI (Transforming Growth

Factor Beta Induced). Esta proteina possui um dominio RGD que se liga ao colageno tipo I, II
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e IV. O motivo RGD ¢ encontrado em muitas proteinas da matriz extracelular modulando o
mecanismo de adesdo celular e servindo como uma sequéncia de reconhecimento para
algumas integrinas. Esta proteina tem um papel importante na interagao célula-colageno e na

adesdo celular, sendo induzida pela TGFB [http://www.genecards.org/].

Como uma proteina HG, TGFBI apresenta muitas conexdes com outros nos (proteinas
e/ou compostos quimicos) e uma elevada capacidade de interagdo e/ou sinalizacao com outras
proteinas, bioprocessos ou clusters. Pois de acordo com Yu et al., (2007) este tipo de nd € o
mais critico da rede de interacao pois possui um nimero de conexdes com outros nds maior
quando comparado ao valor médio da rede e associa a fungdo de controlar o fluxo de
informacao da rede. A proteina TGFBI ¢ um HG que une os clusters de interesse, o cluster 2 e
5, e que consequentemente possui um importante papel no controle da adesdo celular ¢ da

apoptose (Figura 4).

Interessantemente o gene responsavel por codificar esta proteina encontra-se altamente
regulado no adenocarcinoma sinonasal (Tabela 2) (TRIPODI et al., 2009a). Em nossa analise
TGFBI encontra-se diretamente conectada as vdarias proteinas de colageno (COLIAI,
COL1A2, COL2A1, COL4A1, COL4A2, COL4A3 e COL4A4) e indiretamente associada a
outras proteinas, como por exemplo, COL5A2 que também se encontra altamente regulada

neste tipo de cancer, assim como a COL4A1 (TRIPODI et al., 2009a).

O ambiente atmosférico do setor coureiro-calgadista ¢ formado por uma complexa
mistura de contaminantes que incluem solventes, pd de couro e metais. Evidéncias apontam a
associacdo de aerodispersoides deste setor a doengas do trato respiratorio e canceres
sinonasais (EMANUELLI, et. al, 2016). Exposi¢ao a complexa mistura de poluentes, que
incluem solventes e metais, estd relacionada a inducdo de estresse oxidativo e danos ao DNA

(revisado por DA SILVA et al., 2016).

KRSTI'C et al. (2015) em uma revisdo sobre a relacdo entre estresse oxidativo e a
proteina TGFB na formacao do cancer, apontam que as espécies reativas em oxigénio (EROs)
podem ser capazes de influenciar a sinalizacdo desta proteina e aumentar sua expressao.
Consequentemente, podemos propor que o aumento da expressio de TGFB induz em

contrapartida a TGFBI. Interessantemente bioprocessos como resposta celular ao estimulo
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quimico, resposta ao estresse oxidativo e expressdao génica foram observados nos clusters 2 e

5 (Tabelas 3 e 4).

Estudos com diferentes tipos celulares demonstram que TGFB e TGFBI aumentam a
expressdo e o acumulo de colageno, respectivamente (CREELY et al., 1992; NACU et al.,
2008). Como a proteina mais abundante nos mamiferos (PEREZ-TAMAYO, 1978), o
colageno tem um papel chave nas funcdes das células e dos tecidos sendo amplamente
distribuido na matriz extracelular (MEC). Além de colageno, a MEC ¢ formada por elastina,
fibronectina, laminina e proteoglicanos que conferem propriedades bioquimicas e biofisicas
especificas aos diferentes tecidos, formando uma rede tridimensional ao redor de todas as

c€lulas, orgaos e tecidos do corpo (HYNES, 2009; MARINI et al., 2014).

Em diferentes tipos celulares, o colageno (ou peptideo com dominio RGD) foi
responsavel por alterar o influxo de calcio (Ca®"), aumentando a concentragdo do Ca®"
intracelular por um sistema parcialmente mediado por integrinas (SJAASTAD et al., 1996;
BRIDDON et al., 1999). Em nosso trabalho o aumento da concentragdo intracelular de Ca™ é
o mecanismo chave no entendimento de como os poluentes atmosféricos do setor
coureiro-cal¢adista podem, indiretamente, afetar os processos de apoptose ¢ adesdo celular e
consequentemente, atuar na formagdo e na progressdo do adenocarcinoma sinonasal. Cabe
ressaltar que os bioprocesssos como via de sinalizagao mediada por integrinas, homeostase do
calcio citosolico e elevacao da concentracdo do calcio citosolico foram observados no cluster

2 e 5 (Tabela 3 e 4).

A nivel celular, o aumento da concentrag¢do de Ca®" desencadeia uma grande variedade
de processos fisioldgicos, incluindo proliferagdao, morte e migracio (CLAPHAM, 2007). Em
relagdo ao mecanismo de adesdo celular, n6s propomos através da andlise da nossa rede
IPCQ, que o aumento do Ca™ citosolico estimula a produ¢ido de metalopeptidases (MMP) e
que esse aumento, inibe o processo de adesdo celular favorecendo a progressio do
adenocarcinoma sinonasal. No céincer de prostata, o aumento da expressio de TRPV2
aumentou os niveis de Ca*" citosolico, que elevou a expressdo de MMP9 e agressividade de
células do tumor (MONET et al., 2010). J4 em células de melanoma o Ca*’ intracelular em
niveis aumentados estimulou a produ¢do de MMP (LONG et al.,, 2013). Em tumores

invasivos, as MMPs e as integrinas sdo expressas em niveis elevados, sugerindo que ha uma
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possivel interagdo entre essas duas familias proteicas que, consequentemente, afetam a adesao
celular (BOURBOULIA; STETLER-STEVENSON, 2010). No cluster 2, cuja relagdo com o
processo de adesdo celular é observada (Tabela 3), ha a ligacdo entre MMP1, MMP7 e
MMP9 (Figura 4). Essas trés MMPs estao envolvidas na degradacdo da matriz extracelular
em processos fisiologicos normais, tais como desenvolvimento embriondrio, reproducdo e
remodelamento de tecidos, bem como associadas a artrite e metastase

[http://www.genecards.org/].

Ja a nossa hipotese em relacdo ao mecanismo de apoptose estd relacionada ao aumento
do Ca™ citosdlico e o recrutamento de proteinas anexinas que ativam AKT e que
consequentemente, bloqueiam a apoptose celular. Anexinas sdo uma familia de proteinas
dependentes de Ca™ que se ligam aos fosfolipidios da membrana celular (RESCHER;
GERKE, 2004). Estudos que investigam a interagdo do Ca™ citosolico e as anexinas propdem
que o acumulo deste ion no espago citosélico pode super-regular ANXA4 (MARLINK et al.,
2003; LIN et al., 2008). Outro estudo demonstra que esse acréscimo nao regula a expressao de
ANXA4, mas sim a sua localizacdo dentro da célula (LIN et al., 2012). Independente da
maneira como isso ocorre, o aumento de ANXA4 tem sido relacionado com uma intensa

fosforilagdo de AKT (LIN et al., 2012).

AKT ¢ uma proteina serina/treonina quinase que possui um importante papel na
sintese proteica ¢ no processo de apoptose celular. Fatores de sobrevivéncia que inibem a
apoptose de maneira independente a transcri¢do, ativam AKT que entdo fosforilada, inativam
os componentes da maquinaria apoptdtica [http://www.genecards.org/]. AKT tem sido
apontada como uma proteina anti-apoptotica em muitos contextos de morte celular, sugerindo
que ela tenha um papel critico nas fung¢des das células do cancer e na patogénese de doengas
degenerativas (FRANKE et al., 2003). Vale ressaltar que as proteinas ANXA4 ¢ AKT]1 estao
associadas aos bioprocessos de regulacdo negativa da apoptose e regulacdo da atividade da
quinase presente no cluster 5 ¢ que AKT1 ¢ uma proteina HG (Tabela 4 e Figura 4). Além
disso, segundo Tripodi et al., (2009a) ANXA4 esta super-regulada em adenocarcinoma

sinonasal, corroborando ainda mais nossos resultados.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, através das ferramentas da quimio-biologia de sistemas, noés
propusemos como 0s contaminantes atmosféricos do setor coureiro-calgcadista podem
influenciar na génese e na progressao do adenocarcinoma sinonasal, afetando dois
mecanismos bioldgicos importantes envolvidos na estabilidade celular: adesdo e morte
celular. A carcinogénese ¢ um processo multifatorial e dificil de compreender, porém o
adenocarcinoma sinonasal ¢ um cancer extremamente associado ao risco ocupacional
principalmente em trabalhadores que lidam cotidianamente com o p6, como por exemplo o po
de couro e de madeira. Bioprocessos relevantes como (i) adesao celular; (ii) via de sinalizagao
mediada por integrinas; (iii) regulacdo negativa da morte celular programada, e (iv) regulacao
da atividade da quinase resultaram de nossas andlises de ontologia génica. A partir das nossas
analises foi possivel propor um modelo molecular da acdo dos poluentes atmosféricos deste
setor na inibicado da adesdo celular e da apoptose e na consequente formacao do cancer
sinonasal (Figura 6). Nesse modelo, o aporte maior de Ca™ no espago intracelular é o fator
chave que desencadeia a desregulacdao da sinalizacdo celular e indiretamente, o bloqueio da
apoptose ¢ adesdo celular. Assim, esse estudo ajuda a identificar quais processos e proteinas
podem estar envolvidas na formagdo do adenocarcinoma sinonasal e como elas podem estar

interagindo nesse contexto de exposi¢do ocupacional.
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Figura 6 - Modelo hipotético ilustrando como os poluentes atmosféricos do setor coureiro

calgadistas podem influenciar na génese e na progressao do adenocarcinoma sinonasal.
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Nota - No esquema estd representado o aumento da produgdo de espécies reativas em oxigénio (EROs) pela
exposi¢do ocupacional & mistura complexa de poluentes. Esse aumento de EROs ativa a expressao de TGFB
que induz a TGFBI Esse fato aumenta a expressdo ¢ o acimulo de colageno que consequentemente gera um
aporte maior de calcio no meio intracelular. O célcio intracelular estimula a produgdo de MMP ¢ esse aumento,
inibe o processo de adesdo cel ular, bem como recruta proteinas anexinas que ativam AKT e que
consequentemente, bloqueiam a apoptose celular.
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