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RESUMO

As lesdes de células gigantes sao lesdes benignas que acometem os
maxilares, microscopicamente constituidas por células gigantes multinucleadas
e ceélulas mononucleadas ovodides e/ou fusiformes. Recentemente, mutacdes
somaticas foram identificadas nos genes TRPV4, KRAS e FGFR1, com
consequente ativagdo da via de sinalizagao celular MAPK/ERK em lesdes
centrais e periféricas de células gigantes. Apesar de avangos no campo
molecular, as alterag¢des relacionadas as mutagdes nos genes TRPV4, KRAS e
FGFR1 ainda nao foram esclarecidas no contexto da lesdo. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar as alteracbes moleculares associadas as mutacées nos
genes FGFR1, KRAS e TRPV4. Amostras parafinizadas de lesdes de células
gigantes, tanto centrais quanto periféricas, foram utilizadas em analises
metabolbmicas, protebmicas e fosfoproteémicas. Dentre elas, 5 espécimes
apresentavam mutagdo no gene FGFR1, 6 em KRAS, 5 em TRPV4 e 4 nao
apresentavam mutagdes em nenhum dos trés genes, totalizando 21 amostras.
Os protocolos das analises 6micas foram devidamente padronizados para
tecidos parafinizados e demonstraram a viabilidade dessas amostras para
estudos de biomoléculas. Os resultados indicaram relativa semelhancga entre os
grupos de diferentes status mutacional, demonstrada nos niveis metabdlico,
proteico e de fosfopepitideos. Vias metabdlicas relacionadas a apoptose,
sinalizagcao celular, expressao génica, diferenciagcdo celular e atividade
eritrocitica apresentaram alteragdes em todos os grupos. As amostras mutadas
em KRAS e FGFR1 apresentam perfis protedbmico e metabolémico
semelhantes. Considerando o grupo que apresentava mutacbées em TRPV4,
houve maior numero de vias alteradas associadas a arquitetura tecidual,
enquanto, no grupo sem mutacgdes, as vias alteradas eram predominantemente
relacionadas ao metabolismo de proteinas. Poucas diferengas foram
observadas entre os grupos, sugerindo uma semelhanga metabdlica
relacionada ao status mutacional, demonstrado em nivel de proteina,

fosfopeptideos e metabdlitos.

Palavras-chaves: Lesbes de células gigantes. Protedmica. Fosfoprotedmica.
Tecido parafinizado. Metaboldbmica. KRAS. FGFR1. TRPV4.



ABSTRACT

Giant cell lesions are benign lesions that affect the jaws, microscopically
constituted by multinucleated giant cells and ovoid and/or spindle-shaped
mononuclear cells. Recently, somatic mutations were identified in TRPV4,
KRAS e FGFR1 genes, with consequent activation of the MAPK/ERK cell
signalling pathway in central and peripheral giant cell lesions. Despite advances
in the molecular field, the pathogenesis of the lesion remains unclear.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the molecular changes
associated with mutations in the FGFR1, KRAS and TRPV4 genes. Paraffinized
samples of giant cell lesions, both central and peripheral, were used in
metabolomic, proteomic e phosphoproteomic analyses. Among them, 5
specimens had mutations in the FGFR1 gene, 6 in KRAS, 5 in TRPV4 and 4 did
not show mutations in any of the three genes, totaling 21 samples. The omic
analysis protocols were properly standardized for paraffinized tissues and have
demonstrated the viability of these samples for studies of biomolecules. The
results indicated relative similarity between the groups with different mutational
status, demonstrated in the metabolic, protein and phosphopeptides levels.
Metabolic pathways related to apoptosis, cell signalling, gene expression, cell
differentiation and erythrocytic activity showed alterations in all groups. The
samples mutated in KRAS and FGFR1 have similar proteomic e metabolomic
profiles. Considering the group that had mutations in TRPV4, there was a
greater number of altered pathways associated with tissue architecture, while,
in the group without mutations, the altered pathways were predominantly
related to protein metabolism. Few differences were observed between groups,
suggesting a metabolic similarity related to mutational status, demonstrated in

protein, phosphopeptides and metabolites level.

Key words: Giant cell lesions of the jaw. Proteomics. Phosphoproteomics.
Metabolomics. Formalin-Fixed Paraffin-Embedded. KRAS. FGFR1. TRPVA.
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1 INTRODUGAO

As lesdes de células gigantes dos maxilares (LCG) sdao um grupo de
lesbes que acometem o0s o0ssos dos maxilares e apresentam
microscopicamente células gigantes multinucleadas semelhantes a
osteoclastos e células mononucleares de formato ovoide e/ou fusiforme (EL-
NAGGAR et al., 2017).

As LCG dos maxilares sao classificadas em dois subtipos de acordo
com suas caracteristicas clinicas — lesao central de células gigantes (LCCG) e
lesdo periférica de células gigantes (LPCG). A forma intradssea, denominada
LCCG, representa cerca de 10% de todos os tumores benignos dos maxilares,
possui predilegcao pelo sexo feminino e se desenvolve principalmente na regiao
anterior da mandibula de individuos entre as trés primeiras décadas de vida
(EL-NAGGAR et al., 2017; CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018a).

Por outro lado, a forma extra-6ssea, denominada LPCG, apresenta-se
clinicamente como uma lesao de superficie usualmente ulcerada e coloragao
vermelho-arroxeada (EL-NAGGAR et al, 2017 CHRCANOVIC; GOMES;
GOMEZ, 2018b). Localiza-se na mucosa alveolar e/ou gengival de individuos
preferencialmente do sexo feminino, entre a quarta e quinta décadas de vida
(EL-NAGGAR et al.,, 2017 CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018b). Essa
lesdo corresponde a aproximadamente 10% das lesdes gengivais e também
pode ser associada a implante dentario (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ,
2018b).

As metodologias dmicas permitem analises globais que podem refletir o
perfil molecular celular (ROTROFF; MOTSINGER-REIF, 2016; HASIN;
SELDIN; LUSIS, 2017). O uso de plataformas como a de espectrometria de
massa e a ressonancia magnética nuclear (RMN) permitem gerar dados com
alta sensibilidade e resolugdo tanto na analise de proteinas bem como de
metabdlitos (DUDZIK et al., 2018). Plataformas como a cromatografia liquida
(LC-MS), gasosa (GC-MS) e eletroforese capilar (CE-MS) acopladas a
espectrometria de massa tem sido utilizadas para avaliagdo de moléculas de
tamanho inferior a 1500 Da, com o objetivo de melhor entendimento dos

processos metabdlicos envolvidos em diversas doengas (DUDZIK et al., 2018).
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Adicionalmente, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
também possui um consideravel uso nas analises proteémicas, gerando dados
robustos que contribuem para elucidagao de alteragdes proteicas de doengas e
comportamento de microrganismos (MAES et al., 2013; SUN; HU, 2017).

A analise gendmica de amostras de LCCG e LPCG identificou mutacdes
somaticas recorrentes em trés genes: TRPV4, KRAS e FGFR1 (GOMES et al.,
2018). Portanto, diante da necessidade de um melhor entendimento dos
processos moleculares envolvidos na patogénese da lesao de células gigantes,
o presente estudo prop6s uma anadlise integrativa de dados émicos, sendo
metabolémicos, protedbmicos e fosfoprotedmicos, utilizando amostras de
tecidos parafinizados para identificar potenciais vias e processos envolvidos no

desenvolvimento e manutengao LCG dos maxilares.

15



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As LCG dos maxilares sdo benignas e foram inicialmente classificadas
como lesdes de reparo, denominadas como granuloma reparativo de células
gigantes, para distingui-las do tumor 6sseo de células gigantes (JAFFE, 1952).
Atualmente, a lesdo foi renomeada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
como LCG dos maxilares (EL-NAGGAR et al., 2017). Tradicionalmente, tais
lesdes sdo categorizadas em duas variantes clinicas, central e periférica. As
variantes clinicas da LCG possuem caracteristicas histopatologicas
semelhantes, no entanto diferem-se no que concerne aos padrdes de
agressividade. A LCCG geralmente possui um comportamento mais agressivo
e tende a recorréncias, enquanto a LPCG é considerada uma lesao reativa
causada por irritagdo ou trauma crénico (CHUONG et al., 1986; KRUSE-
LOSLER et al., 2006; FLANAGAN; SPEIGHT, 2014).

2.1Lesao central de células gigantes dos maxilares

A regido dos maxilares é acometida por varias lesbes intradsseas de
caracteristicas diversas, algumas das quais com etiologias e desenvolvimento
pouco elucidados, como € o caso da LCCG que corresponde a 10% dos
tumores benignos dos maxilares. A LCCG pode ocorrer de forma esporadica ou
associada a sindromes como querubismo, neurofibromatose tipo 1, displasia
osteoglofénica, sindrome cardiofaciocutanea, oculoectodérmica e Jaffe-
Campanacci e Noonan (EL-NAGGAR et al, 2017; GOMES et al., 2020).
Histologicamente ¢é caracterizada por células gigantes multinucleadas
entremeadas a células ovais e fusiformes, podendo conter ocasionalmente
trabéculas de tecido 6sseo (AUCLAIR et al., 1988; REGEZI, 2002; KRUSE-
LOSLER et al.,, 2006; TRIANTAFILLIDOU et al.,, 2011; EL-NAGGAR et al.,
2017). Ocorre preferencialmente em individuos na segunda ou terceira década
de vida, de modo que aproximadamente 60% dos casos correspondem a
pacientes do sexo feminino. Anatomicamente, a LCCG ocorre mais comumente
na mandibula, representando aproximadamente 70% dos casos
(CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018a).

Dois comportamentos clinicos s&do observados na variante central da

LCG, agressivo e nao-agressivo (CHUONG et al.,, 1986). Classifica-se como

16



agressiva a lesao que apresenta tamanho maior que 5 cm, com crescimento
rapido, reabsorcao radicular, deslocamento dentario, perfuragcao 6ssea cortical
e maior taxa de recorréncia apdés a curetagem quando comparado a nao
agressiva (CHUONG et al., 1986). Por outro lado, lesées com tamanho menor
que 3 cm, geralmente assintomaticas e indolores sdo classificadas como néo
agressivas (CHUONG et al,, 1986; KABAN; TROULIS, 2002; FLANAGAN;
SPEIGHT, 2014).

As variantes clinicas de LCCG sao diagnosticadas somente com base
nos critérios clinicos e radiograficos pré-estabelecidos, visto que ainda n&o ha
nenhum marcador imunofenotipico ou molecular que seja confiavelmente

capaz de distingui-las.
2.2 Lesao periférica de células gigantes dos maxilares

A contraparte extra-6ssea das LCG € denominada LPCG. Além da
semelhancga histolégica com a LCCG, a LPCG também € mais prevalente em
individuos do sexo feminino e na regido da mandibula (EERSEN;
FEJERSKOV; PHILIPSEN, 1973; EL-NAGGAR et al., 2017; CHRCANOVIC;
GOMES; GOMEZ, 2018b). No entanto, a lesdo periférica € considerada
reacional, além de ser mais predominante na quinta e sexta década de vida
(LESTER et al., 2014; CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018b). Usualmente
€ assintomatica, podendo causar erosdo de o0sso alveolar subjacente, e se
apresentar associada a implantes dentarios (LESTER et al, 2014;
CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018b; BRIERLEY; CRANE; HUNTER,
2019) (Figura 1). A taxa de recorréncia em torno de 10% pode ser relacionada
a incompleta remocéao da lesdo (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018b).
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Figura 1. Lesao periférica de células gigantes dos maxilares. Lesédo nodular de coloragao
vermelho-arroxeada localizado na gengiva. Fonte: imagem cedida pelo Prof. Dr. Ricardo

Santiago Gomez.
2.3 Diagnéstico da lesao de células gigantes dos maxilares

O diagndstico inicial da lesdo de células gigantes é realizado por
avaliagdo clinica e radiografica em que se observa um perfil diverso, com
imagem radiolucida, unilocular ou multilocular no caso das LCCG (Figura 2). Na
forma agressiva da LCCG podem ser observados deslocamentos de dentes,
expansao e perfuragdo da cortical o6ssea (K. HORNER, 1989;
STAVROPOULOQOS; KATZ, 2002; TRIANTAFILLIDOU et al., 2011). Biopsia e

exame microscépico sao necessarios para a definicdo do diagnostico.

Figura 2. Imagem radiografica de lesdo central de células gigantes dos maxilares.
Imagem radiolucida, bem delimitada, associada a deslocamento de dentes. Fonte: Imagem

cedida pelo Prof. Dr. Ricardo Santiago Gomez.
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Microscopicamente as lesbes central e periférica sao similares,
apresentando células gigantes multinucleadas em meio as células
mononucleares fusiformes ou ovoides, podendo apresentar focos hemorragicos

como representado na Figura 3.

Figura 3: Aspecto microscopico da lesdo de células gigantes. Observam-se células
gigantes multinucleadas em meio a células mononucleadas fusiformes ou ovoides. Nota-se
também a presenca de hemacias (Hematoxilina & Eosina — 400x). Fonte: Imagem cedida pelo

Prof. Dr. Ricardo Santiago Gomez.

A LCG e outras lesbes como querubismo, tumor marrom do
hiperparatireoidismo, tumor de células gigantes de ossos longos e fibroma nao-
ossificante, apresentam similaridade histolégica devido a presencga de células
gigantes multinucleadas, portanto faz-se necessario um diagnéstico diferencial,
levando em consideragao a associacao de aspectos clinicos, informagdes
histopatoldgicas, radioloégicas e exames laboratoriais complementares
(FLANAGAN; SPEIGHT, 2014).

Dentre essas doengas destaca-se o tumor marrom do hiperparatioidismo
que apresenta semelhangas histolégicas com a LCG, mas esta associado a
elevagao dos niveis séricos de calcio e paratormdnio, enquanto na LCG esses
niveis ndo sao alterados (REGEZI, 2002; TRIANTAFILLIDOU et al., 2011;
PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012).

Adicionalmente, os fibromas nao-ossificantes possuem uma prevaléncia

pela metafise de ossos longos em criangas, sendo raramente observado em
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ossos dos maxilares (CHRCANOVIC et al., 2011; WICK; MCDERMOTT;
SWANSON, 2014). Diferentemente da LCG, no fibroma nao-ossificante podem
ser visualizados macréfagos espumosos. No entanto, a similaridade
microscopica entre as duas lesdes induz ao questionamento se de fato
representam entidades distintas (GOMES et al., 2020).

O tumor de células gigantes € uma lesdo considerada neoplasica
agressiva com ocorréncia principalmente na epifise de ossos longos que pode
sofrer metastase (COWAN; SINGH, 2013). N&o menos importante, o
querubismo € uma lesdo de carater autossémico hereditario que resulta em
uma expansao simétrica da mandibula e maxila nas primeiras décadas de vida
(EL-NAGGAR et al., 2017).

2.4 Tratamento da lesao de células gigantes dos maxilares

O tratamento das LCGs consiste em intervengdes cirurgicas como a
curetagem e enucleagdo, no entanto alternativas quimioterapicas foram
descritas, como o uso de glicocorticéides, calcitonina e interferon alfa (IFN- a)
(KABAN; TROULIS, 2002; TRIANTAFILLIDOU et al., 2011; MARTINS et al.,
2015). A excisdo cirurgica associada a curetagem do osso alveolar subjacente
apresenta uma taxa de recorréncia 16% menor do que a simples excisdo da
lesdo e, por isso, € o tratamento de escolha (CHRCANOVIC; GOMES;
GOMEZ, 2018a).

A cirurgia geralmente é considerada o melhor método de tratamento
para LCCG agressivas, no entanto alguns estudos tém apresentado
tratamentos alternativos. A administracdo de calcitonina apresentou bons
resultados com redugdo da lesdo em casos de LCCG agressivas recorrentes
(TRIANTAFILLIDOU et al., 2011). Outros tratamentos farmacoldgicos como o
uso de INF- a foram testadas em casos de LCCG agressivas e nao foram
observadas recorréncias apoés o tratamento, porém os estudos sao preliminares
e necessitam de mais avaliagdes para serem implementados como tratamento
(KABAN; TROULIS, 2002). Apesar das quimioterapias apresentarem bons
resultados em alguns casos de LCCG agressivas, o uso desses medicamentos
possui a desvantagem do longo tempo de tratamento em comparagdo a
cirurgia (TRIANTAFILLIDOU et al., 2011).
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O uso de glicocorticoides e calcitonina como tratamentos alternativos é
sustentado pelo fato das células gigantes multinucleadas e as células
mononucleares tanto de casos agressivos quanto ndo agressivos de LCCG
apresentarem reatividade para os receptores GR (receptor glicocorticoide) e
CTR (receptor de calcitonina) (MARTINS et al., 2015). Adicionalmente,
observou-se que as variantes clinicas ndo apresentam diferencas quanto a

expressao desses receptores (MARTINS et al., 2015).

2.5 Bases moleculares da patogénese da lesdao de células gigantes dos

maxilares

Diversas lesdes compartilham caracteristicas histologicas com a LCG,
no entanto, ja foram descritas diversas alteragdbes que as diferem
molecularmente. O tumor de células gigantes apresenta mutagcbes no gene
H3F3A (p.Gly34 Trp ou p.Gly34 Leu) que nédo s&o observadas na LCCG
(BEHJATI et al., 2014, GOMES et al., 2014, 2018). Adicionalmente, outras
lesbes apresentam alteragdes genéticas exclusivas, como a mutagdo no gene
SH3BP2 presente no querubismo (UEKI et al.,, 2001; LANGE et al., 2007;
GOMES et al., 2018), o rearranjo cromossomal do gene USP6 observado no
cisto 6sseo aneurismatico (OLIVEIRA et al., 2004; GOMES et al., 2018) e a
mutacao p.K36M afetando o gene H3F3B no condroblastoma (BEHJATI et al.,
2014; GOMES et al., 2018).

A patogénese das LCGs, bem como a origem das células gigantes ainda
nao sdo bem elucidadas e foram objeto de estudo de trabalhos que associaram
a patogénese dessas lesdes com o processo de osteoclastogénese. A
positividade de marcadores especificos de osteoclastos, como CD11c, CD13 e
HLA DR foram observados tanto nas células mononucleadas quanto nas
células gigantes multinucleadas (FLANAGAN et al., 1988). De forma
complementar, outro estudo incluiu outras lesbes com células gigantes
multinucleadas além da LCG, como querubismo e cisto 6sseo aneurismatico, e
notou-se positividade de marcadores de osteoclastos como V-ATPase, CA I,
catepsina K, MMP-9 e TRAP, evidenciando uma semelhanga destas células
com o fendtipo de osteoclastos (LIU; YU; LI, 2003). Adicionalmente 10-15% das

células mononucleares também apresentaram positividade para estes
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marcadores, indicando que tais células podem estar envolvidas no processo de

formacgao das células gigantes multinucleadas (LIU; YU; LI, 2003).

Outras moléculas com papéis importantes no processo de
osteoclastogénese também foram detectadas em LCG, querubismo, tumor
marrom e cisto 6sseo aneurismatico, como RANKL (receptor ativador do fator
nuclear kB /ligante) observado somente nas células mononucleares, e o
NFATc1 (Fator nuclear ativador de célula T) que apresentou marcagao nuclear
e aumento da expressdo predominantemente nas células gigantes
multinucleadas (LIU; YU; LI, 2003; DUARTE et al., 2011). As moléculas RANK
(receptor funcional de RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) foram observadas
tanto em células ovais e fusiformes quanto nas células consideradas
osteoclastos-like (LIU; YU; LI, 2003; TOBON-ARROYAVE et al., 2005). A OPG
€ uma molécula inibitéria do processo de osteoclastogénese via competicéo
com o receptor para RANKL, sendo considerado um mecanismo de feedback
negativo ao sistema de RANKL/RANK (MORI et al., 2013). Estes achados
corroboram com a hipétese de que as células gigantes multinucleadas podem
ter uma origem baseada na osteoclastogénese com envolvimento das células

mononucleares.

Alguns achados, que adicionalmente contribuem para a compreensao da
patogénese da lesdo, como os fatores relacionados a apoptose, foram
avaliados em LCGs. As proteinas Bcl-2, Bax e caspase-3, que desempenham
papeis importantes no processo de apoptose, apresentaram-se aumentadas na
LCG, preferencialmente nas células gigantes em comparagdo as células
mononucleares, sugerindo que a atividade apoptotica esteja restrita a estas
células (AMARAL et al., 2011).

De forma complementar, outro fator apoptético, o gene pro-apoptoético
WWOX (oxidoredutase contendo o dominio WW), que codifica a proteina
Wwox, foi avaliado nas lesdes central e periférica (AMARAL et al., 2013). Foi
observado aumento da expressdo do gene, além de marcacao
preferencialmente no citoplasma de células gigantes em ensaio
imunohistoquimico em relagdo a células mononucleares do sangue periférico,

fortalecendo a hipétese de que as células gigantes sdo basicamente as células
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responsaveis pelo processo de apoptose (AMARAL et al., 2013). Dois casos de
LCCG agressivas, associadas a expansdo 6ssea, apresentaram redugao da
expressao de WWOX e auséncia de marcacdo para a proteina Wwox na
imunoistoquimica (AMARAL et al., 2013). Tal fato sugere que as lesbes
agressivas possam representar uma lesdo neoplasica, visto que tumores
0sseos, como os osteossarcomas apresentam redugéo da expressao ou perda
deste gene (KUREK et al., 2010; AMARAL et al., 2013).

A comparagao entre lesdes periféricas e centrais revelou expressao de
metaloproteinase 9 da matriz (MMP-9) e do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) menos intensa nas LPCG do que nas LCCG (MATOS et al.,
2011). Essas citocinas estimulam a osteoclastogénese e sua baixa expressao
pode estar associada ao menor potencial de reabsor¢cdo 6ssea na LPCG
(MATOS et al., 2011). Em contrapartida, as lesdes periféricas exibiram uma
maior quantidade de vasos sanguineos em seu microambiente. Os fatores
irritativos  locais promovem uma secregcdo elevada de citocinas pro-
angiogénicas e a presenga do maior numero de vasos sanguineos é
consistente com a natureza reativa da lesdo (MATOS et al., 2011). Interagdes
coordenadas entre o fator de crescimento tumoral beta (TGF-B) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) sdo eventos criticos para a diferenciacao
osteoclastica (MATOS et al., 2011). Na LCCG observa-se correlagao positiva
entre a expressdo dos dois fatores, enquanto a LPCG exibe aumento na
expressdo de TNF-a e uma redugao na expressao de TGF-B (MATOS et al.,
2011). A falta da correlagdo entre os niveis destes dois fatores e a maior
expressao de TNF-a nas lesdes periféricas corrobora com sua natureza reativa,
uma vez que essa citocina atua como reguladora chave do processo
inflamatdrio originado dos fatores irritativos locais supostamente responsaveis
pelo desenvolvimento da LPCG (MATOS et al., 2011).

As formas clinicas da LCCG, agressiva e nao agressiva, apresentam
diferengas quanto aos aspectos da angiogénese, onde as lesbes de
comportamento agressivo apresentam aumento na expressdo de marcadores
angiogénicos e maior vascularizagdo, constatada pela imunoreatividade para
os marcadores endoteliais CD31 e CD34, quando comparados com as lesdes

nao agressivas. Esses resultados sugerem que um componente vascular
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proliferativo nessas lesbes pode ser responsavel pela agressividade clinica,
porém mais ensaios sd0 necessarios para comprovar a teoria (PEACOCK;
JORDAN; SCHMIDT, 2012).

Trabalho recente do nosso grupo de pesquisa identificou em 72% dos
casos avaliados, mutagdes somaticas nos genes TRPV4, KRAS e FGFRI1,
ativadoras da via MAPK, tanto em lesbes periféricas como centrais de células
gigantes (GOMES et al., 2018). As mutacdes em TRPV4 (Transient Receptor
Potential Vanilloid 4 cation channel), gene que codifica uma proteina de
membrana relacionada ao transporte de calcio, foram exclusivas para os casos
de lesdo central de células gigantes, 22% do total de casos. Além disso,
avaliagdes in silico e in vitro mostraram que as mutag¢des p.M713V e p.M713l
em TRPV4 acarretam um ganho de func&o do canal de calcio (GOMES et al.,
2018). Adicionalmente, outra mutagdo no gene TRPV4, p.Leu619Pro foi
identificada em dois pacientes que apresentaram lesdes no sistema nervoso,
incluindo polineuropatias progressivas, e multiplas LCCG (RAGAMIM et al.,
2021).

O gene KRAS também foi um dos genes que apresentou mutagcdes em
lesdo de células gigantes, sendo presente em 41,3% dos casos (GOMES et al.,
2018). Multiplas mutagdes nos conhecidos hotspots (p.G12D/A, p.G13D,
p.A146V, p.A146P) foram observadas predominantemente nos casos
periféricos (GOMES et al., 2018). Interessantemente, LPCG associada a
implantes e fibroma n&o ossificante também apresentaram mutagdes no gene
KRAS, compreendendo os cédons, 146, 12, 13 e 14, com ativagao da via
MAPK (BAUMHOER et al., 2019; CHAVES et al., 2019).

Mutacbdes somaticas com ganho de fungao foram identificadas no gene
FGFR1, p.C381R e p.N330l, em 14% dos casos em LCG e também
observadas no fibroma néo ossificante (GOMES et al., 2018; BAUMHOER et
al., 2019). Tais mutagdes ja foram reportadas em uma doenga hereditaria, a
displasia osteoglofbnica, que foi associada em um relato de caso a presenca
de LCG (SOW et al., 2010; GOMES et al., 2018).

A ocorréncia dessas mutacdes nas células mononucleares da LCG foi

associada a ativagao da via de MAPK, importante via de sinalizagdo celular,
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responsavel pelo controle de inumeros processos celulares (GOMES et al.,
2018). As proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPKs) sao proteinas
serina/treonina quinases presentes nas células eucaridticas que convertem o
estimulo extracelular em varios tipos de respostas celulares (ZHANG; LIU,
2002). Essas proteinas constituem multiplas vias que, de forma coordenada,
regulam a expressdo génica, a atividade mitética, a motilidade, sobrevivéncia,

apoptose, diferenciagao e o metabolismo celular (ZHANG; LIU, 2002).

2.6 Analises omicas

A analise de biomoléculas como, acidos nucléicos, proteinas e
metabdlitos denominada “6mica” refere-se as areas da ciéncia que tém por
objetivo a analise acurada e global dessas moléculas (HASIN; SELDIN; LUSIS,
2017; ROTROFF; MOTSINGER-REIF, 2016). Tanto o desenvolvimento dos
sequenciadores de nova geragao, bem como dos espectrémetros de massas
contribuiram para os avangos das tecnologias dmicas contribuindo para a
melhoria da aquisicao de dados, resolucao e custo (ROTROFF; MOTSINGER-

REIF, 2016; HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017).
2.6.1 Gendémica

A genbmica fornece informacdes do codigo genético e possui a
caracteristica de relativa homogeneidade do perfil genético entre os tecidos e
células de um mesmo individuo (SUN; HU, 2017). As analises transcriptomicas,
protedbmicas e metaboldmicas diferem-se da gendmica quanto a grande
heterogeneidade do perfil das moléculas em um mesmo individuo (SUN; HU,
2017).

Esse campo de analise visa identificar variantes genéticas associadas a
uma determinada condigdo, como deleg¢des e insergdes, rearranjos estruturais,
substituicdbes de nucleotideos e alteragbes dos numeros de copias
(MEYERSON; GABRIEL; GETZ, 2010; HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017).
Diversas técnicas sao descritas para as analises gendmicas incluindo,
microarranjos de DNA, nanostring, gPCR, mapeamento genético e as técnicas
de sequenciamento de nova geragado (NGS), sendo consideradas as mais
amplamente utilizadas (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).
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2.6.2 Transcriptémica

A transcriptbmica por sua vez visa avaliacdo de transcritos (RNAS)
quanto ao perfil de expressdo génica (presenca/auséncia e quantificacdo do
transcrito), variagao estrutural ou na sequéncia nucleotidica e identificacao de
variantes de splicing (MEYERSON; GABRIEL; GETZ, 2010; HASIN; SELDIN;
LUSIS, 2017; SUN; HU, 2017). Dentre as tecnologias, destacam-se as mais
atuais que se baseiam no sequenciamento dos cDNAs obtidos a partir da
transcricdo reversa do RNA total, mRNAs ou outros tipos de RNAs, e as
tecnologias baseadas em sondas, como microarranjos, que ainda sdo muito
utilizadas na analise do transcriptoma (GOODWIN; MCPHERSON;
MCCOMBIE, 2016).

2.6.3 Proteémica

O proteoma possui uma complexidade superior ao genoma devido ao
fato de que varios produtos génicos podem ser originados de um unico gene
(JENSEN, 2006; MAES et al., 2013; SUN; HU, 2017). Essa complexidade se
deve a ocorréncia de splicing alternativo e modificagées pds traducionais (como
glicosilacdo, fosforilagdo, acetilagdo, entre outros), e adicionalmente o
momento celular/tecidual pode variar o perfil proteico (JENSEN, 2006; MAES et
al., 2013; SUN; HU, 2017). A protebmica destaca-se na avaliagao global das
proteinas e suas modificagcdes, deteccdo de mutacbes ao nivel dos
aminoacidos, isoformas de peptideos e a influéncia dessas sobre as funcoes e
fisiologia celular em condigcdes normais ou patolégicas (JENSEN, 2006; SUN;
HU, 2017).

Uma vertente da protedbmica é a fosfoprotedmica que tem por objetivo a
andlise de proteinas fosforiladas, que por sua vez participam de diversos
processos celulares como a sinalizagao celular (LEE; JONES; HUBBARD,
2015). A fosforilagdo de proteinas implica em uma alteragdo temporaria das
proteinas dita como modificacdo pds traducional, que ocasiona modificacbes
na regulagao de atividades enzimaticas, interagbes com outras proteinas e/ou
moléculas e localizagdo celular (SHARMA et al., 2014). Alteragdes na
regulagcéo de proteinas sdo frequentemente associadas a doengas (SHARMA

et al., 2014). Diante disso, faz-se necessario a avaliagdo das proteinas
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modificadas para uma melhor associacdo das alteragdes moleculares com os
fendtipos observados. Para isso, as plataformas de espectrometria de massa
associadas a técnicas de extragcdo de proteinas permitem a analise dessas
proteinas com alta sensibilidade e especificidade (LEE; JONES; HUBBARD,
2015).

2.6.4 Metabolémica

A metaboldbmica € um campo em ascensao e corresponde a analise
mais préxima ao fenodtipo. Possui a caracteristica metodologica de examinar
produtos finais e intermediarios do metabolismo, permitindo a identificacdo de
pequenas moléculas presentes em um determinado momento do perfil
metabdlico de uma célula, tecido, 6rgdos ou organismo (SCHELTEMA;
DECUYPERE; KINDT, 2010; PAGET et al., 2013).

A metabolémica estuda, de forma ampla e quantitativa, o conjunto de
metabdlitos de wuma célula, tecido, o6rgdo, biofluido ou organismo.
Conceitualmente, os metabdlitos sdo moléculas derivadas de processos
enddgenos ou exogenos, cuja massa atdbmica seja inferior a 1.500 Da (NAZ et
al., 2014; DUDZIK et al., 2018). Essas moléculas podem apresentar diversas
propriedades quimicas e fisicas, pertencendo a classes bioquimicas diversas,
como a dos aminoacidos, acidos graxos, carboidratos, entre outros (DUDZIK et
al., 2018). Dentre as tecnologias 6micas, as analises metabolémicas sédo as
que mais se correlacionam com o fendtipo, demonstrando diretamente os
efeitos das modificacées genéticas, expressao génica, metabolismo intrinseco
e influéncias ambientais (KIND et al., 2009; DUDZIK et al., 2018).

Os métodos analiticos mais comumente utilizados para estudo do
metaboloma sao as técnicas de cromatografia acopladas a espectrometria de
massa e a ressonancia magnética nuclear (RMN) (DUDZIK et al., 2018). A
RMN possui como caracteristica dados de alta reprodutibilidade e quantificagao
precisa. A plataforma de RMN exige preparagdo minima da amostra, porém a
sensibilidade da plataforma analitica € considerada baixa em comparacao a
espectrometria de massa (ARMITAGE; BARBAS, 2014; NAZ et al., 2014). Por

outro lado, as analises baseadas em espectrometria de massa apresentam
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maior sensibilidade e também capacidade de avaliar o metaboloma de forma
mais ampla, trabalhando com diferentes cromatografias (ARMITAGE; BARBAS,
2014; NAZ et al., 2014).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC — MS)
possui a técnica de cromatografia mais versatil, compreendendo varios tipos de
espectrémetros de massa, além de fases estacionarias e méveis, tornando esta
plataforma adequada para analise de variados compostos (ARMITAGE;
BARBAS, 2014; DUDZIK et al., 2018). A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS), por sua vez, € uma plataforma apropriada
para avaliacdo de compostos de baixo peso molecular, porém € limitada a
metabdlitos volateis ou volatilizaveis (DUDZIK et al., 2018; NAZ et al., 2014).
Finalmente, a eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa (CE-
MS) permite avaliagdes de compostos polares ou ibnicos, mas apresenta uma
menor sensibilidade e reprodutibilidade comparada a LC-MS e GC-MS
(ARMITAGE; BARBAS, 2014; DUDZIK et al., 2018).

2.6.5 Analises émicas integrativas

As andlises multi-bmicas compdem uma plataforma integrativa que
auxilia na compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados a
processos bioldgicos, como a patofisiologia de doencas (HASIN; SELDIN;
LUSIS, 2017; SUN; HU, 2017). Essa integracdo envolve analises genémicas,
epigendmicas, transcriptdmicas, proteémicas e metabolémicas, fazendo uma
cobertura dos processos moleculares como uma rede (HASIN; SELDIN; LUSIS,
2017; SUN; HU, 2017). Cada abordagem ©&mica possui capacidade
metodolégica de detectar um tipo de molécula, e o conjunto determina a
funcionalidade dessas moléculas de forma integrativa em um complexo sistema
bioldgico (SUN; HU, 2017).

Os processos relacionados ao desenvolvimento de doengas humanas
envolvem um sistema celular altamente dindmico, que sofre influéncias
ambientais para designar o fenotipo apresentado em cada doenga (HASIN;
SELDIN; LUSIS, 2017). Portanto, associar metodologias que visam a
integracdo de dados obtidos de analises de varias camadas moleculares pelas
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plataformas édmicas € uma alternativa promissora e bastante interessante para

o entendimento de uma ampla variedade de entidades patoldgicas.
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3 JUSTIFICATIVA

A LCG dos maxilares € uma lesédo benigna, que se apresenta em duas
formas clinicas, central e periférica. A LCCG € uma lesao intradssea, podendo
ser agressiva clinicamente, com potencial de causar grandes prejuizos
estéticos e funcionais aos seus portadores na falta de tratamento apropriado.
Enquanto a contraparte extra-0ssea € considerada uma lesao reativa e pode

apresentar recorréncia apos tratamento.

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de caracterizagao
da lesdo. Dentre eles destaca-se a anadlise gendmica da LCG, que ampliou o
conhecimento sobre a lesao, identificando mutagbes em genes envolvidos em
importantes processos celulares, como a cascata de sinalizacdo. No entanto,
mesmo diante deste avancgo, a patogénese da doenga ainda permanece sem
uma elucidacdo mais aprofundada. Adicionalmente, as alteragbes associadas

as mutagdes nos genes TRPV4, KRAS e FGFR1 n&o sao conhecidas na LCG.

Logo, compreender os processos moleculares associados a essas
mutacdes pode facilitar o entendimento da patogénese da lesdo e assim
auxiliar o desenvolvimento de alvos terapéuticos e diagndsticos. Diante disso,
as analises multi-bmicas e a integracdo dos dados gendmicos prévios,
utilizando amostras de tecidos parafinizados, podem identificar as vias

envolvidas na patogénese da lesao.
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4 OBJETIVOS
4.10bjetivo geral

Identificar as alteragdes moleculares relacionadas as mutacbes nos
genes TRPV4, KRAS e FGFR1 na LCG.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar comparativamente o fosfoproteoma e proteoma total das
amostras de LCG que apresentam mutagdées nos genes TRPV4, KRAS
e FGFR1 e em amostras com auséncia de mutagéo nos trés genes;

e Analisar o metaboloma das amostras de LCG que apresentam mutagdes
nos genes TRPV4, KRAS e FGFR1 e em amostras com auséncia de
mutagéo nos trés genes;

e Analise integrativa dos dados baseada nos metabdlitos e proteinas

encontrados nas avaliagées 6micas.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Amostras e pacientes

Este estudo foi executado em acordo com principios éticos e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFMG, sob o nimero de
protocolo CAAE: 99684918.0.0000.5149 (Anexo 1). As amostras foram obtidas
de pacientes atendidos na Clinica de Patologia e Semiologia Odontoldgicas da
Faculdade de Odontologia da UFMG que concordaram com a sua participagao
e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Em caso
de menoridade, foi solicitada a concordancia e assinatura em termo de
assentimento livre e esclarecido (TALE) pelo paciente, e para os responsaveis

legais solicitou-se a concordancia e assinatura do TCLE.

As amostras incluidas no projeto foram obtidas de individuos com
diagnodstico confirmado de LCG, central ou periférica, que possuiam descrigéo
clinica, exames histopatoldgicos e radiograficos disponiveis para confirmacgao e

consulta.

Para a realizacdo da analise fosfoprotebmica e metabolémica, foram
selecionados 21 casos de LCG dos maxilares, classificados em lesdes centrais
e periféricas, que apresentam as mutagdes nos genes, TRPV4, KRAS, FGFR1
e casos com auséncia de mutacdes nos trés genes, denominados WT (Wild-
type), previamente identificados em um estudo genémico (GOMES et al., 2018)
(Tabela 1).
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Tabela 1. Pacientes incluidos nas analises protedmicas e metabolomicas da lesado de
células gigantes.

Amostra Mutagao V;;':‘ai\(r:;e :inpét':ig: Localizacao Idade Sexo
TRPV4 -1 TRPV4 p.M713V Central P/M Maxila 40 Masculino
TRPV4 -2 TRPV4 p.M713V Central P/M Mandibula 28 Feminino
TRPV4 -3 TRPV4 p.M713V Central P/M Mandibula 24 Feminino
TRPV4 -4  TRPV4 p.M713V Central P/M Mandibula 18 Feminino
TRPV4 -5 TRPV4p.M713V Central P/M Maxila 15 Feminino
KRAS - 1 KRAS p.A146V Periférica P/M Mandibula 65 Feminino
KRAS -2 KRAS p.A146V Periférica P/M Maxila 74 Masculino
KRAS - 3 KRAS p.A146V Periférica P/M Mandibula 10 Feminino
KRAS -4 KRAS p.G12D Periférica P/M Mandibula 36 Masculino
KRAS - 5 KRAS p.G12D Central P/M Mandibula 8 Masculino
KRAS - 6 KRAS p.G12D Central P/M Mandibula 35 Feminino
FGFR -1 FGFR1p.C381R  Periférica P/M Mandibula 18 Masculino
FGFR -2 FGFR1 p.C381R Central P/M ND ND
FGFR -3 FGFR1 p.C381R Central P/M Mandibula 7 Feminino
FGFR -4 FGFR1 p.N330I Central P/M Maxila 27 Feminino
FGFR -5 FGFR1 p.N330I Periférica P/M Mandibula 65 Feminino
WT -1 WT Central P/M Maxilar 17 Masculino
WT -2 WT Periférica P/M ND ND ND
WT - 3* WT Central P ND ND ND
WT- 3.1 WT Central M Maxila 6 Feminino
WT -4 WT Central P/M Maxila 15 Masculino

* WT-3 somente foi utilizado na analise protéomica/fosfoprotedmica devido a presenca de
areas com mineralizagdo, o que impossibilitava o uso na analise metabolémica. O protocolo de
extragdo dos metabdlitos utilizado no estudo ndo contempla etapas capazes de reter os ions
provenientes da area mineralizada, o que poderia interferir na analise. P: protedbmica; M:

metabolémica. ND: n&o disponivel.

5.2 Analise fosfoprotedmica
5.2.1 Extracgao proteica de tecidos parafinizados

Para a realizagdo da analise fosfoprotedmica, foram selecionados 20
casos de LCG (Tabela 1). A extragao de proteinas para fosfoprotedmica a partir
de tecidos fixados em formol e embebidos em parafina foi adaptada de
Piehowski e colaboradores (2018) (PIEHOWSKI et al., 2018). Foram utilizados
cortes de 10 um de espessura de tecidos parafinizados. Os dois primeiros

cortes foram desprezados a fim de minimizar efeitos como oxidacdo de

33



moléculas da superficie dos blocos. Os tecidos foram desparafinizados em 3
banhos de 1 mL de xilol e hidratados em banhos de etanol 100%, 80% e 70%
sucessivamente. Posteriormente, foram adicionados aos tecidos 200 pl da
solugado de extracado (1:1) TFE (2,2,2-Trifluoretanol) (Sigma Aldrich, San Luis,
Missouri, EUA) e Tris (600 mM) (Sigma), acrescidos de 200 uL de bicarbonato
de amobnio (50 mM, pH 7.8) (Sigma) e coquetéis inibidores de proteases
(Sigma) e fosfatases (Sigma). As amostras foram incubadas nessa solugao por
90 minutos a 95°C, com periédica agitagdo. Apds a incubagao o extrato foi
submetido a sonicacdo em gelo por 2 ciclos de 20 segundos, poténcia
mediana, com intervalos de 30 segundos. O extrato foi centrifugado a 15000
xg, 4°C por 5 minutos e o sobrenadante dosado em Qubit protein assay
(Thermo Scientific, Walthan, Massachusetts, EUA).

5.2.2 Digestao e dessalinizagao dos peptideos

Para a digestao das proteinas utilizou-se 120 ug de extrato total de cada
amostra, e prosseguiu-se com as etapas de redugdo e alquilagdo das
proteinas. Para a redugédo foram adicionados 5 mM de DTT (GE Healthcare,
Chicago, lllinois, EUA) e incubou-se por 1 hora a 37°C. Apds a incubagao, o
extrato foi resfriado em gelo e, entdo adicionados 40 mM de iodoacetamida
(Sigma) para o processo de alquilacdo das proteinas. O extrato foi incubado
por 30 minutos a temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Posteriormente
as amostras foram diluidas a 1:5 em bicarbonato de aménio (50 mM, pH 7.8),
com o proposito de reduzir a quantidade do solvente organico na amostra, TFE,

para em torno de 5%.

Todas as amostras tiveram o seu pH verificado, utilizando tiras
universais de pH (escala de pH de 0 a 14) (Kasvi, Sdo José dos Pinhais,
Parana, Brasil) para garantir a eficacia da digestao triptica, visto que a tripsina
€ uma enzima que possui uma maxima eficiéncia no intervalo de pH 7-8.
Finalmente a tripsina (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) foi adicionada as
amostras na proporgao de 1:50 enzima:substrato (m/m), e incubou-se por 16
horas a 37°C. A reacgao de ftripsinizacao foi paralisada com adicdo de acido
trifluoracético (TFA) (Sigma) na concentragéo final de 0.4%, para redugao do

pH (aproximadamente pH 2), com consequente inativacao da tripsina.
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O processo de dessalinizacdo dos peptideos foi realizado nas colunas
SepPak C18 (Waters, Milford, Massachusetts, USA). Brevemente, a coluna foi
ativada com 2 mL de 100% acetonitrila (JTBaker, USA) e posteriormente
condicionada com 4 mL da solugdo de 0.1% de TFA. A amostra foi entao
adicionada a coluna e duas lavagens de 2 mL, com 0,1% de TFA foram
realizadas na coluna. Os peptideos dessalinizados foram eluidos em duas
etapas; sendo a primeira com 600 pL da solugédo de 60% de acetonitrila e 0.1%
de TFA, e a segunda com. 600 yL 70% de acetonitrila e 0.1% de TFA. Os
eluatos foram completamente secos em SpeedVac e ressuspensos em 50 pL
de 0.1% de TFA. Novamente as amostras foram dosadas para normalizagao da
quantidade de peptideos necessaria para prosseguir com a marcagao com as

Tags Isobaricas.

A plataforma de MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization
coupled to time of fligth) foi utilizada para verificar a qualidade e eficacia do
processo de tripsinizagdo. Foram selecionadas 4 amostras para representar o
processo de preparo de amostra até a etapa de dessalinizacdo. A selecéo de 4
amostras foi baseada na concentracdo dos peptideos, visto que para a analise
em MALDI-TOF faz-se necessario uma concentragdo minima de 1 ug/uL e
apenas as 4 selecionadas apresentaram este requisito. As amostras KRAS 3 e
5, TRPV4 3 e WT 3 foram as selecionadas. A matriz utilizada foi a a-cyano,

indicada para avaliagcao de peptideos tripticos.

5.2.3 Marcacgao isobarica dos peptideos — TMT10plex

Para uma quantificagao relativa dos peptideos foram utilizados 25 ug de
cada amostra, além da producdo de um controle de qualidade, que consistiu
em um conjunto de todas as amostras a serem analisadas, também com a
quantidade de 25 pg para cada set de analise. A marcacgao foi realizada com o
kit TMT10plex (Thermo Scientific) de acordo com as instru¢gdes do fabricante.
Brevemente, todos os reagentes e os peptideos foram mantidos a temperatura
ambiente. Posteriormente, as 10 Tags foram solubilizadas em 41 pyL de
acetonitrila, e cada amostra peptidica ressuspensa em 34 uL de brometo de
tetraetilaménio (TEAB) (Sigma) (100 mM, pH 8,3). Todas as amostras tiveram

seu pH verificado (ideal acima de 8) utilizando tiras universais de pH (escala de
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pH de 0 a 14) para garantir a eficiéncia da marcagdo com o TMT. Para a
marcagao, seguiu-se com uma proporgao de 1:14 pL (v/v) de mistura peptidica
para de Tag isobarica (Quadro 1). Incubou-se a mistura por 1 hora a
temperatura ambiente e verificou-se a eficiéncia de marcagdo em MALDI-TOF,
utilizando a matriz a-cyano.

Apos a verificacdo da presenca da marcagdo nos peptideos de cada
amostra, estas foram combinadas em trés conjuntos e completamente secas

em centrifuga a vacuo para posterior analise em cromatografia liquida (Quadro

1).

Quadro 1. Relagdo das amostras e as Tags isobaricas utilizadas para a marcagao por
TMT10plex.

Tags Set 1 Set 2 Set 3
126 KRAS 1 WT 1 FGFR4
127N KRAS 2 WT 2 FGFR 5
127C KRAS 3 WT 3 -
128N KRAS 4 WT 4 -
128C KRAS 5 TRPV4 1 -
129N KRAS 6 TRPV4 2 -
129C FGFR 1 TRPV4 3 -
130N FGFR 2 TRPV4 4 -
130C FGFR 3 TRPV4 5 -
131 CONTROLE 1 CONTROLE 2 | CONTROLE 3

5.2.4 Enriquecimento de fosfopeptideos

Apds a marcagdo com TMT, os trés sets de amostras prosseguiram para
o enriquecimento de fosfopeptideos com diéxido de titanio (TiOz2), conforme
descrito por Melo-Braga et al. 2015 (MELO-BRAGA et al. 2015). Para o
enriquecimento dos fosfopeptideos, foi utilizado uma proporgdo de 0,6 mg de
resina de TiO2 para 100 pg de peptideos dessalinizados e marcados com TMT,
em cada set de amostras. Os peptideos dos 3 sets foram ressuspensos em
uma solugdo contendo 80% de acetonitrila, 5% TFA e 1 M acido glicdlico
(Sigma) e as respectivas quantidades de resina de TiO2 foram adicionadas
para cada set de amostras, e, posteriormente, incubou-se a mistura por 10
minutos em agitacdo constante. Apds a centrifugacdo de 15 segundos, a
temperatura ambiente, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos,
contendo a metade da quantidade de TiO:2 utilizada na primeira incubacao e

repetiu-se o processo de incubagao e centrifugacédo. Esta etapa foi realizada
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para aumentar a eficiéncia do enriquecimento dos fosfopeptideos. Os
sobrenadantes foram novamente coletados e nomeou-se essa fragcdo de
protecoma total (PT), correspondente aos peptideos nao modificados.
Novamente, foram adicionados 100 yL de 80% de acetonitrila, 5% TFA e &cido
glicolico 1 M as resinas de TiO2 das duas incubagdes. As misturas foram
vortexadas e centrifugadas por 15 segundos, a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes removidos foram adicionados aos seus respectivos PTs. As
resinas contendo os peptideos fosforilados foram submetidas a dois processos
de lavagens. No primeiro, adicionou-se 100 yL de tampao de lavagem 1 (80%
de acetonitrila, 1% TFA) para garantir a remoc¢ao de peptideos hidrofébicos n&o
modificados. No segundo, adicionou-se 100 puL de tampé&o de lavagem 2 (10%
acentonitrila, 0,1% TFA) para remogao de peptideos hidrofilicos nao
modificados e glicopeptideos neutros. As amostras foram vortexadas e
centrifugadas por 15 segundos, e os sobrenadantes coletados foram

adicionados aos respectivos PTs em cada etapa.

Posteriormente, as resinas foram completamente secas em centrifuga a
vacuo por aproximadamente 10 minutos. Os fosfopeptideos foram eluidos em
100-150 pL de 1,5% de hidroxido de aménio (pH = 11,3) com vortexagao e
incubacao sob agitacdo constante por 10 minutos, para uma eluicao eficiente.
Em seguida, as solu¢des foram centrifugadas por 1 minuto e o sobrenadante
foi transferido para uma ponteira contendo um plug de C18 para garantir que

toda a resina de TiO2fosse removida da amostra.

Os peptideos fosforilados foram acidificados enquanto os peptideos nao
modificados correspondentes ao PT foram secos em centrifuga a vacuo. Todos
os peptideos foram submetidos novamente ao processo de dessalinizacdo em
colunas SepPak C18 para os do proteoma total e coluna contendo R3 para os
fosfopeptideos. Brevemente, a coluna foi ativada com 100% acetonitrila e
posteriormente condicionada com 0.1% de acido formico. A amostra foi entdo
adicionada a coluna e duas lavagens com 0,1% de acido férmico foram
realizadas na coluna. Os peptideos dessalinizados foram eluidos em duas
etapas: (1) com 500 pL da solugédo de 60% de acetonitrila e 0.1% de acido

férmico e na etapa (2) com 500 uL 70% de acetonitrila e 0.1% de acido féormico.
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Os eluatos foram completamente secos em SpeedVac e armazenados em -

20°C até o momento das analises por LC-MS/MS.

5.2.5 Pré-fracionamento dos peptideos do proteoma total por

Cromatografia Liquida em Fase Reversa

Os peptideos do proteoma total foram pré-fracionados para redugao da
complexidade da amostra e melhoria da etapa de identificacdo das proteinas.
As fragdes do proteoma total foram inicialmente reconstituidas em 200 mM de
formato de aménio de pH 9,3 (Solugéo A) e submetidas ao pré-fracionamento
realizado em um cromatégrafo liquido de alta performance (HPLC) (Ultimate
3000 HPLC, (Dionex, EUA)), contendo uma coluna de C18 (C18 Acquity UPLC
M-Class Peptide CSH (Waters, EUA)). A separagéo dos peptideos foi realizada
a um fluxo de 10 pyL/min, utilizando o gradiente do solvente B (acetonitrila 80% /
20% da solugao A): 2-40% durante 27 min; 40-50% por 4 min; 50-70% por 4
min e 70-95% por 5 min. Foram obtidas 15 fragcdes de peptideos, que foram
automaticamente concentradas em apenas cinco, em adi¢cado a fragdo que nao
interagiu com a coluna cromatografica. Posteriormente, todas as por¢des foram
secas em uma centrifuga a vacuo e armazenadas a -20°C até o momento da

aquisigao dos dados.

5.2.6 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS/MS)

Os peptideos marcados com TMT, tanto os pré-fracionados (proteoma
total) quanto os peptideos fosforilados foram ressuspendidos em acido férmico
0,1% e injetados no HPLC de nanofluxo EASYnLC (Thermo Scientific). Foi
utilizado um sistema composto por duas colunas, sendo uma pré-coluna de
C18 (coluna de silica, 2 cm de comprimento, 100 nm de didmetro interno e 5
Mm de didmetro das particulas) e uma coluna também de C18 (17 cm de
comprimento, 75 nm de diametro interno, didmetro das particulas iguais a 3
pm). O solvente A foi composto por 0,1% de acido férmico e o solvente B foi
formado por 90% de acetonitrila e 0,1% de acido féormico. O gradiente
cromatografico utilizado para separar as amostras pré-fracionadas do proteoma
total foi (em porcentagem do solvente B): 1-7% por 3 min; 7-28% em 50 min;
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28-45% em 10 min; 45-100% em 3 min, sendo o fluxo mantido em 250 nL/min.
Ja o gradiente utilizado para separar os peptideos fosforilados foi: 1-3% por 3
min; 3-22% em 120 min; 22-40% em 20 min; 40-95% em 3 min.

Os peptideos eluidos da coluna analitica foram ionizados por
nanoelectrospray e direcionados para o espectrometro de massa Q-Exactive
HF Orbitrap (Thermo Fisher). Foi utilizado o modo Aquisi¢do Dependente de
Dados (do inglés Data Dependent Acquisition, DDA). Os ions de peptideos do
proteoma total e do fosfoproteoma foram resolvidos no Orbitrap, na faixa entre
400 a 1600 m/z e 350 a 1400 m/z, respectivamente, ambos com uma resolucéo
de 120.000 FWHM. A cada espectro de massa, os 15 ions mais intensos (Top
15) para o proteoma total e os Top 10 do fosfoproteoma foram selecionados no
quadrupolo, usando uma janela de isolamento igual a 1,2 m/z, para
fragmentacdo por dissociagdo por colisdo em alta energia (HCD), com uma
energia de colisdao normalizada de 34. Os fragmentos originados foram
resolvidos no Orbitrap, em uma faixa entre 110 e 2000 m/z, e com uma
resolucéo de 60.000 (PT) e 45.000 (fosfo) FWHM.

5.2.7 Analise de dados proteémicos gerados em LC-MS/MS

As analises de dados prosseguiram com o processamento dos dados
brutos no Proteome Discoverer 2.4 (Thermo Scientific) e com a busca contra as
proteinas revisadas do banco de dados de Homo sapiens do UniProt (20.302
entradas). Foi utilizado o servidor Sequest para a realizagdo da busca e
comparagao dos espectros preditos/experimentais, utilizando os seguintes
parametros de busca: i) maximo de duas auséncias de sitios de clivagens de
tripsina; ii) carbamidometilagao de cisteina como modificagao fixa, iii) oxidacao
de metionina e acetilagdo de N-terminal da proteina como modificagdes
variaveis, iv) tolerancia de massa do precursor e dos fragmentos de 10 ppm e
0,02 Da, respectivamente, v) 1% de false discovery rate (FDR).
Adicionalmente, na busca do fosfoproteoma foi utilizado como modificacdo

variavel a fosforilagao nos residuos de serina, treonina e tirosina.

Somente as proteinas que apresentaram sinal no controle de qualidade
foram incluidas no estudo. Os dados foram filtrados quanto a presenca de
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leitura nas amostras, considerando 70% de valores validos no total de
amostras utilizando o Perseus (versdo 1.6.14.0). A estratégia de utilizar varios
sets na analise por TMT implica na geracdo de vieses no dado induzidos
durante a corrida, como alteragbes na abundancia que nao correspondem ao
real, por isso uma adequada normalizagdo desses sefs garante a correta
avaliagcdo dos dados (BRENES et al.,, 2019). Portanto, tanto os dados
protedmicos quanto os fosfoprotedmicos foram normalizados pela razao entre
as intensidades das amostras e as intensidades dos CQ dos respectivos sefs.
Posteriormente, os dados foram transformados em log2, seguidos da
normalizacéo por subtracido da mediana por coluna e da subtracido pela média
das linhas. Os peptideos fosforilados foram normalizados pelo nivel de suas

respectivas proteinas.

Os dados foram avaliados por LIMMA teste, realizado na plataforma
NormalyzerDE (Willforss, Chawade, Leveer, 2019). Foram utilizados p-valor
<0,05 e log2 fold change = 0,58 ou < -0,58 para selecionar as proteinas

alteradas.

5.2.8 Analise de correlagao biolégica

As proteinas totais identificadas foram avaliadas quanto a localizacao

celular e ao processo biolégico na plataforma Panther DB.

Os dados gerados na avaliagdo do proteoma total e fosfoproteoma
foram avaliados quanto ao grau da correlagdo entre as amostras pelo método

de correlagcao de Pearson, analisados na plataforma do MetaboAnalyst 5.0.

Devido a alta complexidade dos dados gerados, filtraram-se as proteinas
alteradas (p-valor <0,05 e log2 fold change = 0,58 ou < -0,58) em cada grupo
para a construgcdo do perfil proteico relacionado a cada gene. As proteinas
foram selecionadas de acordo com a abundancia apresentada em cada grupo
e foram construidos diagramas de Venn individuais para cada gene. As
interse¢cdes observadas nos diagramas de Venn de cada grupo foram

selecionadas como as proteinas que compdem o perfil proteico de cada gene.
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Para o enriquecimento de vias das proteinas correspondentes ao perfil
proteico selecionado para cada grupo, utilizou-se a plataforma PathDIP 4,
usando o conjunto completo de base de dados, exceto para SMPDB e
PharmGKB. Somente as vias que apresentaram FDR<0,05 foram consideradas

para as avaliagcbes posteriores.

Os fosfopeptideos alterados foram avaliados na plataforma PhosphoSite
Plus (HORNEBECK et al., 2012) quanto a sua atividade biolégica e quinases

envolvidas.
5.3 Analise metaboléomica da lesdo de células gigantes dos maxilares
5.3.1 Padronizacao da analise metabolémica de tecidos parafinizados

Inicialmente as analises em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa foram padronizadas conforme metodologias
adaptadas (Quadro 2) (DUARTE-ERADE et al., 2019; T'’KINDT et al., 2010;
YUAN et al., 2012).

Quadro 2. Padronizagao do protocolo de extragdo de metabdlitos de tecidos fixados em

formalina e embebidos em parafina

Proporgao
Teste Solvente Referéncia
mg tecido: uL de solvente

1:20 )

1 CH3OH:CHCls: H20 (3:1:1) 140 T’Kindt et al., 2010
1:20

2 80% CHsOH Yuan et al.,2012
1:40

3 Polar - CH3OH:H20 (1:1) 1:20 Duarte-Andrade et al.,

Apolar - CH2Cl2:CH3OH (3:1) 1:40 2019

Para todos os trés testes seguiu-se 0 mesmo preparo de amostra. Dois
cortes de 20 um foram desprezados a fim de reduzir a contaminacgao contida na
superficie dos blocos (KELLY et al., 2011). Posteriormente, cortes de 20 ym
foram coletados para se alcangar o peso de no minimo 5 mg para cada
amostra apdés a desparafinizagdo dos tecidos. Com objetivo de facilitar o

processo de cortes dos blocos de parafina e também evitar o desperdicio de
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tecido dos blocos parafinizados, foi desenvolvida uma formula que considera a
densidade de cada corte e a area de cada bloco para mensurar
aproximadamente quantos cortes seriam necessarios para atingir 5 mg de
tecido. O calculo foi baseado na densidade (d=m/v). Para determinar o volume,
foi considerada a area do tecido parafinizado a partir da delimitagcdo no
programa ImagedJ. A altura do tecido consistiu na espessura dos cortes
multiplicado pelo niumero de cortes. Inicialmente, foram utilizados tecidos
parafinizados como teste, para obtencédo da densidade média. Posteriormente,
essa densidade média foi utilizada para o calculo da previsdo do numero de
cortes necessarios para obterem-se 10 mg, através da férmula: Numero de

cortes= peso/(densidade x espessura x area).

O processo de desparafinizagao consistiu em quatro lavagens com 1 mL
de xileno (Sigma), por centrifugacdo a 15000 xg, por 5 minutos a 4°C. As
amostras foram completamente secas em banho seco a 37°C. Apds a
mensuracdo das massas de cada amostra adicionou-se os trés tipos de
solvente de extragdo (Quadro 2), sempre mantendo as proporgdes de 1:20 ou
1:40 mg de tecido por puL de solvente de extragdo. As amostras foram
vortexadas, incubadas em gelo por 10 minutos, novamente vortexadas e
submetidas a sonicagao em banho ultrassénico por 10 minutos. Os extratos
foram centrifugados a 15000 xg por 15 minutos, 4°C e o sobrenadante foi
fitrado em filtro de 0,22 ym, com 13 mm de didmetro. Posteriormente, as
amostras foram adicionadas a insertos contidos em vials de vidro, fechados, e

armazenados a -70°C até o momento da analise em LC-MS.

5.3.2 Anadlise em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massa

As andlises em LC-MS foram realizadas no laboratério de
espectrometria de massa, do Departamento Engenharia Sanitaria e Ambiental
(DESA), da Escola de Engenharia da UFMG, sob supervisdo das professoras
Dr? Liséte Celina Lange e Dr? Lucilaine Valéria de Souza Santos. Foi utilizado
um HPLC (Shimadzu, Co.Japao) acoplado a um espectrOmetro de massa do
tipo quadrupolo time-of-flight (QTOF) com fonte de ionizagao do tipo electronic

spray ionization (ESI) (ESI-micrO QTOF IlI, Bruker). O método de separacéao
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testado foi em coluna de fase reversa, TITAN C18 (5 cm X 2.1 mm, particula
1.9 um, Discovery, Supelco), mantida a 40°C. As fases moveis para a analise
em modo positivo foram compostas de A: agua ultrapura + 0,1% de &cido
férmico, e B: acetonitrila + 0,1% &acido férmico. Enquanto que para o modo
negativo utilizou-se, A: agua ultrapura e B: acetonitrila, sem a adi¢cdo de 0,1%

acido formico.

Foram injetados 10uL de amostra em cada inje¢cdo. O gradiente de
eluicdo aplicado foi: 25-95% de fase moével B por 20 minutos (separagédo dos
compostos), 95% de B por 3 minutos (remogéo dos compostos mais retidos),
95-20% B por 2 minutos (retorno as condig¢des iniciais da corrida) e 20% de B

por 5 minutos (condicionamento da coluna), com um fluxo de 0,3 mL/min.

O espectrometro de massa foi operado em modo positivo e negativo. A
voltagem da interface ESI foi de 4,5 kV no modo positivo e 3,5 kV no modo
negativo. Os espectros foram obtidos na faixa de 90 a 1200 m/z. O software de

aquisicao de dados foi o Bruker Compass.

5.3.3 Metabolémica de lesbées de células gigantes dos maxilares

Avaliagdo do metaboloma das lesbes de células gigantes com mutagdes
nos genes TRPV4, KRAS, FGFR1 foi realizada em 20 casos (Tabela 1).
Prosseguiu-se a extragcdo dos metabdlitos de tecidos fixados em formalina e
emblocados em parafina utilizando o protocolo do teste 1, seguindo os mesmos
processos descritos no item 5.3.1. Brevemente, apdés os cortes e a
desparafinizacdo dos tecidos, a mistura de solvente de extracdo, metanol,
cloroférmio e agua (3:1:1) foi adicionada a cada amostra em uma proporgao de
1 mg de tecido: 20 uL de solvente. Seguiu-se com os processos de incubagao
no gelo, sonicagao e clarificagdo do extrato de metabdlitos. Apds a filtragem em
0,22 ym, 10 yL de cada amostra foram coletados para a produgdo de um
controle de qualidade (CQ), que posteriormente foi utilizado durante a corrida

cromatografica, para avaliar a estabilidade da plataforma analitica.
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Tanto os CQs quanto as amostras foram adicionados a insertos contidos
em vials de vidro que foram hermeticamente fechados, e armazenados a -70°C

até o momento da analise em LC-MS.

A analise das amostras de LCG em LC-MS foi realizada seguindo os

mesmos parametros do item 5.3.2.
5.3.4 Analise de dados metabolémicos

Os dados de LC-MS obtidos na analise dos casos de LCG em extensé&o
*d foram convertidos em *mzXML no software ProteoWizard (versao 3.0.20020)
(CHAMBERS et al., 2012). A conversao foi necessaria para adequacao da
extensdo dos dados para analise na plataforma do XCMS (versédo 3.8.2) em R
(versao 3.6.2) (SMITH et al., 2006).

As analises dos dados no modo positivo e negativo foram otimizadas
utilizando o pacote do R chamado IPO (em inglés Isotopologue Parameter
Optimization) (versao 1.12.0) (LIBISELLER et al., 2015). A otimizagao ocorreu
em duas etapas consecutivas, utilizando os controles de qualidade da
metabolémica de LCG. A primeira etapa consistiu em uma otimizagdo com
base nos parametros default do IPO. Para a primeira rodada de otimizacao
apenas alguns parametros foram considerados para a otimizagdo, devido a
programacao padrao do pacote, tais como o ppm, peakwidth, mzdiff para a
detecgdo de picos (peak picking) e alinhamento e tempo de retengéao (retcor).
ApoOs a analise dos resultados dessa primeira otimizacdo, determinaram-se
quais seriam os intervalos de valores de cada parametro a ser otimizado. Com
base nos resultados apos a detecgao de picos, alinhamento e correcdo do
tempo de retencdo dos melhores parametros das otimizagdes 1 e 2,
selecionou-se o otimizado 2 como o melhor protocolo para a analise dos dados
gerados por LC-MS.

Para o processamento dos dados de LC-MS no modo positivo utilizou-se
o método de “centWave” com os seguintes parametros: snthresh: 5.92;
peakwidth: 22,6 e 62,5; ppm: 31; mzdiff: 0.0023; prefilter: 6 e 420; noise: 1. O
método de obiwarp foi o utilizado na corre¢cdo do tempo de retengdo com os
parametros de gaplnit. 0.2; gapExtend: 2.3; bw: 2; profStep: 0.8; minfrac: 0.7 e
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mzwid: 0.06. Para o modo negativo foram considerados os seguintes
parametros no método de centWave: snthresh: 8.1; peakwidth: 14 e 155; ppm:
45.5; mzdiff. 0.002; prefilter. 3.7; noise: 800. O método de obiwarp foi o
utilizado na corregcdo do tempo de retengdo com os parametros de gaplnit:
0.525; gapExtend: 1.91; bw: 2.5; profStep: 0.59; minfrac: 0.94; mzwid: 0.015.
Em todos os dados, foi aplicada a ferramenta de fillpeaks durante o

processamento, com o objetivo de eliminar os missing values.

Apds o processamento dos dados no XCMS aplicou-se aos dados
brutos do modo negativo e positivo um filtro manual de faixa de tempo de
analise, compreendendo o tempo de retencao de 2,5 a 20 minutos, ndo sendo
considerados o volume morto da corrida e a etapa de lavagem e
condicionamento da coluna respectivamente. Durante o processamento dos
dados, alguns picos verdadeiros podem ser divididos, gerando dois ou mais
picos com massas e tempo de retencdo muito proximos e sao considerados
uma duplicidade. Tal fato acontece devido a incorreta adequacdao dos
parametros de detecgdo de picos. Por isso, avaliou-se a geracao de
duplicidade de molecular features, utilizando filtros manuais de tolerancia de 5
ppm para os valores de m/z e 2,5 minutos de tempo de retencdo. Para verificar
se realmente os features selecionados se tratavam de duplicidades, aplicou-se
um teste de correlagdo de Pearson no Excel considerando as intensidades de
todas as amostras para cada feature. Adotou-se um valor maior ou igual a 0,7
na correlacdo de Pearson para determinar se realmente ocorreu uma
duplicidade, pois, se as intensidades apresentam uma alta correlacéao,
provavelmente se tratam de duplicidades. Os features que apresentaram essa

caracteristica foram eliminados da analise.

Posteriormente a filtragem do tempo de retengdo e avaliagédo de
duplicidades, os dados do modo positivo e negativo foram avaliados quanto a
porcentagem de missing values, filtrados quanto ao desvio padrao relativo dos
controles de qualidade, ao interquantile range, normalizados pela mediana,
transformados em log e centralizados pela média, na plataforma do
MetaboAnalyst 4.0 (CHONG et al.,, 2018). No que concerne a avaliacdo de

missing values foi obtido um valor menor que 1% tanto no modo positivo
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quanto no negativo de auséncia de valores considerando todas as leituras. Os
features que apresentaram uma porcentagem igual ou maior que 20% de
missing values, considerando todas as amostras, foram eliminados da analise
(GUIDA et al., 2016), e entado aplicou-se a estratégia de imputagdo de missing
values de substituicdo pelo menor valor positivo da matriz de dados (replace by
a small value). Os features foram filtrados quanto ao desvio padrao relativo dos

controles de qualidade que apresentavam porcentagem maior ou igual 25%.

Os dados normalizados e transformados foram entdo submetidos a
analise multivariada ndo supervisionada de componentes principais (PCA) e
supervisionada de regressao por minimos quadrados parciais (PLS-DA). As
analises multivariadas, bem como a avaliacdo de outliers de todas as
amosatras, foram realizadas no SIMCA-P+ (versdo 14.1) (Umetrics).
Avaliagbes por estatisticas univariadas também foram empregadas, como o
teste de Komolgorov Smirnov com correcédo de Lilliefors, para avaliar a
normalidade dos dados; o Teste-T, avaliando grupos de 2 a 2, juntamente com
o teste n&o paramétrico Mann-Withney U, realizados no software SPSS (versao
26). Apenas os molecular features significativos que apresentaram um fold

change (FC) maior ou igual a 2 foram encaminhados para a identificacéo.

A identificacdo dos molecular features significativos foi realizada por
meio de buscas dos m/z em base de dados publicas como Ceu Mass Mediator
(versdo 3.0), utilizando os seguintes adutos para o modo positivo: [M+H],
[M+2H], [M+Na], [M+ACN+H] e [M+CH3OH+H]; e para o modo negativo:
[M+CI], [M-H] e [M-H-H20O], considerando um erro de massa maximo de 30
ppm (GIL DE LA FUENTE et al., 2018). Outras bases de dados como Human
Metabolome Database — HMDB, Pubchem e Kyoto Encyclopedia of Genes e
Genomes — KEGG foram utilizadas para auxiliar na identificacdo dos dados
(KANEHISA et al., 2006; WISHART et al., 2007).

Considerando a complexidade da etapa de identificacdo dos
metabdlitos, foi necessario adotar estratégias como a avaliagdo de padrao
isotépico dos possiveis metabdlitos em comparagdo com os features
detectados na analise. Para isso, a ferramenta online, calculadora de padrao

isotépico, enviPat web 2.4 (https://www.envipat.eawag.ch/index.php) foi

46



utilizada para gerar os padrdes correspondentes aos possiveis metabdlitos,
enquanto para os features detectados na analise, os padrdes foram avaliados
no soffware EL-MAVEN (versédo 0.9.1). Os features que apresentaram padréo
isotopico tedrico semelhante ao padrdo experimental foram considerados

identificados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analise protedmica e fosfoproteémica da lesdo de células gigantes

dos maxilares

6.1.1 Padronizacdo da proteémica total e fosfoproteémica em tecidos

parafinizados

A fosfoprotebmica € uma técnica de analise de fosfopetideos, baseada
em espectrometria de massa, em ascensao nas areas Omicas. Diversas
matrizes bioldgicas podem ser utilizadas como amostras para extragado de
proteinas e posterior analise dos fosfopeptideos, como tecido, cultura celular,
microrganismos, biofluidos e tecidos parafinizados (MANN; JENSEN, 2003).
Embora a disponibilidade de tecidos parafinizados seja grande, ainda ha
poucos estudos que utilizam estes tecidos como fonte para a extragdo de
proteinas, visando andlises pés traducionais (GAMEZ-POZO et al., 2011;
OSTASIEWICZ et al., 2010; WAKABAYASHI et al., 2014; PIEHOWSKI et al.,
2018;). Dentro deste contexto, vale ressaltar as vantagens da utilizacdo dos
materiais parafinizados, como a ja mencionada disponibilidade, além da
preservagao da estrutura do tecido, facilidade e baixo custo de armazenagem
(GUSTAFSSON; ARENTZ; HOFFMANN, 2015).

Por outro lado, o processo de fixagdo gera modificagdes nas moléculas,
como a formacao de crosslinks entre proteinas-proteinas e proteinas-outras
moléculas, dificultando a analise protedmica e identificagdo por espectrometria
de massas (MAES et al., 2013; GUSTAFSSON; ARENTZ; HOFFMANN, 2015).
Esses crosslinks sao mantidos por pontes de metileno formadas entre
aminoacidos modificados pela formalina, principalmente lisina, arginina,
histidina e cisteina, e proteinas/outras biomoléculas (MAES et al., 2013;
GUSTAFSSON; ARENTZ; HOFFMANN, 2015). Modificagbes em lisina causam
uma implicagédo em particular com a técnica de quantificagéo relativa utilizada
no estudo, a marcagao por TMT. Devido ao fato da marcagao por TMT ocorrer
em aminas livres, como no N-terminal de proteinas e na cadeia lateral de lisina
a ocorréncia de modificacées na lisina pode reduzir a eficiéncia de marcacao
(ROURKE; PADULA, 2016).
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Para contornar os efeitos causados pela formacdo de cross-links
algumas abordagens podem ser realizadas para quebrar essas ligacbes e
expor as proteinas e outras moléculas para as analises. A abordagem mais
utilizada é a recuperagdo antigénica por indugdo de calor (em inglés heat-
induced antigen retrieval — HIAR), amplamente utilizada na avaliagcéo
imunoistoquimica (GUSTAFSSON; ARENTZ; HOFFMANN, 2015). Com o
aquecimento, ocorre a liberacdo das moléculas ligadas por clivagem das
pontes de metileno formadas durante o processo de fixagao. Diante do fato que
0 aquecimento pode ocasionar a desnaturacio proteica, solu¢goes tamponantes
sao utilizadas para estabilizacdo das proteinas durante o processo de
aquecimento (GUSTAFSSON; ARENTZ; HOFFMANN, 2015; ROURKE;
PADULA, 2016).

Protocolos direcionados para estudos protedmicos utilizam diversos
meétodos de extragcdo de proteinas que variam de acordo com a amostra
utilizada. E comum o uso de surfactantes e detergentes como ureia, Ditiotreitol
(DTT), bem como a associagao de tampdes e de lises fisicas como a sonicagao
(COX; EMILI, 2006). A ureia tem um amplo uso para extragdo de proteinas em
analises protedmicas e possui vantagens, como solubilizacdo e eficiéncia de
extragdo de proteinas. Entretanto, a ureia, se aquecida, causa interferéncias
em outros processos, como a marcagdo por tags isobaricas, devido a
modificagdes nas aminas primarias das proteinas, impedindo a marcagao
(KOLLIPARA; ZAHEDI, 2013; SOLARI et al., 2015). Visto que grande parte dos
protocolos de extragdo utiliza ureia e, no caso de utilizagdo de tecidos
parafinizados, faz-se necessario a etapa de aquecimento para quebra dos
cross-links, o presente estudo buscou a utilizagdo de processos de extracédo de
proteinas em que se pudesse garantir a eficiéncia de extragao, utilizando o

aquecimento das amostras.

Diante disso, a extracao de proteinas de blocos de tecidos parafinizados
para a analise das amostras de LCG foi realizada com adaptacbes que
permitiram a analise dos fosfopeptideos. Com base no estudo de Piewoski
2018, adaptou-se um protocolo utilizando TFE para extracdo que permitiu um

rendimento consideravel na extragao proteica: em torno de 120 ug de proteinas
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totais para cada amostra (PIEHOWSKI et al., 2018). A extragdo consistiu na
utilizacdo de TFE, em um tampao para protecdo das proteinas. O TFE vem
sendo utilizado para extragdo de proteinas de tecidos parafinizados e tem se
mostrado bastante eficaz quando comparado, por exemplo, com a extragao
com SDS (Dodecil Sulfato de Sodio), (WANG et al., 2005; PIEHOWSKI et al.,
2018; COSCIA et al., 2020).

A qualidade da digestdao das proteinas foi avaliada em MALDI-TOF,
onde se verificou que a tripsinizagdo gerou peptideos de tamanhos variados de
700 a 3000 Da (Figura 4.A). Na mesma analise, a eficiéncia do processo
triptico foi demonstrada devido a auséncia de picos de pesos moleculares
acima de 7000 Da. Tal resultado corresponde a eficiente digestdo proteica,
visto que moléculas com tamanhos maiores que 10000 Da correspondem a

proteinas (Figura 4.B).

50



Intens.[a.u]

Intens. [awu.]

Intens. [a.u]
-
w

n
x1047

Intens. (a w.]
w

1274734

1570.884

TRPVW4 alpha cyano RF 0:J3 MS, Smoothed, Baseline Subtracted

1274 870

1571.131
Rician il
I

Kras Salpha cyano RF 600-4000 0:J4 MS, Smoothed, Baseline Subtracted

1274712

2

1607.789

Kras 3alpha cyano RF 6004000 0:J5 MS, Smoothed, Baseline Subtracted

1274744

|

1570.910

2115.151

WT3alpha gano RF 6004000 0:J8 MS, Smoothed, Baseline Subtracted

2705325

il

1500

T
2000

2500 3000 3500
miz

38000
% 6000 -
E.4000

20001

o
1

TRPW LP 0:J3 MS, Smoothed, BaselineSubtracted

[au]

3000
2000 1

Intens.

1000

KRAS 3 LP 0:J4 MS, Smoothed, Baseline Subtracted

54000

c

#3000 3

o

E 20004
1000 4

o3

KRAS 5 LP 0:J5 MS, Smoothed, BaselineSubtracted

3000

Intens. [au

20004

1000

WT3 LP 0:J8 MS, Smoothed, BaselineSubtracted

6000

8000

10000

12000

14000 16000 18000
miz

Figura 4. Andlise da qualidade e eficiéncia da digestdo de proteinas por tripsina avaliada

por MALDI-TOF. A. Espectro correspondente a moléculas de tamanhos menores de 500 a

4000 Da provenientes das proteinas digeridas por tripsina. Perfil compativel com peptideos

tripticos.

Apds o processo de tripsinizagdo, prosseguiu-se com a marcagao por

TMT, onde novamente a eficiéncia do processo foi avaliada por MALDI-TOF.

Os trés sets avaliados apresentam os picos correspondentes as marcagdes

isobaricas por TMT (Figura 5). Destaca-se que cada set apresentou 0 numero

51



de picos correspondente a quantidade de marcacao utilizada, além do m/z de

cada pico confirmar a identificagcdo das marcacdes mencionadas no quadro 1.
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Figura 5. Espectros dos peptideos tripticos apés a marcacdo por TMT e combinagédo em
3 sets de analise. Para os sets 1 e 2 utilizou-se as marcagdes 126, 127 Ce N, 128 Ce N, 129
Ce N, 130 C e N e 131. No set 3 somente as marcagdes 126, 127 C e N e 131 foram
utilizadas. No espectro gerado as marcagdes que possuem tanto C ou N s&o visualizadas no

mesmo pico, somente uma fragmentagdo MS2 possibilita a visualizagao das duas marcagdes.
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Apos a verificagdo das etapas da qualidade e eficacia do preparo de
amostra, prosseguiu-se com a analise dos peptideos do proteoma total e
fosfoproteoma. Para a analise do proteoma total, os sets 1, 2 e 3 foram
fracionados em 5 fragdes e avaliados em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa, bem como os sets com os peptideos fosforilados. Os
cromatogramas de cada fracdo do proteoma total e dos fosfopeptideos de cada
set de analise apresentaram sinais do inicio ao fim da corrida, demonstrando
que as condi¢bes de corrida cromatografica foram adequadas para separagao

de peptideos de pequenos a grandes tamanhos (Figuras 6,7 e 8).
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Figura 6. Cromatogramas das fragées do proteoma total e do fosfoproteoma do set 1
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Todas as etapas descritas de analise de dados foram padronizadas e
ajustadas para os parametros mais adequados aos dados gerados. A partir
disso a avaliacdo estatistica e as demais analises foram realizadas a fim de

obter um resultado com confiabilidade.
6.1.2 Protedémica total de lesao de células gigantes dos maxilares

A analise dos dados brutos gerados por LC-MS/MS apontou 46
fosfopetideos e 928 proteinas. A interferéncia da quantidade de proteinas
identificadas em analises de tecidos parafinizados ja € um evento descrito, e
alguns fatores estdo associados como a formagao de crosslinks com outras
moléculas e até mesmo com proteinas, impossibilitando sua identificacdo e
bloqueando o sitio de clivagem da tripsina (SINZ, 2010). A tripsina é uma
enzima que atua na clivagem de proteinas e possui especificidade na clivagem
entre os aminoacidos lisina e arginina. Como o processo de fixacao pode
alterar a amina livre na cadeia lateral de lisina, a etapa de clivagem pode ser
afetada, reduzindo o numero de identificagbes (OLSEN; ONG; MANN, 2004;
GUSTAFSSON; ARENTZ; HOFFMANN, 2015).

Apesar das diversas limitagdes associadas a tecidos parafinizados, as
proteinas identificadas foram associadas a varios compartimentos celulares e
processos biolégicos como regides intra e extracelulares, membrana e
organelas, além de envolvimento em ligagao, transporte, atividade regulatoria,

catalitica e estrutural, dentre outros (Figura 9).

A B Atividade regulatoria de
transcrigdo, traducéo e

Regido Ligagao transdugdo
Complexo extracelular 43.89% 3.41%
supramolecular 7%
2%
Atividade de
Complexo transpnorte
3.61%
contendo
proteina -
10% Funcao
regulatoria
Membrana molecular
11% 5.11%
Conteudo % ’
c:lut;ar Organelas Atividade Atividade
5% 25% catalitica estrutural
35.67% 8.32%

Figura 9. Localizagao celular e processos biolégicos associados as proteinas

identificadas em lesdao de células gigantes dos maxilares. A. Localizagdao celular das
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proteinas identificadas. B. Processos biologicos associados as proteinas identificadas.

Para a analise foram consideradas todas as 928 proteinas identificadas no proteoma total.

Visto a diversidade de proteinas identificadas, cobrindo diferentes
compartimentos celulares além de proteinas que desempenham fungdes
distintas, a utilizacdo de tecidos parafinizados pode ser considerada uma fonte

viavel de acesso ao proteoma celular.

Para identificar alteragcbes no perfil protedmico em amostras LCG
mutadas, foram analisadas as proteinas e fosfopeptideos extraidos de
amostras FFPE. Cento e noventa e oito proteinas (valor de p <0,05 e log2 FC =

0,58 ou < -0,58) (Tabela 2) apresentaram niveis de abundancia alterados.
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Tabela 2. Proteinas que diferiram entre os grupos FGFR1, KRAS, TRPV4 e WT

KRAS x FGFR1 KRAS x WT KRAS x TRPV4 FGFR x WT FGFR x TRPV4 TRPV4 x WT
Gene Symbol p valor p valor FC p valor FC p valor FC p valor FC p valor FC
TGM2 0.0032 02985 | -0.26 | 0.9653 | -0.01 | 0.0597 | 0.51 | 0.0049 ! 03353 | -0.25
PDLIM3 0.0037 0.0800 | -0.38 | 0.0015 0.2455 | 026 | 07092 | -008 | 01361 | 034
ANXAS 0.0063 01970 | 0.23 | 0.0607 | 032 | 05950 | -0.09
S100A7 0.0147 | 0.0006 | 0.1483 | 053 | 00518 | 0.69 | 0659 | -0.16
HP 0.0309 09120 | 004 | 02215 | -0.43 | 0.0606 | 0.76 | 03216 | 036 | 03147 | 0.39
COL6A3 0.0324 | 037 | 03604 | -016 | 00142 | -043 | 0.0075 | -0.53 | 0.0001 | -0.80 | 0.1427 | 0.7
EIFSA 0.0352 . 0.0380 | 052 | 04741 | 016 | 01404 | 036
FMOD 0.0430 02932 | 029 | 05553 | -0.18 | 03122 | 029 | 07096 | o0.11
GPX3 0.0432 | -0.52 | 0.0081 03354 | -0.24 | 03880 | -0.24 | 0.2748 | 0.28 | 00666 | -0.52
LGALS3 0.0489 | 0.40 | 0.0009 0.0790 | 039 | 05605 | 012 | 02106 | 0.27
IGHM 0.0517 | -0.51 | 0.0252 0.6497 | -013 | 07373 | -0.09 | 0.8897 | -0.04
TXN 0.0588 | 0.67 | 0.0034 0.1800 | 052 | 03231 | 036 | 0.6686 | 0.16
cPQ 0.0613 | 027 | 0.2644 | -0.16 0.0090 | -0.43 | 0.0002 0.2042 | 0.20
EPB41L2 0.0662 | -0.28 | 0.0044 0.1955 | -0.22 | 0.0031 0.0806 | 0.30
NDRG1 0.0746 | 035 | 0.0013 0.0725 | 0.39 0.1786 | -0.28
TCEAL3 0.0749 | -0.43 | 0.3942 0.0508 | 0.52
ARHGDIB 0.0754 | -031 | 0.1852 0.6330 | -0.09
CFH 0.0793 | -0.41 | 0.0520 0.1143 | 0.40
FBLN2 0.0802 | -0.41 | 0.0491 0.5687 | 0.14
DECR1 0.0868 | -0.18 | 1.57E-05 0.1653 | -0.16
AK1 0.0897 | 0.25 | 0.6648 0.0448 | 033
OSTF1 0.0908 | 0.32 | 0.0057 0.5877 | -0.11
FBN1 0.0909 | -0.59 | 0.0294 0.7575 | -0.12
LTBP2 0.0947 | -0.55 | 0.0919 03137 | 036
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TAF15 0.1025 | 048 [ 0.9222 0.1878 0.0081 | 087 | 02694 | 036
HLA-B 0.1064 | -0.37 | 0.0039 | 0.0120 | 03163 | -0.23 | 05235 | -0.16
JUP 0.1081 | 0.49 | 0.0855 04481 | 023 | 06178 | -0.16
ACP1 0.1163 | -0.28 | 0.0001 00192 | -0.46 | 05159 | -0.13
SND1 0.1193 | -0.26 | 0.0018 0.0292 | -039 | 08279 | 0.04
TUBA4A 01253 | 0.29 | 00151 | 051 | 0.0013 02784 | 022 | 00547 | 038 | 04273 | -0.16
MRC2 01264 | 029 | 00111 | -0.54 | 0.0010 02234 | -0.25 | 00427 | 041 | 04418 | 0.16
RPS16 0.1286 | -0.42 | 0.0224 | 0.0222 | 03529 | -0.28 | 0.4015 | -0.24 | 0.8878 | -0.04
RRBP1 0.1366 | -0.30 | 00163 | -0.53 | 0.0009 02732 | -0.24 | 00360 | -045 | 03324 | 0.21
RPLP2 0.1420 | 028 | 02955 | 021 | 0.0013 07324 | -007 | 0.0472 | 041 | 00297 | -0.48
RPS6 0.1496 | -0.31| 0.0015 052 | 00418 | -050 | 03537 | 021 | 02148 | -0.30
ANXA1 0.1574 | 033 | 0.0008 0.6304 | 0.12
DCD 0.1586 | 0.41 | 0.6213 0.0605 | 0.62
LGALS7;LGALS7B 0.1597 | 061 | 0.0004 0.1656 | -0.67
FABPS 0.1637 | 0.57 | 0.0014 | 0.6204 | -0.22
SEN 0.1676 | 0.58 | 6.97E-06 | 07157 | -0.17
VIM 0.1856 | 045 | 0.0480 0.34 0.2885 | 0.39
TGFBI 01920 | 039 | 0.4510 0.1676 | 0.46
PSAP 0.1960 | 035 | 0.0110 0.2088 | -0.37
A2M 0.1972 | -0.30 | 0.0089 -0.58 | 01283 | -040 | 0.2551 0.6350 | -0.12
RPL13 0.2003 | -040 | 0.0328 03236 | -0.34 | 04325 0.7999 | -0.09
ARPC3 02022 | 024 | 0.0123 0.1597 | 0.29 | 0.0560 0.6555 | -0.09
BANF1 02121 | 026 | 0.0039 00622 | 045 | 01333 06224 | 011
OLFML3 02136 | 023 | 0.7216 0.0028 0.1474 | -0.30 | 0.0002 0.0130 | 055
EIF1AX;

LOC101060318;

LOC107984923 0.2201 | 024 | 00258 | 049 | 0.0002 02535 | 0.25 | 0.0062 0.1033 | -0.36
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$100A2 0.2294 | 0.64 | 0.0064 [ 0.0848 [ 1.04 | 0.0136 [N 0.46%0 | -0.42
CLTB 02319 | 027 | 0.0021 0.0836 0.0937 | 042
FTH1 0.2366 | 0.45 | 0.2405 | 048 | 0.0030 | 0.0744 | -0.77
HMGN4 0.2427 | 030 | 0.2430 0.1345 | 0.4
ACBD3 0.2443 | -024 | 0.1163 0.0005 0.0416 | 0.49
RPL23 0.2455 | -0.27 | 0.0036 0.0564 | -0.50
PGAM1;L0C643576 | 0.2516 | 0.34 | 0.0234 0.0165 02093 | 041 | 01835 | 041 | 09987 | 0.00
RPL7A 0.2552 | -0.28 | 0.0149 0.1471 | -040 | 03270 | -0.25 | 0.5807 | -0.15
RPL15 0.2572 | -029 | 0.0025 0.0342 | 063 | 04832 | -019 | 01253 | -0.44
RPS13 0.2585 | -0.26 | 0.0024 0.0323 | 058 | 02187 | 030 | 0.2825 | -0.28
YWHAG 0.2593 | 0.19 | 0.0004 0.0059 | 056 | 0.0125 | 047 | 06251 | 0.09
RPL35A 0.2634 | -0.41 | 0.0097 0.0715 0.4794 | -0.27 | 03130 | -0.41
CAl 0.2694 | 0.40 | 0.1370 0.4905 0.0938 | -065 | 04016 | -0.34
LMAN1 0.2718 | -0.12 | 0.0025 6.57E-06 0.0322 | -0.28 | 0.0001 | -0.55 | 0.0439 | 0.26
RPS11 02721 | -031| 0.0061 03135 | -0.32
KCTD12 0.2808 | 021 | 0.4709 02275 | 0.6
H2AFV 0.2880 | -0.22 | 0.0006 0.1985 | -0.30
PDLIM1 02924 | 023 | 0.0128 0.2824 | 0.26
SET 02945 | 022 | 0.0152 0.1808 | -0.32
RUVBL2 0.2960 | -0.17 | 0.0795 0.0515 | 037
COL1A2 0.2979 | 0.40 | 0.4725 0.0675 | 0.79
IMMT 0.2981 | -022 [ 0.1997 0.1800 | 0.32
RPL35 03130 | -0.39 | 0.0188 01922 | -0.56
ACP5 03234 | -030 | 0.5998 03091 | -0.34
ABRACL 03275 | 027 | 0.1797 0.4268 | -0.24
HNRNPAB 03276 | 022 | 0.0103 0.0435 | 0.52
RPL27 03352 | -0.38 | 0.0163 0.2409 | -0.52
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S100A14 03352 | 045 | 0.0175 | 0.0013 | 0.81 | 0.0156 | 03842 | -045
MTDH 03369 | -0.24 | 0.1999 -0.10 | 0.0443 01174 | 043
CLEC11A 03381 | 0.21 | 0.2500 -0.48 | 0.0006 | 00811 | 043
CAPNS1 03413 | 024 | 0.0035 | 0.0021 | | 0.0319 | | 0.0236 | | 09960 | 0.00
GOLIMA4 03444 | -016 | 0.1435 | 0.0010 | 011 | 0.0116 0.0559 | 0.38
SBSN 03512 | 045 | 0.0175 | 0.0035 | 0.86 | 0.0354 | 06243 | -0.26
RPS23 03523 | -0.29 | 0.0037 | 0.0647 | | 0.0321 | 0.1770 | -0.47
HSPG2 03545 | -0.16 | 0.0145 032 | 0.0031 | 01629 | 027
CTSG 03648 | 0.38 | 0.4446 072 | 0.0358 05978 | 0.24
SLC4A1 03798 | -0.28 | 0.0015 | 0.0010 | | 0.0104 | | 09494 | -0.02
CLTA 03841 | 021 | 0.0113 | 02815 | 01073 | 0.43
HSPB1 03885 | 027 | 0.0024 | 0.0001 | 0.3852 | -0.30
RPL29 03994 |-0.19 | 0.0122 | 02422 | -027 | 0.0756 | -0.46 | 0.7452 | 008 | 01335 | -0.39
CRYAB 0.4139 | 036 | 0.0098 | 0.0373 | 00599 | 096 | 0.1960 | 0.61 | 04711 | 035
RPS7 0.4165 | -0.20 | 0.0348 | 03998 | -0.21 | 0.1678 | -0.38 | 09768 | -0.01 | 01758 | -0.37
LONP1 0.4302 | -012 | 0.0020 | 0.0008 | 044 | 00066 | -0.47 | 0.8678 | 0.03
YWHAQ 0.4312 | 021 | 0.0019 | 0.0014 | | 0.0135 | | 0.0116 | | 09299 | 0.03
LSM7 0.4318 | 013 | 0.0017 | 0.0011 | 0.49 | 0.0093 09584 | 0.01
DYNC1H1 0.4384 | -018 | 0.0137 | 0.0008 | 047 | 0.0071 | 03580 | 0.23
$100A9 0.4430 | 035 | 0.1616 | 0.0060 | 035 | 0.0399 | 01826 | -0.69
RPS4X 0.4452 | -0.20 | 0.0208 048 | 03690 | 024 | 04070 | -0.24
RPS10 0.4715 | -0.20 | 0.0371 044 | 03157 | 029 | 06100 | -0.15
S100A8 04722 | 038 | 0.0213 | 0.0008 | 0.0967 | 1.01 | 0.0059 0.2580 | -0.68
RPLS 0.4733 | -0.20 | 0.0080 | 02649 | | 0.0419 | | 06945 | -0.11 | 00871 | -0.54
SLC25A3 04766 | 022 | 01693 | -046 | 0.0231 | 024 | 01121 | 053 | 0.4056 | 0.29
$100A11 04796 | 024 | 0.0162 | 0.0001 | 0.70 | 0.0007 | 00712 | 071
TNC 05012 | 021 | 0.1147 | 0.0394 | | 00937 | 0.60




PTMA 0.5072 | 0.16 | 0.0377 | 0.1409 0.0018 0.0758 | -0.50
TIMMSA 05175 | -013 | 0.0485 0.8248 | 06818 | 0.09 | 00379 | 0.50
EPHX1 05229 |-0.14 | 0.0086 | 0.0381 | -0.53 | 07386 | 0.08
CAPG 05284 | 013 | 0.0005 RO 0.0027 B 0.0034 | 0.7696 | 0.07
MYL12B;MYL12A 05299 | -0.16 | 0.0812 \ \ 0.7543 | -0.09
DIABLO 05317 | 018 | 0.5015 02623 | 0.36
CALML3 05327 | 0.23 | 0.0051 0.4680 | -0.29
GSTP1 0.5351 | 0.14 | 0.0122 0.7775 | -0.07
ATP6V1G1 05373 | 0.15 | 0.0072 03603 | 0.24
cCT7 0.5480 | -0.12 | 0.1542 0.1841 | 0.29
RPL1S 0.5548 | -0.16 | 0.0240 0.1075 0.4159 | -0.25
CA2 0.5638 | 0.15 | 0.0070 0.0019 07451 | -0.09
PPIA 0.5683 | 0.16 | 0.0212 0.7673 | -0.09
$100A6 05697 | 0.19 | 0.0135 0.0005 0.2540 | -0.43
COX5A 0.5824 | 011 | 0.1918 01779 | -0.31
CDV3 0.5933 | 0.10 | 0.0221 0.0011 . 03112 | -0.22
RPL31 05949 | -0.16 | 0.0095 04621 | -023 | 01330 | -051
COPG1 05997 | -0.11 | 0.1150 03498 | 0.23
CALR 0.6025 | 0.12 | 0.0160 0.0072 0.8673 | -0.04
TMSB4X 0.6055 | -0.29 | 0.0666 0.7726 | -0.18
PEA15 0.6098 | 0.12 | 0.0131 0.0942 | 0.40 | 0.0436 02493 | 028 | 03121 | 0.26
LAMC1 0.6103 | 0.08 | 0.0040 0.0259 | -0.36 | 0.0018 03520 | -0.16
TMSB10 0.6271 | -0.18 | 0.0121 0.9818 | 0.01
PFDN2 0.6375 | 009 | 0.0055 09217 | -0.02 | 00152 | 053
cLcl 0.6379 | 0.09 | 0.0261 0.4484 | -0.17
YWHAZ 0.6530 | 0.10 | 0.0078 m 0.8582 | -0.04
CUTA 0.6618 | -0.12 | 0.3520 02873 | -0.32

61



SKP1 0.6639 | 0.09 | 0.0108 033 | 04209 | 018
CKB 0.6640 | 0.10 | 0.2184 | | 01735 | -037
ATP1A1 0.6647 | -0.08 | 05902 | -011 | 0.0026 | 0.8982 | -0.03 | 0.0093 | 00177 | 055
KRT13 06720 | -0.28 | 0.1309 0.0154 | 00715 | 139 | 0.0080 | 03908 | -0.64
ALDOA 0.6761 | 0.06 | 0.0004 | 0.0014 | | 00023 | 053 | 06815 | 007
S100A4 06821 | 017 | 0.0675 | 01531 | 067 | 0.0032 | | 01097 | -0.75
RPL34 0.6827 | -013 | 0.0057 03366 | -0.33 | 0.1086 | -0.60
AHSG 0.6938 | -0.21 | 0.3401 | 05685 | 033 | 01170 | -0.89 | 03460 | 0.56
ATPS) 0.6988 | 0.10 | 0.0029 0.0430 | 056 | 03946 | 0.24
CALM3; CALM2;

CALM1 0.7147 | 015 | 0.0238 0.0296 08122 | 0.11
COL4A2 07332 | 0.12 | 0.5808 0.4042 0.0999 | 0.69
RPSS 0.7349 | -0.08 | 0.0062 0.0653 0.1394 | -0.37 | 02495 | -0.30
CTSK 07409 | 013 | 05501 | 024 | 0.0411 07806 | 0.12 | 0.0920 | 070 | 0.1808 | -0.58
RPS28 0.7444 | -0.10 | 08183 | 007 | 00636 | 059 | 0.6071 01371 | -051
TALDO1 07461 | -0.07 | 01625 | 031 | 0.0160 | 053 | 0.1063 03375 | -0.22
RPL23A 0.7556 | 0.07 | 0.0282 0.0187 0.2589 0.1581 | -0.38
RPL27A 0.7565 | -0.08 | 0.0431 0.0877 | -0.52 | 0.7904 0.1388 | -0.45
ADK 0.7569 | 0.04 | 0.0400 0.0264 | -0.31 | 3.31E-06 | 00017 | 047
RPL17 0.7727 | 007 | 0.0315 0.0638 | -0.52 | 0.8741 | 0.04 | 00473 | -0.56
BLVRB 07755 | 0.05 | 01501 | -0.25 | 0.0024 0.0018 | 01050 | 030
ATP5D 0.7774 | -0.06 | 03593 | 019 | 0.0011 | 0.0009 | 0.0203 | -054
C1QBP 0.7983 | 0.06 | 0.0388 0.0030 | 0.0726 0.0073 | 03681 | -0.25
HBA2;HBA1 0.8000 | 0.11 | 0.0053 0.0696 | -0.90
MIF 0.8003 | 0.12 | 03298 | 049 | 0.0183 | 0.1892 | -0.70
SH3BGRL 0.8010 | -0.06 | 0.1066 | 043 | 0.0094 | | 03442 | -0.26
CRABP2 0.8166 | 0.07 | 00817 | 059 | 0.0100 | | 04300 | -0.27
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MYL6 0.8176 | -0.06 | 0.0885 0.8133 | -0.06
TAGLN2 0.8195 | 0.07 | 0.0498 03233 | 033
CFL1 0.8440 | 0.05 | 0.0042 0.6022 | 0.15
PCNP 0.8504 | -0.05 | 0.0301 05790 | 0.18
DBI 0.8822 | 0.05 | 0.0742 0.8253 | -0.08
DCTPP1 0.8895 | 0.05 | 0.1648 03234 | 038
CAPZA1 0.8900 | 0.02 | 0.0206 0.2495 | -0.20
PRKAR1A 0.9135 | 0.02 | 0.4162 0.0140 | 051
THBS1 0.9260 | -0.03 | 0.5370 0.0740 | 061
CTSD 0.9300 | 0.02 | 0.6737 0.0552 | -0.53
RPL37 0.9396 | 0.02 | 0.0286 0.0578 | -0.64 | 0.0298 0.6552 | -0.16
RPL7 0.9441 | -0.02 | 0.0050 0.0983 | -0.46 | 0.0076 0.1568 | -0.43
ERH 0.9560 | 0.02 | 0.0944 0.1168 0.7359 | -0.13
TPSABL; TPSB2 0.9636 | 0.01 | 0.2284 03873 | 030
ADIRF; C100rf116 0.9641 | 0.02 | 0.0076 01243 | 0.64
ALPL 0.9751 | 0.01 | 0.0923 01511 | 0.47
NDUFA13 0.9776 | -0.01 | 0.4703 05027 | -0.36 01199 | 0.86
HBD 0.9820 | 0.01 | 0.0038

COL15A1 0.0885 | -0.30 | 00073 | -0.54 | 05340 | 0.11 | 0.2228 | -0.24

OMD 0.0906 | 0.54 | 0.2356 | 040 | 0.2690 | -0.35 | 0.6726 | -0.14

TPPP3 01223 | 045 | 02373 | 036 | 02570 | -0.32 | 0.7792 | -0.09

SH3BGRL3 0.1857 | 0.39 | 0.0207 0.38

COL1A1 0.2072 | 052 | 0.9792 051

CSTB 02097 | 024 | 0.0083 0.34

RPL38 0.2301 | -0.30 | 0.0855 0.17

HLA-DRA 0.2467 | -033| 0.0107 -0.50

COL12A1 0.2793 | 0.28 | 0.8221 -0.35
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CDH13 03755 | 0.19 | 00435 | 047 | 00667 | -0.40 | 0.2233
HMGN2 06372 | -0.12| 00376 | 058 | 05377 | -0.15 | 0.0181
FARSA 0.6400 | -0.07 | 00034 | -053 | 0.1156 | 024 | 0.0117
MXRA7 0.6674 | -0.13| 01903 | 043 | 00751 | -0.56 | 0.1050
SCRN1 0.6887 | 0.08 | 0.9668 | -0.01 | 0.0028 | 0.1 | 0.7475
HNRNPULL 06981 | 0.09 | 05343 | 015 | 00436 | -0.48 | 0.8026
GPNMB 07012 | -0.08 | 02222 | -027 | 0.1276 | 032 | 0.3993
DAP 07974 | 0.05 | 00725 | 039 | 02971 | -0.20 | 0.1275
IGLV3-25 0.8249 | -0.05 | 03858 | -0.20 | 0.0011 - 0.5225
FGA 0.8512 | -0.07 | 03762 | -0.33 | 0.0028 | 0.4923
CSDA;YBX3 0.8679 | -0.03 | 02290 | 026 | 0.0668 | -0.38 | 0.1934
HBB 0.8796 | 007 | 0.0041 | 5168 | 03622 | -0.45 | 0.0039
DPYSL3 0.8944 | -0.02 | 00388 | 036 | 0.1074 | -0.26 | 0.0359
FTL 09210 | -0.06 | 0.6053 | -0.34 | 0.0484 - 0.6829
RPLP1 09928 | 0.00 | 03629 | 032 | 0.0023 | 03766

FC: fold change. Em negrito estéo os valores de p < 0,05. A cor vermelha representa aumento de abundancia (log2 FC > 0,58), e azul redugdo de abundancia das proteinas
(log2 FC < -0,58).



Devido a grande complexidade dos dados, e da caracteristica de alguns
grupos apresentarem poucas proteinas diferindo entre eles, foi realizada uma
avalicao de correlacdo de Pearson, visando uma melhor descricdo dos dados.
A correlagcao de Pearson € um método estatistico descritivo, que mede o grau
da correlagéo entre variaveis (KIRCH, 2008). Este coeficiente, representado
por r, assume apenas valores entre -1 e 1, sendo -1 pouco correlacionado, e 1
muito correlacionado. Apos a avaliagéo estatistica dos dados pelo Limma test,
as proteinas alteradas foram avaliadas por correlacdo de Pearson. Os achados
da proteébmica sugerem semelhancga entre os grupos KRAS e FGFR1, e TRPV4
e WT devido ao r > 0,5 na correlagado de Pearson entre algumas das amostras

destes grupos (Figura 10).
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Figura 10. Analise de correlagao de Pearson. Analise realizada com as proteinas alteradas
entre os grupos FGFR1, KRAS, TRPV4 e WT. Valor de r assume apenas valores entre -1 e 1,

sendo -1 pouco correlacionado, e 1 muito correlacionado.

Para determinar as vias metabdlicas relacionadas as mutagdes nos
genes KRAS, FGFR1 e TRPV4, as proteinas que apresentaram aumento ou
reducdo em um grupo, quando comparado a todos os outros, foram
categorizadas como perfil proteico associado ao gene. Diagramas de Venn

foram construidos para auxiliar na selecéo dessas proteinas (Figura 11).
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Figura 11. Diagramas de Venn das proteinas alteradas entre os grupos FGFR1, KRAS,
TRPV4 e WT. Os diagramas foram construidos com as proteinas (p <0,05 e log2 FC = 0,58 ou
< -0,58) que apresentaram aumento ou reducdo em um grupo quando comparado a todos os
outros. As setas para cima indicam aumento da abundancia e as para baixo redugao da

abundancia de proteinas.

A avaliacdo dos dados por diagrama de Venn corroborou com o perfil
proteico observado na avaliacdo de correlacdo de Pearson, em que poucas
proteinas diferiram entre os grupos. Como exemplo, os grupos KRAS e FGFR1
apresentaram apenas 5 proteinas diferentes entre eles (Figura 11 A e B).
Esses achados sugerem que mutagcdes em KRAS e FGFR1 podem induzir as

mesmas alteracées moleculares no contexto da LCG.

Dentre as 5 proteinas que diferem os grupos KRAS e FGFR1
observadas na analise por diagrama de Venn, estdao TGM2, PDLIM3 e HP, que
apresentaram redugdo, e S100A7 e FMOD apresentaram aumento de

abundancia no grupo KRAS em comparagao ao FGFR1.
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O proto-oncogene KRAS codifica uma GTPase que regula a sinalizagao
celular via MAPK/ERK ativando RAS por ligacdo ao GTP (BOS, 2018; HAIGIS,
2017). As mutagdes que afetam os coédons 12, 13, 61 e 146, levam a
alteragdes proximas ao sitio de ligagdo de GTP/GDP na proteina KRAS,
favorecendo o modo ativado da proteina, que acarreta em uma ativacao
constitutiva da via MAPK/ERK (DE LUCA et al., 2012; HAIGIS, 2017). A
proteina A7 de ligacao ao calcio S100 (S100A7) foi associada a regulagao das
vias de MAPK, p38 e JNK em carcinoma oral de células escamosas e cancer
de ovario (DEY et al., 2016; LIN et al., 2018). Tendo em vista o aumento da
abundancia dessa proteina no grupo KRAS em comparagdo ao FGFR1, e seu
papel na regulagdo da sinalizagdo celular, sugere-se que as amostras com
mutagédo no gene KRAS possuem outras fontes de ativagdo da via MAPK além
das mutacdes A146V, e G12D no gene KRAS.

Apods a construcdo dos diagramas e determinacéo do perfil proteico de
cada grupo, foi realizado um enriquecimento de vias com as proteinas
encontradas nas interse¢cdes de cada diagrama de Venn (Apéndice 1). As vias
enriquecidas foram posteriormente categorizadas em processos biologicos
(Figura 12).

Diferenciacédo celular
Atividade eritrocitica
Metabolismo de carboidrato
Expresséo génica

Sistema imune mFGFR1

= KRAS
TRPV4
WT

Ciclo celular
Metabolismo de proteina
Arquitetura de tecido

Apoptose
Sinalizacéo celular

Processos biolégicos
‘ I ERRERRL

o

20 40 60 80 100

Quantidade de vias enriquecidas

Figura 12. Categorizagao por processos biolégicos para as vias enriquecidas em cada
grupo. O enriquecimento de vias foi realizado no PathDiP, utilizando as proteinas selecionadas
em cada grupo por meio dos diagramas de Venn. Cada via foi manualmente avaliada nos

bancos de dados e categorizadas em processos biolégicos.
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Todos os grupos apresentaram uma grande similaridade quanto a
quantidade de vias enriquecidas para a maioria dos processos biologicos,
exceto os casos com mutagdo em TRPV4 que apresentaram maior quantidade
de vias para o processo de arquitetura de tecidos, em comparagao aos demais
grupos de mutagdes. Similarmente, o grupo WT também apresentou uma maior

quantidade de vias enriquecidas para o metabolismo de proteinas.

O potencial receptor transiente vaniloide tipo 4 (TRPV4) é um canal de
calcio envolvido na regulagao intracelular de calcio e desempenha um papel
importante na diferenciacao de osteoclastos, homeostase 6ssea, modulagdo da
fungdo vascular e na remodelacdo da matriz extracelular (MEC) (JI;
MCCULLOCH, 2020). O TRPV4 quando ativado regula a remodelagdo do
colageno fibrilar, alterando assim as propriedades mecanicas da MEC
(SUNKSARE et al.,, 2012). Diversas vias envolvidas nos processos de
arquitetura tecidual, como colageno e MEC, foram observadas em maior
quantidade nas amostras mutadas em TRPV4, sugerindo que ha influéncia do

TRPV4 nesses processos no contexto da LCG.

O grupo WT é composto por amostras de LCG que ndo apresentaram
mutagdes nos genes FGFR1, TRPV4 e KRAS (GOMES et al., 2018). Apesar de
nao apresentar nenhuma mutagcdo, as amostras possuem o mesmo perfil
histolégico e clinico das demais (GOMES et al., 2018). Uma maior quantidade
de vias relacionadas ao metabolismo de proteinas foi observada nas amostras
WT. Todas as proteinas que enriqueceram vias relacionadas ao processo de
metabolismo de proteinas apresentaram aumento da abundancia nas amostras
WT em comparagao aos grupos KRAS e FGFR1, sugerindo que as amostras
que ndo apresentam mutagdo possuem um metabolismo de proteinas mais

ativo que as demais.
6.1.3 Fosfoproteémica total de lesao de células gigantes dos maxilares

As mutagbes nos genes KRAS, TRPV4 e FGFR1 em LCG foram
identificadas como ativadoras da via MAPK/ERK, com aumento da marcacao
de ERK nas amostras mutadas (GOMES et al., 2018). Tendo em vista a
ativacao observada e a relagcdo desses genes com outras vias de sinalizagao
celular, como PI3K/AKT/mTOR (DE LUCA et al., 2012), analisou-se o
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fosfoproteoma das amostras com o intuito de identificar mais vias de

sinalizagao celular envolvidas na patogénese da lesé&o.

O fosfoproteoma das amostras de tecido parafinizado apresentou 14
fosfopeptideos, de 14 proteinas distintas, alterados entre os grupos (p valor <
0,05) (Tabela 3). Diante do fato da fosforilagdo ser uma modificagdo pos
traducional intimamente relacionada a sinalizagao celular e transducao de sinal,
e da baixa quantidade de peptideos fosforilados diferindo entre os grupos,
sugere-se uma similaridade desses grupos quanto ao perfil de fosforilagao de

proteinas e consequentemente ativagao da cascata de sinalizac&o celular.
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Tabela 3. Fosfopeptideos que diferem entre os grupos KRAS, FGFR1, TRPV4 e WT.

Sequéncia Sitio KRAS x FGFR1 KRAS x WT KRAS x TRPV4 FGFR x WT FGFR x TRPV4 TRPV4 x WT
i Gene
anotada modificado p valor FC p valor FC p valor FC p valor FC p valor FC p valor FC
[R].aQGEPVAGH S11 SEC31A 0.0483 -0.36 0.0357 0.42 NS - 0.0006 0.78 0.0314 0.42 NS -
EsPKIPYEK.[Q]
[K].nDksEEEQSS S4 HNRNPC 0.0234 -0.49 NS - NS - 0.0118 0.61 NS - NS -
SSVK.[K]
[R].aGETRFtDTR. T7 EEF2 0.0445 -0.47 NS - NS - 0.0045 0.77 NS - 0.0337 -0.47
(K]
[R].gsVSDEEmMm S2 LCP1 NS - 0.0268 0.51 NS - 0.0020 0.78 NS - NS -
ELR.[E]
[R].IELQGPRGsP S9 NCL NS - NS - NS - 0.0025 0.69 NS - NS -
NAR.[S]
[K].eSLKEEDESsD S9 PSMA3 NS - NS - NS - 0.0017 0.83 NS - NS -
DDNm.[-]
[K].tDSSPNQAR [ S4 PTBP1 NS - NS - NS - 0.0366  0.52 NS - NS -
Al
[K].qSHGAAPcSG S12 S100A7 0.0080 -0.75 NS - NS - 0.0077 0.83 NS - NS -
GsQ.[]
[K].h TGPNsPDTE S6 HNRNPH1 NS - 0.0427 0.46 NS - 0.0090 0.63 NS - NS -
GFVR.[L]
[R].sSGsPYGGG S4 HNRNPAS3 NS - NS - NS - 0.0282 0.66 NS - 0.0278 -0.21
YGSGGGSGGYG
SR.[R]
[K].qEKPAEKPAE S16 RAD23B 0.0017 -1.18 NS - 0.0180 -0.84 NS - NS - NS -
TPVATsPTATDS
TSGDSSR.[S]
[K].aQRLSQETEA S5 NUCB1 NS - 0.0497 0.44 NS - 0.0138 0.58 NS - NS -
LGR.[S]
[K].hSDskEDDGQ S4 CD276 NS - 0.0398 0.44 NS - 0.0103 0.59 NS - NS -
EIA.[]
[R].tLSNAEDYLD S14 OSTF1 NS - NS - NS - 0.0256 0.51 NS - NS -
DEDsD.[-]

T Todos os fosfopeptideos foram normalizados pelos niveis de suas respectivas proteinas. NS: Nao significativo (p > 0,05). FC: foldchange



O peptideo fosforilado da proteina S100A7 apresentou reducdo da
abundancia no grupo KRAS em comparag¢ao ao FGFR1, divergindo do observado no
proteoma total. O impacto da fosforilagao no sitio identificado ainda nao foi avaliado,
mas diante do seu papel na regulagao das vias de sinalizagao (DEY et al., 2016; LIN
et al., 2018), a fosforilagdo pode estar relacionada a inibicdo da atividade da
proteina, contudo mais estudos sdo necessarios.

Fator de estimulagdo de osteoclastos 1 (OSTF1) é uma proteina contendo
dominio SH3 e foi associada a ativacdo de osteoclastos com aumento de massa
trabecular em ossos longos de camundongos, confirmando o papel do OSTF1 no
desenvolvimento 6sseo (VERMEREN et al, 2017). O grupo FGFR1 apresentou
aumento da abundancia dessa proteina em comparagdo ao WT. No entanto, o
impacto da fosforilagao no sitio S14 identificado no estudo ndo possui fungao predita
em bancos de dados, sendo necessarias mais avaliagdes para identificar o papel da

modificagdo nesse sitio.

6.2 Metabolomica de lesao de células gigantes
6.2.1 Padronizacdao da metabolémica de lesdo de células gigantes

Assim como a protedbmica, a metaboldmica também estd em constante
melhoria das plataformas analiticas e das metodologias de extracdo de metabdlitos
de diferentes tipos de amostras (DUDZIK et al., 2018). Como é o caso da analise de
moléculas extraidas de tecidos parafinizados, para a qual plataformas como LC-MS
e GC-MS, recentemente passaram a ser utilizadas (KELLY et al., 2011; YUAN et al.,
2012; NG et al., 2014; WOJAKOWSKA et al., 2015; CACCIATORE et al., 2017; KIM
et al., 2017; CRUZ et al., 2019; DUARTE-ERADE et al., 2019; FENG et al., 2019).

Para a avaliagdo do metaboloma de tecidos parafinizados neste trabalho, foi
necessario a padronizacdo das metodologias de extragcdo de compostos. Iniciou-se a
padronizagcao pela avaliagdo da quantidade de material proveniente do bloco de
parafina utilizado para a extragdo. Visando manter a qualidade dos dados gerados,
utilizou-se uma normalizagdo pela biomassa dos tecidos, considerando a mesma

proporgcao de biomassa e solvente para todas as amostras analisadas.

Os trés testes realizados foram desenvolvidos com base em protocolos

descritos na literatura. Durante o preparo das amostras, verificou-se que o teste 3
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(CHs30OH, H20 e CH2Cl2) apresentava rapida volatilizagdo e consequente diferencga
de volume entre as amostras. A rapida volatilizacdo foi atribuida ao solvente
diclorometano utilizado na mistura do teste 3, portanto ndo foi possivel prosseguir
com o teste 3 para as analises em LC-MS. Os testes 1 e 2 prosseguiram
normalmente e foram submetidos as mesmas condigbes de cromatografia e
espectrometria de massa. Os cromatogramas gerados foram verificados e
comparados entre os testes de solventes e entre as proporgdes de quantidade, em
miligramas de amostras analisadas (Figura 13). A partir desta analise observou-se
que, no teste 1, a proporcdo mais adequada de amostra para solvente de extracao
seria 1:20 (Figura 13.A), bem como no teste 2 (Figura 13.B).
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Figura 13. Sobreposi¢dao dos cromatogramas da padronizagao dos testes de extragao de tecido

parafinizado. A. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas referentes aos testes do solvente 1 (CH3OH:
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CHCIs: H20 (3:1:1). B. Sobreposicdo dos cromatogramas referentes aos testes do solvente 2 (80%

Metanol).

A comparacgao entre os melhores resultados de cada teste de solvente, sendo
a proporgao 1:20 dos testes 1 e 2, demonstrou claramente que o teste 1 apresentou
melhor resolugéo cromatografica, com picos de intensidades maiores, além de maior
quantidade de picos, sendo este o protocolo de escolha para as analises do

metaboloma da lesao de células gigantes (Figura 14).
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Figura 14. Sobreposicdo dos cromatogramas das melhores condi¢gdes da padronizagdo dos
testes de extracdo de tecido parafinizado. Sobreposicao dos cromatogramas referentes aos testes
do solvente 1 (CH3OH:CHCI3:H20) (3:1:1) e solvente 2 (80% Metanol) com a propor¢gao de 1mg de

tecido para 20 uL de solvente de extragao.

Alguns trabalhos utilizam tecido parafinizado para metaboldémica em LC-MS,
porém até o presente momento todos apresentaram uma abordagem alvo, visando
um grupo ou moléculas especificas (YUAN et al., 2012; NG et al., 2014; KELLY et
al., 2011; KIM et al., 2017; CACCIATORE et al., 2017; FENG et al., 2019). Portanto
desenvolver um protocolo para avaliar o metaboloma de tecidos parafinizados,
objetivando uma analise global pode contribuir ndo s6 no contexto da LCG, bem

como para outros estudos com tecido parafinizado avaliados em LC-MS.
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A utilizagdo de plataformas metabolémicas, como a espectrometria de
massa, resulta em uma macica quantidade de dados complexos e que necessitam
de ferramentas bioinformaticas para serem analisados. Da etapa de geragcédo dos
sinais obtidos nos espectrometros de massa até a interpretacao biologica dos dados,
varios softwares, bancos de dados e plataformas s&o utilizados. Particularmente os
dados gerados em LC-MS sdo mais numerosos quando comparados com outras
plataformas analiticas devido ao uso de colunas cromatograficas mais abrangentes,
cobrindo uma faixa de moléculas com grande variabilidade de caracteristicas fisico-
quimicas (NAZ et al., 2014).

Diante disso, para as analises dos dados gerados em LC-MS, foi utilizado o
IPO, que permite a otimizagao de parametros utilizados pelo XCMS em analises de
dados obtidos de cromatografia acoplada a espectrometria de massa (LIBISELLER
et al., 2015). O IPO explora picos do isétopo natural '°C, ubiquo em amostras
biolégicas, para otimizar quais sdo os melhores valores dos parametros para a
detecgéo de picos (Peak picking) e também para a corregdo do tempo de retengéo
(Retcor) e agrupamento necessarios para analises por XCMS (LIBISELLER et al.,
2015). As rodadas de otimizacdo visaram a padronizacdo e construgdo do script
ideal para a analise dos dados metabolébmicos da LCG. As areas verdes
representam os valores dos parametros que ainda necessitam de otimizacéo, e as
areas vermelhas a rosa sdao parametros bem otimizados, como demonstrados nas
figuras 15 e 16 para o modo positivo, e figuras 17 e 18 para o modo negativo. Os
graficos de superficie resultantes das otimizagdes demonstram a qualidade e o grau

da otimizacao obtidos para as analises metabolémicas da LCG.
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Figura 15. Graficos de superficie de resposta para a otimizagao da etapa de detecgao de picos dos dados modo positivo da metabolomica de LCG.
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Figura 18. Graficos de superficie de resposta para a otimizagao da etapa de corregcido de tempo de retencao e agrupamento dos dados modo

positivo da metabolémica de LCG.
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Os dados dos modos positivo e negativo foram otimizados separadamente e
os scripts avaliados no XCMS quanto ao numero de molecular features gerados
(Tabela 4). Apesar do script utilizado na plataforma do XCMS online ser especifico
para qTOF Bruker, este nao é totalmente compativel com o modelo do instrumento
de analise de massa utilizado no presente trabalho. O script do XCMS online foi
selecionado a titulo de comparacdo com os scripts otimizados pelo IPO, e verificou-
se que uma consideravel quantidade de features foi gerada, mais precisamente

12464 e 1250 features, modo positivo e negativo, respectivamente.

O alto numero de features gerado pode estar relacionado a nao otimizagao
dos parametros de deteccéo de picos, além da auséncia de uma correta eliminagao
de ruidos, visto que o processo de parafinizagdo pode ocasionar perdas
consideraveis de diversas biomoléculas, inclusive de metabdlitos. Em contrapartida,
apods a otimizacido pelo IPO, os dois modos, além de mostrarem uma redugao do
numero de features, possuem a avaliagdo dos parametros de qualidade pelo grafico
de superficie (Figuras 15, 16, 17 e 18). A primeira otimizacao, realizada com os
valores default do IPO, baseou os valores dos parametros da segunda otimizacao,
que por sua vez foi selecionada como o protocolo mais adequado para as analises
no XCMS. A segunda otimizagdo apresentou o melhor desempenho no grafico de
superficie de resposta, tendo na maioria das comparacgdes entre os parametros as

tonalidades de vermelho, indicando que os valores s&o ideais para aqueles dados.
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Tabela 4. Parametros da otimizagao da anadlise de dados brutos do modo positivo e negativo

Modo Positivo

Modo Negativo

Parametros _ Néo . Otimizado Otimizado _ Néo . Otimizado  Otimizado
otimizado 1 2 otimizado 1 2
Detecgao de picos
min_peakwidht 5 225 22.6 10 17.152 14
max_peakwidth 20 68 62.5 60 125 155
ppm 10 31.15 31 10 59.75 455
mzdiff 0.01 -0.00071 0.0023 0.01 0.00075 0.002
prefilter 3 3 6 3 3 3.7
value_of_prefilter 100 568 420 100 100 800
snthresh 6 10 5.92 6 10 8.1
noise 0 1 100 0 126
Corregao do tempo de retengcado e agrupamento
gaplnit - 0.928 0.2 - 0.64 0.525
gapExtend - 2.04 2.3 - 1.92 1.91
profStep 1 0.657 0.8 1 0.52 0.59
bw 5 0.87 2 5 31.6 25
minfrac 0.5 0.7 0.7 0.5 0.54 0.94
mzwid 0.015 0.061 0.06 0.015 0.027 0.015
Resultados
Holecular 12464 1748 3615 1520 955 466

*A analise correspondente a coluna “nao otimizado” foi realizada com base nos parametros default para LC-

QTOF Bruker do XCMS online. # Numero de molecular features sem nenhum tratamento.
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A qualidade dos dados gerados foi avaliada por meio da verificagdo dos CQ.
A sobreposicdo dos cromatogramas dos CQs tanto no modo positivo quanto no
negativo (Figura 19) reflete a reprodutibilidade da analise e estabilidade do
instrumento durante toda a corrida, visto que os CQs sé&o injetados tanto no inicio,
quanto no meio e fim da corrida de todas as amostras (BROADHURST et al., 2018).
Os cromatogramas dos CQs apresentam uma sobreposi¢céo parcial, com um dos
CQs apresentando uma divergéncia do perfil cromatografico (Figura 19).
Interessantemente, este CQ divergente foi a primeira injecdo da corrida, e sabe-se
que as primeiras injecdes podem divergir devido a adequacdo da coluna as
condi¢cdes cromatograficas (BROADHURST et al., 2018).
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Figura 19. Sobreposi¢ao dos cromatogramas dos controles de qualidade dos dados modo
positivo e negativo da metabolémica de lesdo de células gigantes. Em amarelo CQ 1, em verde
CQ 2,em azul CQ 3 eemroxo CQ 4.

81



Apesar do CQ 1 ser a primeira injegdo da batelada de corridas no LC-MS e
apresentar um perfil que difere do restante dos CQs em ambos os modos, uma
analise de outliers demonstrou que nao se trata de um outlier, portanto o CQ 1 foi
mantido nas analises (Figura 20.A). A analise de outliers avalia por meio de
algoritmos a presengca de amostras que estdo fora do perfil total observado no
estudo. Essa avaliagado permite determinar se alguma anormalidade ocorreu durante
todo o processo de preparo de amostra e obtencdo do dado. A analise permitiu nao
s6 verificar os CQs, mas todas as amostras e nenhuma delas mostrou um perfil
discrepante, nao sendo considerado outlier (Figura 20.A). Uma analise de
componentes principais (PCA) evidenciou a reprodutibilidade das corridas dos CQs
e estabilidade do sistema analitico durante a analise de ambos os modos,

apresentando uma sobreposi¢cao das amostras de CQ (Figura 20.B).
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Figura 20. Avaliagdao da qualidade do dado gerado na plataforma de LC-MS. A. Analise de
outliers, considerando todas as amostras analisadas dos dois modos, positivo e negativo. As barras
verdes abaixo das linhas vermelha e amarela mostram que nenhuma amostra se comporta como

outlier. B. Andlise de PCA, considerando todas as amostras analisadas dos dois modos, positivo e

negativo. Em ambas as andlises as intensidades dos molecular features analisados foram

82



previamente transformadas em log, normalizadas pela mediana e centralizados pela média, além de

escalonadas por Pareto.

Apos todas as etapas de padronizagdo dos parametros de extragdo dos
metabdlitos, cromatografia, espectrometria e analise bruta dos dados, foi possivel a
utilizacdo de um protocolo adequado para as amostras parafinizadas. A
padronizagcdo permitiu a geragdo de dados de qualidade adequando-se os
processos da avaligdo metabolédmica as particularidades das amostras utilizadas no

estudo.

6.2.2 Metabolémica da lesao de células gigantes

Posteriormente a analise bruta dos dados, 1619 molecular features foram
detectados considerando os dois modos, sendo 1387 do modo positivo e 232 do
modo negativo. Prosseguiu-se com a avaliagédo estatistica multivariada e univariada
para diferenciar os grupos com mutag¢des nos genes FGFR1, KRAS, TRPV4 e o
grupo que nao apresenta mutagdes, denominado WT. A analise multivariada nao foi
capaz de distinguir os grupos. Comparacgdes de 2 a 2 grupos foram realizadas para
a construgao do modelo de PLS-DA, e nenhum dos modelos apresentou parametros
de qualidade satisfatérios (Figura 21). Apesar de os graficos de 2 dimensdes
apresentarem visivelmente a separagao dos grupos em todos os casos (Figura 21.A-
F), nenhum modelo apresentou um valor de Q2 valido e na grande maioria dos casos
o valor de predicdo foi negativo. (Figura 21.G). O fato de nenhum modelo
multivariado ser valido pode estar associado a similaridade das amostras utilizadas

no estudo e também ao pequeno tamanho amostral.
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Figura 21. Avaliagdo estatistica multivariada dos molecular features dos modos positivo e
negativo. A-F. Modelos de PLS-DA construidos de 2 a 2 para todos os grupos analisados. G. Valores
dos pardmetros de qualidade dos modelos de PLS-DA construidos de 2 a 3 para todos os grupos

analisados. * Valores de Q2 mesmo que positivos apresentaram overfiting dos dados.

Em concordancia com a analise multivariada, a univariada também
apresentou pouca diferenga entre os grupos. Como a estatistica univariada trabalha
com a deteccdo de diferengas caso a caso, essas discretas distingdes entre os
grupos foram evidenciadas, utilizando testes como teste T. Considerando os
molecular features que apresentaram valor de p<0,05 e fold change menor que -2 e

maior que 2 em escala logaritmica, um total de 56 molecular features diferiram entre
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0S grupos e prosseguiram para a etapa de identificagdo dos metabdlitos (Apéndice
2).

Nenhuma correcédo foi utilizada para os p valores, pois, considerando os
resultados, além dos grupos apresentarem um perfil bastante semelhante, diferindo
apenas em alguns metabdlitos, a metabolémica é bastante instavel quando
comparada a outras 6micas. Sabe-se que o metaboloma pode sofrer influéncias
tanto de outros niveis de informagao molecular, quanto de fatores ambientais, como
alimentagdo, microbiota, doengas de base, tabagismo, alcoolismo, uso de
medicamentos, dentre outros (BEGER, 2013). Portanto, neste caso, aplicar uma
corregao ao valor de p implicaria em uma reducado drastica da quantidade de
informacao obtida na analise. Para compensar a auséncia de correcao de p valor, foi
utilizado um filtro de fold change e posteriormente os dados foram correlacionados a

outros resultados obtidos no estudo.

Considerando a classificagdo Metabolomics Steards Initiative (MSI), 12
molecular features foram identificados como metabdlitos, sendo classificados como
nivel 2. Nao foi possivel chegar a uma identificagdo putativa mais especifica, ou
seja, de um metabdlito, em 45 molecular features, sendo assim classificados como
MSI 3 e 4 (classificagao bioquimica e identificagdo desconhecidas) (SUMNER et al.,
2007) (Tabela 5).

Dentre as classes bioquimicas, metabdlitos pertencentes as classes de acidos
graxos, acil graxos, lipideos preinos, glicerofosfolipideos, aminoacidos, esteroides e
derivados foram identificados e/ou classificados (Tabela 5). Em concordancia com
os dados protedmicos gerados com as mesmas amostras, a metaboldmica também
apresentou uma variedade de classes de compostos, corroborando ainda mais para
a viabilidade da utilizacdo de tecidos parafinizados para analises de proteinas e

metabolitos.
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Tabela 5. Identificagdo provavel dos molecular features diferenciais entre os grupos

KRAS FGFR FGFR TRPV4
x WT x WT x TRPV4 x WT
Formula Metabolitos putativos t Classe bioquimica p valor FC varl)or FC p valor FC p valor FC
C18H3405 9,10,13-TriHOME/9,12,13- Acils graxos 0.0036 2.03 0.0078 2.77 Ns - 0.0017 2.20
TriHOME

C24H3404 9'-Carboxi-alpha-tocotrienol Lipideos prenois 0.0002 2.52 Ns - Ns - 0.0145 2.64
C26H50NO9P POV-PE/ PS(20:1(112)/0:0) Glicerofosfolipideos Ns - Ns - Ns - 0.0190 -2.63
C30H56NO9P 1-(9Z-octadecenoyl)-2-(4- Glicerofosfolipideos Ns - 0.0246  3.58 Ns - Ns -

oxobutryl)-sn-glycero-3-
phosphocholine

C30H59012P PI (21:0/0:0) Glicerofosfolipideos Ns - 0.0253 3.21 Ns - Ns -
C18H20N203 Phenylalanylphenylalanine Aminoacidos 0.0147 219 0.0088 3.26 Ns - Ns -

C18H3404 18-hydroxy-9R,10S-epoxy- Acidos graxos Ns - Ns - 0.0227 -5.44 Ns -

stearic acid

C28H4004 13'-Carboxy-gamma-tocotrienol Lipideo prenol 0.0039 -2.83 Ns - Ns - 0.0180 -2.59

C26H43NO6 Glycocholic Acid Esteroides e Ns - Ns - Ns - 0.0289 -2.18
derivados
C27H4405S (6RS,24R)-24,25- Lipideos esterois Ns - Ns - 0.0101 3.22 0.0038 -3.42
dihydroxyvitamin D3 6,19-sulfur
dioxide adduct
C27H4605S 26-hidroxicolesterol 3-sulfate Esteroides e Ns - Ns - 0.0115 292 0.0334 -2.73
derivados
C28H4909P PG(22:4(72,102,132,16Z)/0:0) Glicerofosfolipideos Ns - Ns - 0.0204 2.63 Ns -

1: A comparacao entre os grupos KRAS e FGFR1, e KRAS e TRPV4 ndo apresentaram metabdlitos estatisticamente significativos. FC:

foldchange; Ns: N&o significativo
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As amostras com mutagées nos genes KRAS e FGFR1 nao apresentaram
nenhuma diferenca significativa entre elas. Por outro lado, a maior parte dos
molecular features diferenciais foram observados em comparagdo ao grupo com
auséncia de mutagdo, WT. A similaridade entre os grupos KRAS e FGFR1 pode
indicar que as mutagbes encontradas nesses genes na LCG compartilham

processos moleculares semelhantes.

Dentre os sinais que diferenciaram entre os grupos, uma parcela pequena
pbde ser identificada, correspondendo a aproximadamente 21% do molecular
features significativos. A baixa quantidade de identificagdes observada pode estar
relacionada a falta de conhecimento dos efeitos da fixagdo e parafinizagdo nos
metabdlitos. Os efeitos dos processos que ocorrem na técnica de fixagao de tecidos
por formalina sdo bastante conhecidos na protebmica, como a oxidacdo de
metionina, metilagdo de lisina, hidroximetil com alguns aminoacidos, mas até o
momento nenhum estudo abordou essas ou a formacdo de outros adutos na
metabolédmica (MAGDELDIN; YAMAMOTO, 2012; BROECKX et al., 2016; BAYER et
al., 2019; COSCIA et al., 2020). Portanto, mais estudos metabolédmicos utilizando
amostras parafinizadas sdo necessarios para melhor compreender e identificar as

alteragdes causadas pelo processo de fixagao e parafinizagao de tecidos.

Diversas vias e metabdlitos tém sido relacionados a osteoclastogénese e
metabolismo 0sseo, como a via de vitamina D3 (CHRISTAKOS et al., 2010;
TAKAHASHI; UDAGAWA; SUDA, 2014). A vitamina D3, obtida da alimentagao e da
producdo pela pele a partir de 7-dehidrocolesterol pela irradiagao ultravioleta,
desempenha um importante papel na reabsorcdo dssea por osteoclastos, atuando
na estimulagdo da diferenciagcdo dessas células (CHRISTAKOS et al., 2010;
TAKAHASHI; UDAGAWA; SUDA, 2014). A redugao de um metabdlito pertencente a
classe da vitamina D3, (6RS,24R)-24,25-dihydroxyvitamin D3 6,19-sulfur dioxide
adduct, foi observada no grupo TRPV4 quando comparado ao WT e FGFR1. Diante
do papel da vitamina D3 e do TRPV4 na diferenciacdo celular sugere-se que o

metabolismo desta vitamina pode sofrer influéncia da mutacédo no gene TRPVA4.

Os produtos da metabolizacgo do acido linoleico, 9,12,13-
trinidroxioctadecendico  (9,12,13-TriHOME) e  9,10,13-trihidroxioctadecendico

(9,10,13-TriHOME) sao considerados importantes mediadores inflamatérios e foram
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correlacionados a sintomas inflamatérios do sistema respiratério apds a exposicao a
um alergénico (NORDING et al., 2010). Na LCG essas moléculas foram detectadas
aumentadas nas amostras mutadas em comparacao ao grupo WT. Tal fato sugere
uma relacdo das mutagdes nos genes TRPV4, KRAS e FGFR1 na modulagdo da
resposta inflamatéria em LCG, mas sao necessarios estudos que comprovem a

hipotese.

6.3 Analise 6mica integrativa

A integracédo de dados 6micos permite maior cobertura das alteragées de um
determinado sistema biolégico, pois avalia diversas biomoléculas de diferentes
camadas moleculares (HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017; SUN; HU, 2017). Diante
disso, realizamos uma analise integrativa de dados gendmicos previamente obtidos,

e dos dados gerados neste trabalho (Figura 22).

No que concerne a sinalizagao celular, uma grande quantidade de vias foi
enriquecida em todos os grupos. A sinalizagdo celular possui um importante papel
biolégico de controle da atividade de diversos processos celulares como,
diferenciagao celular, arquitetura de tecidos, proliferacdo celular, apoptose,
expressao génica, entre outros (DOWNWARD, 2003). A ativagao da via de MAPK foi
descrita na LCG com associagcdo as mutagdes nos genes TRPV4, KRAS e FGFR1
(GOMES et al., 2018). Além da via de MAPK, outras vias relacionadas a sinalizagao
celular como PI3K, AKT, mTOR, p38 foram observadas em todos os grupos no
estudo protedmico, além da proteina S1007, o que sugere a participagado dessas
vias na patogénese da lesdo. No entanto, mais estudos sdo necessarios para validar

esses achados.

Moléculas envolvidas em processos apoptéticos como as proteinas, Bcl-2,
Bax e caspase-3 e o gene pro-apoptético WWOX, ja foram descritas como
aumentadas tanto a em abundéncia como em expressdo nas células gigante
multinucleadas da LCG (AMARAL et al., 2011 e 2013). No presente trabalho foram
identificadas outras moléculas e vias metabdlicas envolvidas com a apoptose, até
entdo ndo descritas na lesdo de células gigantes, como as vias intrinsecas da

apoptose, TNFalpha e caspases, dentre outras descritas no Apéndice 1.
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Diferenciacéo celular € um foco importante de estudo no contexto da LCG.
Diversos estudos caracterizam as células gigantes multinucleadas da LCG como
osteoclastos-like, devido a positividade de marcadores de osteoclastogénese como,
CD11c, RANK, OPG, NFAT1c, V-ATPase, TRAP, correlacionando a existéncia
dessas células a uma possivel diferenciagao celular (FLANAGAN et al., 1988; LIU;
YU; LI, 2003; TOBON-ARROYAVE et al., 2005 DUARTE et al., 2011). No presente
estudo, identificaram-se vias como EGF, EGFR1 e reguladores de transicdo de
epitélio mesenquimal (TEM), uma proteina fosforilada (OSTF1) ligada a
diferenciacao de osteoclastos, e o metabdlito da classe da vitamina D3 ((6RS,24R)-
24,25-dihydroxyvitamin D3 6,19-sulfur dioxide adduct). Esses achados adicionam
mais informacdes acerca da hipétese de diferenciacéo celular na LCG, contribuindo

para o entendimento da patogénese da lesao.

Vias relacionadas a arquitetura de tecidos foram mais observadas no grupo
com mutagdes em TRVP4, como vias do colageno e matriz extracelular (MEC). O
canal de calcio possui um papel importante na remodelagago da MEC (JI;
MCCULLOCH, 2020). Moléculas relacionadas a arquitetura de tecidos, como
fibronectina e tenascina, foram previamente descritas na LCG (ARAGAO et al.,
2007). Diante da relacdo da mutagdao em TRPV4 com esse processo, € os achados
do presente estudo, mais investigagbes sdo recomendadas para aprofundar o

conhecimento acerca da influéncia da mutagao na arquitetura celular.
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Figura 22. Andlise integrativa dos achados moleculares em lesdo de células gigantes dos
maxilares. A analise foi realizada utilizando os dados gerados no trabalho e os dados da literatura. *
Amaral et al., 2011; 2 Amaral et al., 2013; 2 Liu et al., 2003; 4 Duarte et al., 2011; 5 Tobdn- Arroyave et
al., 2005; ® Aragéo et al., 2007. TEM: Transigdo de epitélio mesenquimal.

Contudo, as alteracbes observadas no metaboloma, proteoma e
fosfoproteoma precisam de um maior aprofundamento para melhor compreensao do
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seu papel na patogénese de LCG dos maxilares. Para isso, validagdes e outras
analises que confirmem a ativagdo ou participagdo dos processos sugeridos s&o
necessarias. Considerar a utilizagado de culturas celulares e modelos animais como
ja vem sendo utilizado no contexto de lesbdes orais (PEREIRA et al., 2019 e 2020),
pode também auxiliar a compreensao do papel desses processos, possibilitando a

validacao dos achados.
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7 CONCLUSOES

Poucas diferengcas foram observadas entre os grupos, sugerindo uma semelhanca
metabdlica relacionada ao status mutacional, demonstrado em nivel de proteina,

fosfopeptideos e metabdlitos.

Vias metabdlicas relacionadas a apoptose, sinalizagdo celular, expressdo génica,
diferenciagao celular, atividade eritrocitica apresentaram alteragcbes em todos os

grupos.

As amostras mutadas em KRAS e FGFR1 apresentam perfis protebmico e

metabolémico semelhantes.

Amostras mutadas no gene TRPV4 mostraram uma maior quantidade de vias

alteradas relacionadas a arquitetura tecidual.

Amostras com auséncia de mutagao nos genes KRAS, TRPV4 e FGFR1 mostraram

uma maior quantidade de vias alteradas relacionadas ao metabolismo de proteina.

Contudo, as alteracbes observadas no metaboloma, proteoma e fosfoproteoma
necessitam de mais estudos para melhor compreender o papel desses achados na

patogénese de lesao.
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APENDICES

Apéndice 1. Vias enriquecidas relacionadas ao status mutacional

Tabela 1. Vias enriquecidas relacionada ao grupo FGFR1

FGFR1
q-value
Classificagao Via enriquecida p-valor (FBI?_E:
method)
Apoptose Activation of BAD e translocation to 2.68E-07 4.13E-05
mitochondria
Apoptose Activation of BH3-only proteins 3.14E-06 1.38E-04
Apoptose APOPTOSE 9.57E-05 9.83E-04
Apoptose CASPASES 2.01E-05 3.45E-04
Apoptose DEATH RECEPTOR 1.54E-04 1.35E-03
Apoptose Expanded Apoptosis 4.12E-04 2.49E-03
Apoptose Fas 2.45E-06 1.51E-04
Apoptose Intrinsic Pathway for Apoptosis 1.69E-05 3.25E-04
Apoptose MITOCHONDRIA OXIDATIVE STRESS 1.09E-05 2.40E-04
Apoptose MOMP REGULATION 7.50E-04 4.13E-03
Apoptose Programmed Cell Death 2.95E-04 2.21E-03
Apoptose RCD GENES 4.20E-04 2.49E-03
Apoptose TNFalpha 2.20E-03 1.04E-02
Ciclo celular Cell cyle 3.18E-04 2.33E-03
Ciclo celular Cell cycle Checkpoints 3.89E-03 1.69E-02
Ciclo celular Chk1/Chk2(Cds1) mediated inactivation of 2.68E-07 4.13E-05
Cyclin B:Cdk1 complex

Ciclo celular Class | PI3K signaling events mediated by Akt ~ 7.85E-06 2.20E-04
Ciclo celular G2 M CHECKPOINT 8.34E-04 4.43E-03
Ciclo celular G2/M Checkpoints 1.59E-04 1.36E-03
Ciclo celular G2/M DNA damage checkpoint 8.19E-05 1.01E-03
Diferenciagao celular EGF 3.95E-06 1.52E-04
Diferenciagao celular EGFR1 1.40E-02 4.73E-02
Diferenciagao celular EMT REGULATORS 3.35E-04 2.35E-03
Sinalizagao abb1 e abb4 Integrin signaling 1.69E-05 3.25E-04

celular/Arquitetura de

tecido
Sinalizagao celular Collecting duct acid secretion 4.25E-04 2.47E-03
Sinalizagao celular EGF receptor signaling 2.80E-04 2.16E-03
Sinalizagao celular EGFR signaling for RTKC 3.99E-04 2.46E-03
Sinalizagao celular ErbB1 downstream signaling 2.20E-04 1.79E-03
Sinalizagao celular FGF 5.62E-05 7.52E-04
Sinalizagao celular FGF signaling 2.08E-04 1.73E-03
Sinalizagao celular FoxO family signaling 2.19E-05 3.55E-04
Sinalizagao celular HEDGEHOG 3.31E-03  1.48E-02
Sinalizagao celular Hippo signaling 1.30E-02 4.59E-02
Sinalizagao celular LKB1 signaling events 1.47E-05 3.02E-04
Sinalizagao celular Macrophage Map Update ver2 re 6.85E-03 2.77E-02
Sinalizagao celular mTOR signaling 4.90E-05 6.86E-04
Sinalizagao celular NOTCH4 Activation e Transmission of Signal to  2.30E-03  1.07E-02
the Nucleus

Sinalizagao celular p38 signaling mediated by MAPKAP kinases 6.67E-09 2.05E-06
Sinalizagao celular PDGFR-beta signaling 3.75E-04 2.41E-03
Sinalizagao celular phospholipase c delta in phospholipid 4.59E-03 1.88E-02

associated cell signalling
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Sinalizagao celular PISBK AKT MTOR 4.32E-03 1.80E-02
Sinalizagao celular PI3K-Akt signaling 6.94E-03 2.78E-02
Sinalizagao celular Regulation of nuclear beta catenin signalinge  9.55E-05 1.01E-03
target gene transcription
Sinalizagao celular RHO GTPase Effectors 3.58E-04 2.40E-03
Sinalizagao celular RHO GTPases activate PKNs 1.18E-04 1.11E-03
Sinalizagao celular Signaling by Rho GTPases 1.32E-03 6.68E-03
Sinalizagao celular Trk receptor signaling mediated by PI3K e 8.56E-06 2.03E-04
PLC-gamma
Sinalizagao celular WNT NON CANONICAL 1.01E-03 5.27E-03
Sinalizagao celular e Role of Calcineurin-dependent NFAT signaling  3.10E-05 4.78E-04
Sistema imune in lymphocytes
Sinalizagao celular e Alpha9 beta1 integrin signaling events 3.64E-04 2.38E-03
Arquitetura de tecido
Atividade de eritrocitica  Erythrocytes take up carbon dioxide e release  9.53E-05 1.09E-03
oxygen
Atividade de eritrocitica  Erythrocytes take up g)?ygen e release carbon  4.41E-05 6.47E-04
dioxide
Atividade de eritrocitica 02/C0O2 exchange in erythrocytes 9.53E-05 1.09E-03
Expresséo génica FOXO-mediated transcription 7.85E-06 2.20E-04
Expresséo génica Genes targeted by miRNAs in adipocytes 1.48E-02 4.97E-02
Expresséo génica Regulation of localization of FOXO transcription  2.68E-07 4.13E-05
factors
Expresséo génica TP53 Regulates Metabolic Genes 1.07E-04 1.03E-03
Expresséo génica Transcriptional Regulation by TP53 7.39E-03 2.92E-02
Sistema imune e Toll-Like receptor signaling network 3.93E-04 2.47E-03
Sinalizagao celular
Metabolismo de insulin 8.86E-05 1.05E-03
carboidrato
Metabolismo de insulin Mam 1.03E-04 1.02E-03
carboidrato
Metabolismo de Insulin-mediated glucose transport 4.40E-06 1.51E-04
carboidrato
Metabolismo de Regulation of MRNA stability by proteins that 3.97E-03 1.68E-02
proteina bind AU-rich elements
Outros adipocyte v2 1 9.01E-03 3.51E-02
Outros Bicarbonate transporters 1.14E-02 4.35E-02
Outros Calcium Regulation in the Cardiac Cell 5.99E-04 3.42E-03
Outros Defective SLC4A1 causes hereditary 1.15E-03 5.90E-03
spherocytosis type 4 (HSP4), distal renal
tubular acidosis (dRTA) e dRTA with hemolytic
anemia (dRTA-HA)
Outros Gastric acid secretion 3.26E-03 1.47E-02
Outros Hepatitis B 1.15E-02 4.33E-02
Outros Hepatitis C 1.33E-02 4.65E-02
Outros hepatocyte v2 9 1.11E-02 4.28E-02
Outros Myometrial Relaxation e Contraction 6.72E-04 3.76E-03
Outros Oocyte meiosis 3.33E-04 2.39E-03
Outros Parkinson disease 1.23E-04 1.11E-03
Outros Pathogenic Escherichia coli infection 1.77E-03 8.63E-03
Outros Pertussis 3.34E-03 1.47E-02
Outros Reversible hydration of carbon dioxide 1.37E-02 4.69E-02
Outros SENESCENCE 2.60E-06 1.33E-04
Outros Skeletal muscle v2 9 1.29E-02 4.60E-02
Outros STARVATION AUTOPHAGY 7.50E-04 4.13E-03
Outros Sudden Infant Death Syndrome (SIDS) 1.36E-02 4.71E-02
Susceptibility
Outros Triglyceride catabolism 1.48E-02 4.97E-02
Atividade plaquetaria e GP1b-IX-V activation signalling 1.26E-02 4.55E-02
Sinalizagao celular
Arquitetura de tecido Alpha6Beta4Integrin 6.41E-05 8.22E-04
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Arquitetura de tecido Beta1 integrin cell surface interactions 2.53E-03 1.16E-02
Arquitetura de tecido CYTOSKELETON POLARITY 1.20E-02 4.45E-02
Arquitetura de tecido Regulation of actin cytoskeleton 1.66E-03 8.25E-03
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Tabela 2. Vias enriquecidas relacionada ao grupo KRAS

KRAS
g-value
Classification Gene \ Pathway p-value (FDR: BH-
method)
Apoptose Activation of BAD e trqnslocation to 7 78E-08 1 56E-05
mitochondria
Apoptose Activation of BH3-only proteins 2.26E-06 1.52E-04
Apoptose Apoptosis 6.97E-04 8.08E-03
Apoptose CASPASES 1.65E-05 5.23E-04
Apoptose DEATH RECEPTOR 3.35E-05 7.76E-04
Apoptose Expanded Apoptosis 2.04E-03 1.68E-02
Apoptose Fas 1.62E-06 1.39E-04
Apoptose Intrinsic Pathway for Apoptosis 2.14E-05 5.62E-04
Apoptose MITOCHOQ_IE_)RRIIEAS§XIDATIVE 1.20E-05 4.53E-04
Apoptose MOMP REGULATION 2.99E-04 4.00E-03
Apoptose Programmed Cell Death 8.78E-04 9.46E-03
Apoptose RCD GENES 1.18E-04 2.16E-03
Apoptose STARVATION AUTOPHAGY 2.84E-03 2.06E-02
Apoptose TNFalpha 2.03E-04 3.22E-03
Ciclo celular Cell cycle 9.65E-04 9.87E-03
. Chk1/Chk2(Cds1) mediated
Ciclo celular inactivation of C§/clin E?:Cdk1 complex 7.78E-08 1.56E-05
Ciclo celular G2/M Checkpoints 4.00E-04 5.25E-03
Ciclo celular G2/M DNA damage checkpoint 1.70E-04 3.01E-03
Ciclo celular Cell cycle Checkpoints 3.91E-03 2.48E-02
Diferenciagao celular EGF 3.08E-06 1.86E-04
Diferenciagao celular EGFR1 4.75E-06 2.61E-04
Sinalizagéo celular Macrophage Map Update ver2 re 8.58E-04 9.40E-03
Sinalizacao celular e
metabolismo de Glucagon signaling 6.37E-03 3.46E-02
carboidrato
i'rgi'l'tfjﬁf‘;(fs't‘gggg abb1 e abb4 Integrin signaling 2.14E-05 5.62E-04
Sinalizagéo celular Class 'mpégi’;tse'gf;“giteve“ts 7.73E-06  3.59E-04
Sinalizagéo celular EGF receptor signaling 8.23E-04 9.20E-03
Sinalizagéo celular EGFR signaling for RTKC 1.10E-03 1.04E-02
Sinalizagédo celular ErbB1 downstream signaling 4.16E-05 9.28E-04
Sinalizagao celular FGF 1.04E-04 2.02E-03
Sinalizagéo celular FGF signaling 5.64E-04 6.80E-03
Sinalizagéo celular FoxO family signaling 3.01E-05 7.27E-04
Gene e protein expression by JAK-
Sinalizagdo celular STAT signaling after Interleukin-12 8.55E-03 4.33E-02
stimulation
Sinalizagdo celular LKB1 signaling events 1.78E-05 4.89E-04
Sinalizagdo celular mTOR signaling 8.68E-05 1.74E-03
Sinalizagdo celular ~ NOTCH4 Activation and Transmission 7 34F 3 3 99E.02
of Signal to the Nucleus
Sinalizagdo celular p38 MAPK signaling 5.04E-03 2.95E-02
Sinalizacgo celular P38 signaling Eﬁggzd by MAPKAP 4 05E-08  6.36E-06
Sinalizagdo celular PDGFR-beta signaling 1.19E-03 1.09E-02
Sinalizagao celular Regulation of nuclear beta catenin —— , \7p 04 32003
signaling e target gene transcription
Sinalizagao celular RHO GTPase Effectors 9.50E-04 1.00E-02
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Sinalizagao celular
Sinalizagao celular

Sinalizagao celular

Sinalizagao celular
Sinalizagao celular
Sinalizagao celular

Sinalizagédo celular e

Apoptose

Sinalizagédo celular e

Sistema imune

Atividade eritrocitica

Atividade eritrocitica

Atividade eritrocitica
Expresséo génica
Expresséo génica

Expresséo génica

Expresséo génica
Expresséo génica
Sistema imune
Sistema imune
Sistema imune
Sistema imune e
Sinalizagéo celular
Sistema imune e
Sinalizagao celular
Sistema imune e
Sinalizagao celular
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato

Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina

Metabolismo de RNA

Metabolismo de RNA

Metabolismo de RNA

QOutros

RHO GTPases activate PKNs
Signaling by Rho GTPases
Trk receptor signaling mediated by
PI3K e PLC-gamma
VEGFA-VEGFR2 Signaling
WNT NON CANONICAL
HEDGEHOG
Hippo-Yap signaling
Role of Calcineurin-dependent NFAT
signaling in lymphocytes
Erythrocytes take up carbon dioxide e
release oxygen
Erythrocytes take up oxygen e
release carbon dioxide
02/CO2 exchange in erythrocytes
FOXO-mediated transcription
Nonsense-Mediated Decay (NMD)
Regulation of localization of FOXO
transcription factors
TP53 Regulates Metabolic Genes
Transcriptional Regulation by TP53
Immune system
Innate immune system
Neutrophil degranulation

IL3-mediated signaling events
TCR
Toll-Like receptor signaling network
beta cell v2 3
gluconeogenesis
glycolysis

insulin

insulin Mam

Insulin-mediated glucose transport

Cap-dependent Translation Initiation
Cytoplasmic Ribosomal Proteins
Eukaryotic Translation Initiation
Formation of a pool of free 40S

subunits

GTP hydrolysis e joining of the 60S

ribosomal subunit

L13a-mediated translational silencing

of Ceruloplasmin expression
SRP-dependent cotranslational
protein targeting to membrane
Metabolism of RNA
Nonsense Mediated Decay (NMD)
enhanced by the Exon Junction
Complex (EJC)
Regulation of mRNA stability by
proteins that bind AU-rich elements
adipocyte v2 1

2.73E-04
5.41E-03

8.68E-06

2.12E-04
3.80E-03
4.37E-04

3.19E-03

1.64E-06

1.01E-03

4.68E-04

1.01E-03
7.73E-06
8.63E-03

7.78E-08

1.27E-05
1.94E-03
1.75E-04
1.10E-04
1.01E-07

4.38E-03

1.91E-03

1.32E-03

2.06E-03

3.76E-03

3.47E-03

1.88E-04

2.28E-04

6.02E-08

9.47E-03
4.11E-03
9.47E-03

6.03E-03

8.02E-03

7.83E-03

4.80E-03
8.26E-03

8.63E-03

3.48E-03
2.79E-03

3.83E-03
3.08E-02

3.49E-04

3.20E-03
2.44E-02
5.61E-03

2.29E-02

1.24E-04

9.94E-03

5.88E-03

9.94E-03
3.59E-04
4.30E-02

1.56E-05

4.50E-04
1.65E-02
3.02E-03
2.07E-03
1.01E-05

2.67E-02

1.64E-02

1.18E-02

1.68E-02

2.44E-02

2.43E-02

3.14E-03

3.35E-03

1.81E-05

4.57E-02
2.55E-02
4.57E-02

3.34E-02

4.14E-02

4.07E-02

2.84E-02
4.22E-02

4.30E-02

2.41E-02
2.05E-02
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Outros
Outros

Outros

Outros

Outros

Outros
Outros
Outros

Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros

Outros

Qutros
Qutros
Qutros
Qutros

Outros

Outros

Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros
Qutros

Outros

Outros
Outros
Outros
Outros
Atividade plaquetaria
Arquitetura de tecido

APOBEC3G mediated resistance to
HIV-1 infection
Assembly of Viral Components at the
Budding Site
Calcium Regulation in the Cardiac
Cell
Collecting duct acid secretion
Defective SLC4A1 causes hereditary
spherocytosis type 4 (HSP4), distal
renal tubular acidosis (dRTA) e dRTA
with hemolytic anemia (dRTA-HA)
Detoxification of Reactive Oxygen
Species
Disease
downregulated of mta-3 in er-negative
breast tumors
Early Phase of HIV Life Cycle
Fluid shear stress e atherosclerosis
Gastric acid secretion
Hemostasis
hepatocyte v2 9
Human cytomegalovirus infection
Human immunodeficiency virus 1
infection
Infectious disease
Influenza Infection
Influenza Life Cycle
Integration of provirus
Lissencephaly gene (LIS1) in
neuronal migration e development
Metal sequestration by antimicrobial
proteins
Minus-stre DNA synthesis
Myometrial Relaxation e Contraction
Oocyte meiosis
Parkinson disease
Pertussis
Phototransduction
Plus-stre DNA synthesis
Prolactin
Prolactin Signaling
Prostaglandin Synthesis e Regulation
Reverse Transcription of HIV RNA
SENESCENCE
Skeletal muscle v2 9
Sudden Infant Death Syndrome
(SIDS) Susceptibility
Uncoating of the HIV Virion
Viral carcinogenesis
Viral mRNA Translation
Virus Assembly e Release
Platelet degranulation
Alpha6Beta4Integrin

7.90E-05

7.34E-03

1.65E-05
4.38E-03

3.68E-03

6.12E-03
8.59E-03
2.66E-03

1.17E-03
1.62E-03
2.61E-03
8.68E-03
4.08E-03
9.23E-03

1.00E-03

9.50E-04
2.31E-03
1.75E-03
4.68E-04

5.75E-03

1.97E-04

3.68E-03
2.50E-04
8.14E-05
2.86E-04
2.71E-03
4.70E-03
3.68E-03
1.97E-03
2.71E-03
5.93E-04
3.68E-03
1.78E-05
5.29E-03

2.59E-03

3.68E-03
8.22E-04
4.24E-03
7.34E-03
9.91E-03
2.15E-03

1.70E-03

3.92E-02

5.23E-04
2.67E-02

2.52E-02

3.35E-02
4.32E-02
2.03E-02

1.09E-02
1.44E-02
2.02E-02
4.26E-02
2.56E-02
4.49E-02

1.01E-02

1.00E-02
1.83E-02
1.53E-02
5.88E-03

3.21E-02

3.20E-03

2.52E-02
3.60E-03
1.69E-03
3.92E-03
2.05E-02
2.81E-02
2.52E-02
1.65E-02
2.05E-02
7.01E-03
2.52E-02
5.12E-04
3.04E-02

2.03E-02

2.52E-02
9.35E-03
2.61E-02
3.92E-02
4.70E-02
1.73E-02
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Tabela 3. Vias enriquecidas relacionada ao grupo TRPV4

TRPV4
g-value
Classificagao Via enriquecida p-valor (FDR: BH-
method)
Apoptose Activation of BAD e tra_nslocation to 2 39E-05 1 44E-03
mitochondria
Apoptose Activation of BH3-only proteins 2.69E-04 5.53E-03
Apoptose APOPTOSE 1.20E-05 8.52E-04
Apoptose CASPASES 8.67E-05 2.60E-03
Apoptose DEATH RECEPTOR 2.18E-04 4.72E-03
Apoptose Expeed Apoptose 1.63E-04 4.11E-03
Apoptose Fas 2.11E-04 4.85E-03
Apoptose Intrinsic Pathway for Apoptose 1.38E-03 1.70E-02
Apoptose MITOCHONDRIA OXIDATIVE STRESS 9.04E-04 1.31E-02
Apoptose MOMP REGULATION 1.14E-03 1.56E-02
Ciclo celular G2 M CHECKPOINT 6.12E-03 4.73E-02
Ciclo celular Chk1/Chk2(CQS1 )Imedlated inactivation 2 39E-05 1 44E-03
of Cyclin B:Cdk1 complex
Diferenciacao celular EGF 3.37E-04 6.58E-03
Diferenciacao celular EGFR1 6.69E-05 2.27E-03
Diferenciacao celular EMT REGULATORS 1.83E-03 2.07E-02
Diferenciacdo celular ~ FIBROBLAST ACTIVATION MARKERS 4.24E-03 4.14E-02
Sinalizagéo celular ~ C13sS I PI3K S'gnbe;/"g?(te"e”ts mediated 6 57E.04  1.07E-02
Sinalizacgao celular FGF 4.30E-03 4.15E-02
Sinalizacgao celular FoxO family signaling 1.76E-03 2.08E-02
Sinalizacgo celular ~ CENe € protein expression by JAK-STAT 5 \or o5 4 57E.03
signaling after Interleukin-12 stimulation
Sinalizagao celular HEDGEHOG 2.03E-03 2.26E-02
Sinalizagao celular LKB1 signaling events 5.61E-05 2.09E-03
Sinalizagao celular mTOR signaling 3.78E-03 3.78E-02
Sinalizago celular p38 signaling mediated by MAPKAP 295E-06  2.88E-04
kinases
Sinalizagao celular | notodynamic therapy-induced NFE2L2 5 goe 3 4 70E-02
(NRF2) survival signaling
Sinalizagao celular PI13K-Akt signaling 1.62E-03 1.94E-02
Sinalizagao celular RHO GTPase Effectors 8.18E-04 1.23E-02
Sinalizacgo celular RHO GTPases Activate NADPH 6.09E-03  4.75E-02
Oxidases
Sinalizagao celular Signaling by Rho GTPases 5.78E-03 4.65E-02
Sinalizagdo celular 'K receptor signaling mediated by PISK 7 10 04 4 12E-02
e PLC-gamma
Sinalizago celular VEGFRS signaling in lymphatic 6.60E-03  4.95E-02
endothelium
Sinalizagao celular e . . .
Apoptose Hippo-Yap signaling 5.60E-03 4.70E-02
Slna!lzagao_celular e Role of.CaIcllneL_Jrln-dependent NFAT 2 46E-03 2 66E-02
Sistema imune signaling in lymphocytes
Sinalizagdo celular e a6b1 e abb4 Integrin signaling 138E-03  1.70E-02
arquitetura de tecido
Sinalizagao celular e . o .
arquitetura de tecido Alpha4 beta1 integrin signaling events 6.03E-04 1.00E-02
Atividade eritrocitica ~ Crvihrocytes take up carbondioxide e 4 7gr g3 5 0gE-02
release oxygen
Atividade eritrocitica ~ Crvirocytes take up oxygen erelease g 3or g4 4 23p.02
carbon dioxide
Atividade eritrocitica 02/C0O2 exchange in erythrocytes 1.78E-03 2.08E-02
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Expressao génica
Expressao génica

Expressao génica

Sistema imune
Sistema imune
Sistema imune
Sistema imune
Sistema imune
Sistema imune e
Sinalizagao celular
Sistema imune e
Sinalizagao celular
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
proteina
Outros
Outros

Outros

Outros

Outros
Outros
Outros

Outros

Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Outros
Atividade plaquetaria
Atividade plaquetaria

Atividade plaquetaria
Atividade plaquetaria
Atividade plaquetaria
Atividade plaquetaria

Atividade plaquetaria
e Sinalizagao celular
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido

Arquitetura de tecido

Direct p53 effectors
FOXO-mediated transcription
Regulation of localization of FOXO
transcription factors
Sistema imune
Inflammatory Response
Innate Sistema imune
Neutrophil degranulation
Regulation of TLR by endogenous lige

Interleukin-12 family signaling
Interleukin-12 signaling
insulin
Insulin-mediated glucose transport

Protein digestion e absorption

adenine e adenosine salvage ||
Bile secretion
Defective SLC4A1 causes hereditary
spherocytosis type 4 (HSP4), distal renal
tubular acidosis (dRTA) e dRTA with
hemolytic anemia (dRTA-HA)
downregulated of mta-3 in er-negative
breast tumors
Gastric acid secretion
Hemostasis
intrinsic prothrombin activation
Metal sequestration by antimicrobial
proteins
Minus-stre DNA synthesis
NECROPTOSIS
Plus-stre DNA synthesis
Prolactin
Prolactin Signaling
Proximal tubule bicarbonate reclamation
regulators of bone mineralization
Reverse Transcription of HIV RNA
SENESCENCE
STARVATION AUTOPHAGY
Uncoating of the HIV Virion
Vitamin D Receptor
Calcium Regulation in the Cardiac Cell
Platelet activation
Platelet activation, signaling e
aggregation
Platelet Adhesion to exposed collagen
Platelet Aggregation (Plug Formation)
Platelet degranulation

Response to elevated platelet cytosolic
Ca2+

GP1b-IX-V activation signalling

Alpha6Beta4Integrin
Anchoring fibril formation

Assembly of collagen fibrils e other
multimeric structures

Beta1 integrin cell surface interactions

5.01E-03
6.57E-04

2.39E-05

1.22E-03
4.15E-04
5.34E-05
2.80E-06
1.03E-04

1.70E-04

7.99E-05

6.57E-03

3.74E-04

7.69E-05

4.90E-03
5.06E-03

4.90E-03

4.68E-03

5.90E-03
1.16E-05
5.60E-03

3.50E-04

4.90E-03
2.12E-03
4.90E-03
4.48E-03
6.12E-03
5.60E-03
1.26E-03
4.90E-03
9.37E-04
1.14E-03
4.90E-03
2.66E-04
6.09E-03
2.99E-03

2.12E-04

1.26E-03
7.14E-04
2.90E-03

3.36E-03

1.80E-05

4.86E-03
4.90E-05

2.08E-04
7.87E-07

4.30E-02
1.07E-02

1.44E-03

1.59E-02
7.20E-03
2.09E-03
3.64E-04
2.87E-03

4.16E-03

2.49E-03

4.99E-02

6.96E-03

2.50E-03

4.50E-02
4.30E-02

4.50E-02

4.40E-02

4.70E-02
9.04E-04
4.70E-02

6.67E-03

4.50E-02
2.33E-02
4.50E-02
4.27E-02
4.73E-02
4.70E-02
1.62E-02
4.50E-02
1.33E-02
1.56E-02
4.50E-02
5.62E-03
4.80E-02
3.11E-02

4.74E-03

1.62E-02
1.12E-02
3.06E-02

3.45E-02

1.17E-03

4.52E-02
2.01E-03

4.93E-03
1.23E-04
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Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido

Arquitetura de tecido

Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido
Arquitetura de tecido

Arquitetura de tecido

Betad integrin cell surface interactions
CELL MATRIX ADHESIONS
Cell surface interactions at the vascular
wall
Collagen biosynthesis e modifying
enzymes
Collagen chain trimerization
Collagen degradation
Collagen formation
Crosslinking of collagen fibrils
Degradation of the extracellular matrix
ECM
ECM proteoglycans
ECM-receptor interaction
Extracellular matrix organization
Focal adhesion
Integrin
Integrin cell surface interactions
miRNA targets in ECM e membrane
receptors
Non-integrin membrane-ECM interactions

6.65E-08
2.58E-03

3.78E-03

3.19E-04

6.15E-05
5.25E-06
9.37E-04
8.69E-05
1.16E-07
3.45E-03
1.10E-04
2.85E-06
8.80E-08
3.96E-04
3.10E-05
1.16E-07

1.62E-04
3.42E-05

5.19E-05
2.76E-02

3.78E-02

6.39E-03

2.18E-03
4.55E-04
1.33E-02
2.51E-03
3.01E-05
3.50E-02
2.97E-03
3.18E-04
3.44E-05
7.18E-03
1.51E-03
2.27E-05

4.21E-03
1.57E-03
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Tabela 4. Vias enriquecidas relacionadas ao grupo WT

WT
q-value
Classificagao Gene \ Pathway p-value (FDR: BH-
method)
Apoptose Activation Or]; ﬁoAcI:Dh c?nt(;'?ir;‘slocatlon to 3.18E-06 5 89E-05
Apoptose Activation of BH3-only proteins 3.67E-05 5.52E-04
Apoptose APOPTOSE 2.26E-03 1.65E-02
Apoptose Apoptose 2.64E-03 1.81E-02
Apoptose CASPASES 5.15E-04 4.85E-03
Apoptose DEATH RECEPTOR 3.52E-03 2.20E-02
Apoptose Fas 2.87E-05 4.45E-04
Apoptose FGF 6.31E-04 5.72E-03
Apoptose Intrinsic Pathway for Apoptose 1.94E-04 2.07E-03
Apoptose Programmed Cell Death 3.14E-03 2.04E-02
Apoptose RCD GENES 3.25E-04 3.19E-03
Apoptose MITOCHOQ_IE_)RRIIEAS§XIDATIVE 1.26E-04 1.41E-03
Apoptose MOMP REGULATION 7.65E-03 4.09E-02
Apoptose role of mef2d in t-cell apoptose 2.58E-03 1.80E-02
Apoptose TNFalpha 2.73E-03 1.85E-02
Ciclo celular Ciclo celular 3.38E-03 2.14E-02
Ciclo celular Ciclo celular 3.70E-03 2.25E-02
. Chk1/Chk2(Cds1) mediated
Ciclo celular inactivation of Ci/clin B):Cdk1 complex 3.18E-06 5.89E-05
Ciclo celular Class 'mpgggtse'glij'giteve“ts 9.10E-05  1.09E-03
Ciclo celular G2 M CHECKPOINT 8.46E-03 4.33E-02
Ciclo celular G2/M Checkpoints 1.74E-03 1.31E-02
Ciclo celular G2/M DNA damage checkpoint 9.11E-04 7.83E-03
Diferenciagao celular EGF 4.61E-05 6.53E-04
Diferenciagao celular EGFR1 5.32E-03 3.12E-02
i'r';i'l'é?ﬁf:g:'t‘g;;g abb1 e abb4 Integrin signaling 1.94E-04 2.07E-03
Sinalizagéo celular EGF receptor signaling 2.99E-03 1.97E-02
Sinalizagéo celular EGFR signaling for RTKC 8.45E-03 4.37E-02
Sinalizagéo celular ErbB1 downstream signaling 2.38E-03 1.71E-02
Sinalizagéo celular FGF signaling 2.25E-03 1.66E-02
Sinalizagéo celular FoxO family signaling 2.50E-04 2.51E-03
Sinalizagéo celular LKB1 signaling events 1.69E-04 1.85E-03
Sinalizagéo celular mTOR signaling 5.51E-04 5.10E-03
Sinalizagdo celular ~ NOTCH4 Activation e Transmission of 5 5 3 3.00E-02
Signal to the Nucleus
Sinalizago celular P38 signaling mediated by MAPKAP 1 96E-07 3.93E-06
Sinalizagéao celular PDGFR-beta signaling 3.96E-03 2.38E-02
Sinalizago celular Regulation of nuclear beta catenin 1.06E-03 8.77E-03
signaling e target gene transcription
Sinalizacgéo celular RHO GTPase Effectors 7.66E-03 4.00E-02
Sinalizacgéo celular RHO GTPases activate PKNs 6.20E-05 8.28E-04
Sinalizago celular Role of Calcineurin-dependent NFAT 5 5 4 3.39E-03
signaling in lymphocytes
Sinalizacgo celular Trk rec‘;,ﬁ’g;(r Z'%”Lagf‘gamfnd;ated by 9.92E-05 1.14E-03
Sinalizagdo celular VEGFA-VEGFR2 Signaling 2.82E-03 1.88E-02
Erythrocyte activities ~ Cihrocytes take up carbon dioxide € g 5op 14 2.69E-09

release oxygen
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Erythrocyte activities

Erythrocyte activities
Expresséo génica

Expresséo génica

Expresséo génica
Sistema imune e
Sinalizagao celular
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina
Metabolismo de proteina
Metabolismo de RNA

Metabolismo de RNA

Metabolismo de RNA
Metabolismo de RNA
Metabolismo de RNA
Metabolismo de RNA

Metabolismo de RNA

Outros
Outros

Outros

Outros
Outros
Outros
Outros
Outros

QOutros

Erythrocytes take up oxygen e
release carbon dioxide
02/C0O2 exchange in erythrocytes
FOXO-mediated transcription
Regulation of localization of FOXO
transcription factors
TP53 Regulates Metabolic Genes

Toll-Like receptor signaling network
insulin
insulin Mam

Insulin-mediated glucose transport

Cytoplasmic Ribosomal Proteins
Activation of the mRNA upon binding
of the cap-binding complex and elFs,

e subsequent binding to 43S
Cap-dependent Translation Initiation
Eukaryotic Translation Initiation
Formation of a pool of free 40S
subunits
Formation of the ternary complex, and
subsequently, the 43S complex
GTP hydrolysis e joining of the 60S
ribosomal subunit
L13a-mediated translational silencing
of Ceruloplasmin expression
Ribosomal scanning e start codon
recognition
Ribosome

SRP-dependent cotranslational

protein targeting to membrane
Translation

Translation initiation complex
formation

Metabolismo de RNA
Nonsense Mediated Decay (NMD)
enhanced by the Exon Junction
Complex (EJC)

Nonsense Mediated Decay (NMD)
independent of the Exon Junction
Complex (EJC)
Nonsense-Mediated Decay (NMD)
rRNA processing
rRNA processing in the nucleus e
cytosol
Major pathway of rRNA processing in
the nucleolus e cytosol
African trypanosomiasis
Collecting duct acid secretion
Defective SLC4A1 causes hereditary
spherocytosis type 4 (HSP4), distal
renal tubular acidosis (dRTA) e dRTA
with hemolytic anemia (dRTA-HA)
Disease
hemoglobins chaperone
Infectious disease
Influenza Infection
Influenza Life Cycle
Influenza Viral RNA Transcription e
Replication

9.38E-12

9.52E-11
9.10E-05

3.18E-06
1.18E-03
3.34E-03

9.83E-04

1.14E-03

5.14E-05
6.36E-13

9.68E-03
1.02E-11

1.02E-11
2.28E-12

7.31E-03

5.88E-12

5.42E-12

9.37E-03
2.81E-11
1.06E-12
1.09E-08
9.37E-03
2.51E-07

7.49E-12

1.29E-12
7.49E-12
1.13E-09
7.22E-10

4.70E-10

8.34E-05
4.13E-05

2.53E-03

1.68E-05
4.13E-06
5.41E-08
9.38E-11
4.77E-11

2.63E-11

4.51E-10

2.69E-09
1.09E-03

5.89E-05
9.43E-03
2.14E-02

8.29E-03

9.26E-03

7.06E-04
3.06E-10

4.70E-02
4.47E-10

4.47E-10
2.19E-10

3.99E-02

4.04E-10

4.34E-10

4.65E-02
9.66E-10
1.70E-10
2.38E-07
4.65E-02
4.83E-06

4.50E-10

1.56E-10
4.50E-10
2.60E-08
1.74E-08

1.19E-08

1.03E-03
6.01E-04

1.79E-02

2.70E-04
6.85E-05
1.13E-06
2.82E-09
1.53E-09

9.72E-10
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Qutros Macrophage Map Update ver2 re 7.28E-03 4.02E-02
Outros Malaria 2.35E-04 2.41E-03
QOutros Myometrial Relaxation e Contraction 6.89E-03 3.95E-02
QOutros Oocyte meiosis 3.54E-03 2.18E-02
Outros Parkinson disease 1.35E-03 1.05E-02
QOutros Pathogenic Escherichia coli infection 8.46E-03 4.28E-02
QOutros Pathogenic Escherichia coli infection 8.46E-03 4.28E-02
Outros Calcium Reguleglgl? in the Cardiac 6.18E-03 3 58E-02
Outros downregulated of mta-3 in er-negative 1 26E-03 9.95E-03
breast tumors
Outros SENESCENCE 7.09E-05 8.97E-04
Outros STARVATION AUTOPHAGY 7.65E-03 4.09E-02
Sudden Infant Death Syndrome
Outros (SIDS) Susceptibility 7.14E-03 3.99E-02
Outros Transport of small molecules 7.48E-03 4.04E-02
Outros Viral mRNA Translation 7.07E-13 1.70E-10
Outros Vitamin B12 Metabolism 7.03E-03 3.98E-02
Arquitetura de tecido Alpha6Beta4Integrin 7.17E-04 6.39E-03
Transporte'medlado por Binding e Uptake of Liges by 1 68E-03 1 29E-02
vesiculas Scavenger Receptors
Transporte'medlado por Scavenging of heme from plasma 8.77E-04 7.67E-03
vesiculas
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Apéndice 2. Molecular features que diferiram entre os grupos

KRAS x WT KRAS x TRPV4 FGFR x WT FGFR x TRPV4 TRPV4 x WT

Molecular .Mo.do c!e m.z rt Identifiqagéo p valor log2 p valor log2 p valor log2 p valor log2 p valor log2

Feature ionizagao putativa FC FC FC FC FC
M271T653 Positivo 271.1104 10.8849 Desconhecida
M277T686 Positivo 276.6454  11.4291 Desconhecida 0.0164 -2.90
M325T604 Positivo 325.3067 10.0672 Desconhecida 0.016 -4.36
M386T490 Positivo 386.2400 8.1743 Desconhecida 0.0041 2.80
M391T491 Positivo 391.2004 8.1771 Acido graxo 0.0011 3.55 0.0021 4.51
M392T491 Positivo 392.2028 8.1794 Desconhecida 0.0136  2.10 0.0056 3.19
M399T668 Positivo 399.3416  11.1400 Desconhecida 0.0170 -3.44
M407T491 Positivo 407.1722 8.1854 Desconhecida 0.0077 2.64
M433T170 Positivo 433.1356 2.8279 Desconhecida 0.0300 -2.03
M455T672 Positivo 455.2789  11.1933 Desconhecida 0.0454 -2.89
M468T574 Positivo 468.2925 9.5745 Desconhecida 0.0416  -2.09
M475T686 Positivo 4747359  11.4363 Desconhecida 0.0175 -2.35
MaB8T1028  positivo 4883776 17.1378  Desconhecida 0.0386 -5.75
M494T612 Positivo 494.3074 10.2018 Desconhecida 0.0345 -2.44
M496T685 Positivo 496.3233  11.4232 Desconhecida 0.0104 3.24 0.0070 -3.55
M508T753 Positivo 508.3526  12.5440 Desconhecida 0.0037 -2.27
M510T844 Positivo 510.3686  14.0723 Desconhecida 0.0058 -2.24
M511T845 Positivo 511.3626  14.0850 Desconhecida 0.0014 -343 0.0060 4.98 0.0025 7.71 0.0025 -8.41
M520T651 Positivo 520.3204 10.8478 Desconhecida 0.0322 2.82 0.0009 -3.41
M521T655 Positivo 521.3246  10.9117 Desconhecida 0.0061 -2.16
M523T720 Positivo 523.3387  12.0064 Desconhecida 0.0155 -2.23
M530T684 Negativo 530.3218  11.3960 Desconhecida 0.0221 2.60
M556T717 Negativo 556.3373  11.9475 Desconhecida 0.0079 2.85 0.0106  -3.01
M558T800 Negativo 558.3536  13.3341 Desconhecida 0.0113 2.02
M566T717 Negativo 566.3662 11.9554 Desconhecida 0.0218 -2.34
M568T801 Negativo 568.3804  13.3502 Desconhecida 0.0239 2.06
M583T923 Negativo 583.3472  15.3888 Desconhecida 0.0160 3.30
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M585T895
M585T920
M588T927
M599T786
M602T896
M603T895
M604T926
M605T926
M606T927
M609T927
M610T926
M621T711
M621T920
M622T711
M623T761
M624T895
M625T926

Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

585.3124
585.3650
588.3426
599.3003
602.3193
603.3226
604.3643
605.3654
606.3660
609.3226
610.3244
621.2820
621.3431
622.2863
623.3002
624.3030
625.2959

14.9227
15.3391
15.4426
13.1031
14.9392
14.9210
15.4328
15.4359
15.4435
15.4425
15.4288
11.8440
15.3391
11.8440
12.6875
14.9227
15.4410

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida

0.0246
0.0478

0.0264
0.0269
0.0463
0.0288
0.0472

0.0302

0.0366

3.92
2.09

3.30
2.86
2.10
3.41
4.08

3.27

4.25

0.0160

0.0302
0.0274
0.0437

0.0160
0.0160

5.88

3.37
2.31
2.66

4.23
5.66

0.0457

0.0383

-2.77

-2.40

A comparacédo KRAS x FGFR1 nao apresentou nenhum molecular feature significativo. FC: foldchange; mz: relagdo massa carga; rt: tempo de retengéo

118



